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1. Abkürzungsverzeichnis 
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CaCC  Calciumaktivierter Chloridkanal 
cAMP zyklisches Adenosinmonophosphat   
CCh Carbachol 
CFTR Cystic Fibrosis Transmenbrane Regulator  
cGMP zyklisches Guanosinmonophosphat 
CO Kohlenstoffmonoxid 
ENS enterische Nervensystem 
ER endoplasmatisches Reticulum 
GDP Guanosindiphosphat 
GTP Guanosintriphosphat 
HNO Nitroxyl 
H2S Schwefelwasserstoff  
IP3 Inositoltrisphosphat 
IP3R IP3-Rezeptor 
Isc  Kurzschlussstrom 
KATP ATP-sensitiver Kaliumkanal 
MLCK Myosin-Leichte-Ketten-Kinase 
MLCP Myosin-Leichte-Ketten-Phosphatase 
NHE Natrium/Proton-Austauscher 
NK1  Neurokinin1 
NKCC Na+/K+/2Cl--Cotransporter 
NO Stickstoffmonoxid  
PG Prostaglandin 
PKA Proteinkinase A 
PKC Proteinkinase C 
PLC Phospholipase C 
RyR Ryanodin-Rezeptor 
SERCA  Calciumpumpe des sarcoplasmatischen und endoplasmatischen  

Reticulums 
sGC lösliche Guanylatcyklase  
SKca small conductance Ca2+-abhängiger Kaliumkanal 
SOCE Speicher-gesteuerter Ca2+-Einstrom 
SP Substanz P 
TPeA Tetrapentylammonium 
VIP Vasoaktives intestinales Peptid 
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4. Einleitung  

4.1 Aufbau des Darms 

Der Darm stellt den Hauptteil des Verdauungssystems dar. Er besteht generell aus dem 

Dünn- und dem Dickdarm, die je nach Tierart unterschiedlich ausgeprägt sind. Der 

Dünndarm wird vom Pylorus nach Anus in Duodenum, Jejunum und Ileum gegliedert. 

Das Ileum mündet in den Dickdarm, der sich aus Caecum, Colon und Rektum 

zusammensetzt. Die Arbeiten, die in dieser Schrift zusammengefasst sind, wurden am 

Jejunum, Ileum und Colon der Ratte durchgeführt. 

Die Funktionen des Darms bestehen dahin, Nahrungsbestandteile zu verdauen und die 

entstandenen Spaltprodukte zu resorbieren, sodass sie nach der Passage durch das Epithel 

in die Blut- oder Lymphbahn übertreten. Unterstützt wird dies durch die Motorik der 

Darmwand, die neben einer mechanischen Zerkleinerung für den Weitertransport des 

Chymus in die unterschiedlichen gastrointestinalen Kompartimente sorgt. Außerdem weist 

der Darm eine Schutzfunktion auf: so stellt das Epithel eine Barriere dar, die das 

Körperinnere vor Fremdköpern schützt. In dem gleichen Sinne trägt das „Darmassoziierte 

Immunsystem“ (engl. GALT = gut-associated lymphoid tissue) dazu bei, potenziell 

schädliche Substanzen zu neutralisieren. Aufgrund der großen Oberfläche des Darms trägt 

dieser effektiv zur Aufnahme und dem Transport von Nährstoffen und Medikamenten bei.

Transportvorgänge durch das Darmepithel können sowohl vom Lumen in Richtung 

Blutbahn (Resorption) oder umgekehrt (Sekretion) ablaufen. Letzte Aufgabe des 

Gastrointestinaltrakt ist die Ausscheidung unverdauter Nahrungsbestandteile oder 

abgeschilfterter Epithelzellen durch die Defäkation. Die Abb.1 zeigt die schematische 

Struktur der Darmwand, wo grob die Schichten von innen nach außen erkennbar sind. Das 

sind: die Mucosa, die Submucosa, die Tunica muscularis und die Serosa, die außen das 
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Darmrohr überkleidet. Die Mucosa wird von Epithel ausgekleidet, welches dem Lumen 

zugewandt ist. Unterhalb der Mucosa liegt die Muscularis mucosae (Abb.2a), gefolgt von 

dem Nervengeflecht des Plexus submucosus. 

 

Abb.1: Struktur der Darmwand am Beispiel des Dünndarmes. Anwendung erlaubt von 
und modifiziert nach Purves et al. (2006). 

 

Zwischen der Ringmuskulatur und der Längsmuskulatur ist ein weiteres Nervengeflecht 

eingebettet, der Plexus myentericus (Abb.2a, b). Eine detaillierte Struktur dieser Teile des 

enterischen Nervensystems (ENS) zeigt die Abb.2b. Einzelne Zellen dieser 

Nervengeflechte oder ganze Ganglien lassen sich sehr gut als neuronale Modelle zur 

Untersuchung neuronaler Aktivität verwenden (Browning und Lees 1996; Schäfer et al. 

1997; Wada-Takahashi und Tamura 2000; Haschke et al. 2000; Vogalis und Harvey 2003; 

Hamodeh et al. 2004; Rehn et al.  2004; Rehn und Diener 2006; Pouokam et al. 2009). 

Beispielsweise wurde die Kinetik und die quantitative „in situ“ Freisetzung des 
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Neurotransmitters Acetylcholin (ACh) von isolierten myenterischen Neuronen bzw. in 

intakten Ganglien in der Publikation 8.11 untersucht. 

Die Struktur der Darmschleimhaut weist Krypten sowohl im Dünn- als auch im Dickdarm 

auf. Einen Unterschied stellen aber die Zotten dar, die nur im Dünndarm vorhanden sind 

(Abb.3). Darmepithelzellen werden von intestinalen Stammzellen im Fundus, also in der 

Tiefe der Krypten gebildet, wandern und differenzieren sich zu hochspezialisierten Zellen 

entlang der Kryptenachse bis hin zur Spitze (der Zotten im Dünndarm) bzw. dem 

Oberflächenepithel (im Dickdarm), wo sie nach Apoptose abgestoßen werden (Abb.4). 

Die Epithelzellen sind miteinander durch Schlussleisten verbunden und bilden dadurch 

eine Barriereschicht. Die Schlussleisten tragen auch zur Polarität dieser Zellen bei. So 

wird die Seite der Zelle, die der funktionellen „Außenseite“, also dem Lumen, zugewandt 

ist, als luminale bzw. apikale Seite bezeichnet. Die Seite, die der Blutbahn zugewandt ist, 

wird als serosale bzw. basolaterale Seite bezeichnet. Im Darmepithel unterscheidet man 

verschiedene Zelltypen wie Paneth-Zellen (nur in den Krypten des Dünndarms und des 

Mastdarms, produzieren antimikrobielle Stoffe), Becherzellen (auch Goblet-Zellen 

genannt; produzieren Mucine), endokrine Zellen (Produktion lokaler Mediatoren und 

Hormone), Stammzellen sowie Enterozyten (in resorptiv aktiven Darmabschnitten des 

Dünn- und Dickdarms). Enterozyten tragen am apikalen Zellpol einen dichten Saum von 

Mikrovilli, welcher Bürstensaum genannt wird. Die Aufgaben der Enterozyten setzen sich 

aus der Resorption kleiner Moleküle aus der Nahrung, dem aktiven Transport von Stoffen, 

der Wasseraufnahme und der Sekretion von Immunglobulinen (IgA) zusammen. Die 

meisten Daten, die in dieser Schrift dargestellt werden, beziehen sich auf die 

Colonepithelzellen. 
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Abb.2: Topologische Anordnung (a) und Struktur (b) der Nervengeflechte des enterischen 
Nervensystems im Darm. Anwendung erlaubt von und modifiziert nach Furness (2006). 

Abb.3: Darmschleimhaut des Dünn-und Dickdarms. Erlaubt von und modifiziert nach 
Mescher (2013). 
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Abb.4: Aufbau des Darmepithels am Beispiel des Dünndarms.  Modifiziert nach 
Wolffram (2009). Verwendung erlaubt vom Enke-Verlag. 

 

4.2 Epitheliale Transportmechanismen im Colon 

4.2.1.1 Transporter und Kanäle 

Biomembranen sind prinzipiell selektiv durchlässig. Das bedeutet, dass sie nur bestimmte 

Stoffe passieren lassen. Um diese Passage kontrolliert zu gewährleisten, besitzen 

Zellmembranen sogenannte „Transporter“. Transportmechanismen am Darmepithel 

können passiv sein, das heißt „bergab“ entlang bestehender elektrochemischer Gradienten 

arbeiten, wodurch kein Energieaufwand für das Betreiben solcher Transporter notwendig 

ist. Zudem gibt es aktiven Transport, also „bergauf“ entgegen elektrochemischer 

Gradienten, wofür Energie, die in der Regel letztlich aus der Spaltung von ATP stammt, 

aufgewendet werden muss. Unter dem Begriff Transporter versteht man integrale 

Membranproteine, die Molekülflüsse durch eine Membran ermöglichen und so die 

Permeabilität der entsprechenden Membran kontrollieren. Transporter werden in zwei 

Superfamilien unterteilt: Die ABC (ATP binding cassette) und die SLC (solute carrier) 
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Transporter (Giacomini und Sugiyama 2011). Die meisten ABC Transporter sind primär 

aktive Transporter, die eine ATPase-Aktivität aufweisen. Die SLC Transporter hingegen 

sind Transporter, die entweder keine Energie benötigen (z.B. Uniporter) oder als sekundär 

aktive Transporter, wie z.B. Cotransporter oder Antiporter, ihre Triebkraft von primär 

aktiven Transportern erhalten. Kanäle sind Membranproteine, die die Passage geladener 

Teilchensorten oder kleiner Moleküle dem Konzentrationsgefälle und dem elektrischen 

Gradienten folgend verwirklichen. Kanäle weisen keine feste Stöchiometrie auf, das heißt 

es gibt kein festes Verhältnis in der Transportrate der zu transportierenden Substanzen. So 

kann eine relativ hohe Anzahl an Chloridionen durchströmen, wenn sich ein Cl--Kanal 

öffnet. Auch weisen Kanäle keine Sättigungseigenschaft auf, was bedeutet, dass bei 

steigender Substratkonzentration die Transportrate linear ansteigt. Kanäle kommen in 

mindestens zwei Zuständen vor: dem „offen“ und dem „geschlossen“ Zustand, zwischen 

denen der Kanal stochastisch wechselt. So fungieren die Kanäle als „Poren“ im offenen 

Zustand. Der Stofftransport durch das Darmepithel erfolgt sowohl durch passive als auch 

aktive Transportmechanismen. 

Die Dichtigkeit eines Epithels bestimmt zudem, ob der Stofftransport durch die 

Epithelschicht überwiegend parazellulär oder transzellulär stattfindet. So wird in einem 

lecken Epithel, wie dem Dünndarmepithel, ein relativ großer parazellulärer Transport 

festgestellt. Im Dickdarm dagegen ist das Epithel dicht, sodass die transepitheliale 

Potentialdifferenz, d.h. die elektrische Spannung zwischen der Außenseite und der der 

Körperflüssigkeit zugewandten Seite, relativ hoch ist. Solche Potentialdifferenzen 

entstehen durch Ladungsungleichgewichte, die durch strukturelle Dichtigkeiten und 

Ionenströme festgelegt werden. Die Dichtigkeit wird am apikalen Pol von 

Colonepithelzellen durch sogenannten Schlussleiten gewährleistet. Die apikale und 

basolaterale Membranen sind mit unterschiedlichen Transportern und Kanälen 
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ausgestattet. Üblicherweise ist im Dickdarm die Blutseite positiv geladen gegenüber der 

Lumenseite. 

Das Dickdarmepithel ist in der Lage, die Transportmechanismen zwischen Resorption und 

Sekretion umzuschalten. Die Abb.5 und Abb.6 zeigen die wichtigsten Transporter und 

Kanäle des Dickdarmepithels, die zu Resorption und Sekretion beitragen (Böhme et al. 

1991; Binder und Sandle 1994; Sandle et al. 1994; Diener und Scharrer 1994; Sandle 

1998; Greger 2000; Kunzelmann und Mall 2002). Die Basolateralmembran ist 

überwiegend für Kaliumionen durchlässig, da sie eine hohe Anzahl von K+-Kanälen 

enthält. Außerdem befindet sich hier die Na+/K+-ATPase, auch Na+/K+-Pumpe genannt, 

die aktiv, d.h. unter ATP-Verbrauch, Natriumionen aus der Zelle herausschleust im 

Austausch gegen Kaliumionen. Diese ATPase arbeitet elektrogen: für drei ausgeschleuste 

Natriumionen werden nur zwei Kaliumionen aufgenommen: Daraus resultiert ein 

Nettotransport von positiven Ladungen auf die Blutseite. Die in die Zellen gepumpten 

Kaliumionen verlassen die Zelle wieder über Kaliumkanäle, hier sind besonders die Ca2+-

abhängigen K+-Kanäle (Kca) und die ATP-sensitiven K+-Kanäle (KATP) in der 

Basolateralmembran zu nennen, sodass netto gesehen nur ein Transport von Natriumionen 

stattfindet. Diese ATPase ist der eigentlich primär aktive Schritt, der den gesamten 

Ionentransport in Gang hält. 

Die auf die Blutseite gelangten Na+-Ionen werden zuvor aus dem Lumen des Magen-

Darm-Traktes durch spezielle Transporteiweiße in der apikalen Membran von 

Dickdarmepithelzellen, den sogenannten Na+-Kanälen (ENaC; epitheliale Natriumkanäle), 

aufgenommen.  

Die Resorption von Na+-Ionen erfolgt aktiv (Abb.5). Die Triebkraft dafür ist der 

Konzentrationsgradient, der von der basolateralen Na+/K+-ATPase aufgebaut wird. Als 

Folge dieses Gradienten, werden Natriumionen in die Zellen aufgenommen im Austausch 
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gegen Protonen durch Na+/H+-Austauscher (NHE). Die Tätigkeit solcher NHE löst eine 

Alkalinisierung der Zelle aus. Kompensatorisch wirken parallele Austauscher, die Cl-

/HCO3
--Austauscher, dieser Alkalinisierung entgegen, um den intrazellulären pH-Wert 

konstant zu halten. Natriumionen können auch durch die ENaC resorbiert werden. Dies ist 

zum Beispiel der Fall bei einer Hyponaträmie bei Tieren wie der Ratte, bei denen unter 

Normalbedingung die Resorption über Austauscher erfolgt. Eine Hyponaträmie löst die 

Ausschüttung von Aldosteron aus der Nebennierenrinde aus und führt zum Einbau von 

ENaC in die apikale Membran (Canessa et al. 1993; Lingueglia et al. 1993; Canessa et al. 

1994; Kunzelmann und Mall 2002). 

Chloridionen werden auch im Dickdarm aktiv resorbiert. So wird auch hier der Na+-

Gradient als Triebkraft für die sekundär aktive Tätigkeit des Cl-/HCO3
--Austauschers 

verwendet (Binder und Sandle 1994; Sandle 1998; Kunzelmann und Mall 2002). 

Allerdings wird der Cl-/HCO3
--Austauscher parallel nach der Tätigkeit des Na+/H+-

Austauschers eingeschaltet um der Alkalinisierung, wie oben erwähnt, entgegenzuwirken. 

So werden Chloridionen apikal aufgenommen und verlassen die Zelle hauptsächlich durch 

die basolaterale Membran über Cl--Kanäle. 

Kaliumionen werden im Dickdarm aktiv resorbiert und sezerniert. Die Hauptrichtung des 

Transports wird durch die Lage der Kaliumkonzentration im Blutplasma bestimmt. Unter 

Normalbedingungen herrscht eine Nettosekretion, jedoch führt ein Kaliummangel zu einer 

Nettoresorption von Kaliumionen. Die Kaliumresorption wird über die in der apikalen 

Membran eingebaute H+/K+-ATPase vermittelt (Übersicht bei Sandle 1998, Kunzelmann 

und Mall 2002). 

Im Dickdarm können auch kurzkettige Fettsäuren in ihrer dissoziierten Form SCFA- 

aufgenommen werden (Abb.5). Sie sind Produkte der mikrobiellen Fermentation und als 

schwache Säuren liegen sie bei dem eher neutralen bis leicht sauren pH des 
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Dickdarminhalts zu 99 % in der dissoziierten Form vor. Acetat-, Propionat- bzw. 

Butyratanionen sind die eigentlichen Substrate, die von den Colonepithelzellen 

aufgenommen werden. Die Resorption über SCFA-/HCO3
--Austauscher läuft nach dem 

sekundär aktiven Prinzip ab, wobei HCO3
- aus der Zelle hinaus transportiert wird (Binder 

und Sandle 1994; Diener und Scharrer 1994; Kunzelmann und Mall 2002). In der nicht-

dissoziierten Form können sie als lipophile Moleküle durch die apikale Membran 

diffundieren. Die Resorption der obengenannten Ionen, die auch in die Zwischenzellräume 

austreten, lösen eine Hyperosmolarität in diesen Räumen gegenüber dem Lumen aus, was

Wassermoleküle aus dem Lumen per Osmose parazellulär anzieht. 

Abb.5: Wichtige Transporter und Kanäle des Colonepithels zur Resorption. In der 
basolateralen Mambran der Colonepithelzellen sitzen die Na+/K+-ATPase, die Ca2+-
abhängigen K+-Kanäle und Chloridionenkanäle. In der apikalen Membran kommen 
K+/H+-ATPase, Na+/H+-Austauscher, Cl-/HCO3

--Austauscher, SCFA-/ HCO3
- und Na+-

Kanäle vor. 

Die Wasserresorption ist im Colon relativ hoch, um einen festeren Kot ausscheiden zu 

können. Unter Einfluss von Sekretagogen oder Toxinen können vermehrt Ionen und 

folglich Wasser sezerniert werden. Die wichtigsten Ionen, die so ins Lumen abgegeben 

werden, sind Cl-, K+ aber auch HCO3
-, sowie H+ und Na+. Die Chloridsekretion (Abb.6)
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erfolgt aktiv, also unter Energieverbrauch. Die Tätigkeit der basolateralen Na+/K+-ATPase 

baut den Na+-Gradienten auf, wie oben bereits erwähnt. Parallel zur Tätigkeit der 

basolateralen Ca2+-abhängigen K+-Kanäle wird elektroneutral über den basolateralen 

Cotransporter NKKC1 die Aufnahme von Cl--Ionen, Na+-Ionen und K+-Ionen 

gewährleistet (Übersicht bei Binder und Sandle 1994; Kunzelmann und Mall 2002). 

Abb.6: Wichtige Transporter und Kanäle des Colonepithels zur Sekretion. In der 
basolateralen Mambran der Colonepithelzellen sitzen die Na+/K+-ATPase, die Ca2+-
abhängigen K+-Kanäle und Chloridkanäle, Na+/K+/2Cl--Cotransporter. In der apikalen 
Membran kommen Cl- -Kanäle (Ca2+-gesteuert und der cAMP-abhängige CFTR) und K+-
Kanäle vor. 

Dies führt zur intrazellulären Akkumulation von Chlorionen, die die Zelle apikal 

verlassen, wenn sich die dort sitzenden Cl--Kanäle, die sogenannten Cystic Fibrosis 

Transmembrane Conductance Regulator (CFTR) und die Ca2+-gesteuerten Cl--Kanäle 

(CaCC), öffnen. 

Bicarbonationen können über den CFTR ins Lumen gelangen. Weitere Möglichkeiten, 

diese Ionen ins Lumen abzugeben, bestehen in sekundär aktiven Transportmechanismen: 
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So wird auch Bicarbonat über den mit dem Natrium-Protonen-Austauscher parallel 

geschalteten Cl-/HCO3
--Austauscher ins Darmlumen oder über den SCFA-/HCO3

--

Austauscher sezerniert (Abb.5). Bicarbonat wird dabei aus metabolisch anfallendem CO2 

gebildet, das durch eine intrazelluläre Carboanhydrase vermittelt in Kohlensäure 

umgewandelt wird. Die Kohlensäure zerfällt rasch zu Protonen und Bicarbonationen, die 

über die entsprechenden Austauscher aus der Zelle herausgebracht werden (Übersicht 

Binder und Sandle, 1994; Kunzelmann und Mall 2002). 

Kaliumionen können auch apikal die Colonepithelzellen über K+-Kanäle verlassen 

(Abb.6). Zur K+-Beladung der Zellen dienen die Na+/K+-ATPase und der Na+/K+/2Cl--

Cotransporter in der basolateralen Membran (Abb.5). 

Das Colonepithel, also das Gewebe, das in den Publikationen 8.1-8.4, 8.7-10 und 8.12 im 

Fokus stand, ist in der Lage rasch zwischen Resorption und Sekretion umzuschalten. Es ist 

also notwendig, diese Eigenschaften des Epithels über extra- und intrazelluläre Signale zu 

regulieren. 

4.2.1.2 Signaltransduktion  

Signalsubstanzen, die aus Darmzellen freigesetzt werden, entfalten ihre Wirkungen lokal 

entweder auf benachbarte Zellen, was als parakrine Signalübertragung gilt, oder autokrin 

auf die Signal-produzierenden Zellen selbst. Zu den Signalsubstanzen, die auf den 

Gastrointestinaltrakt einwirken, gehören außerdem Hormone aus klassischen endokrinen 

Drüsen (etwa dem Nebennierenmark), Hormone aus diffus im Darmepithel verteilten 

endokrinen Zellen, Neurotransmitter und Zytokine. Die Tabelle 1 gibt eine Übersicht der 

wichtigsten extrazellulären Signalsubstanzen im Colon und deren Hauptzielorte und 

Wirkung.  
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Tabelle 1: Wichtige Botenstoffe im Colon 

Signalsub-stanz Herkunft Beschreibung Zielort Wirkung 

Serotonin 

Enterochrom-
affine Zellen 
und enterische 
Nervenzellen  

Biogenes 
Amin, 
Neurohormon 

Colonocyten 
5-HT-Rezeptoren 

Steigerung der 
Anionensekretion, 
Peristaltik  

VIP 
Enterische 
Neurone 

Peptid 
Neurohormon 

VPAC Rezeptoren, 
Enterozyten, 
Intestinale Myozyten 

Steigerung der 
Anionensekretion, 
Verminderung der 
Darmmotilität 

Histamin 
Mastzellen, 
enterische 
Neurone 

Biogenes 
Amin, Immun-
mediator 

H-Rezeptoren, 
Enterozyten, 
enterische Neurone 

Steigerung der 
Anionensekretion und der 
Motilität 

Prostaglandine 
Immunzellen 
des 
Dickdarms  

Eikosanoide Prostaglandin-
Rezeptoren, Glatte 
Muskelzellen, 
Epithelzellen 

Überwiegend Steigerung der 
Anionensekretion, der Sekretion 
von Mukus, der Motilität. 

Substanz P Enterische 
Neurone 

Neuropeptid 
(Tachykinin) 

Neurokinin-1 
Rezeptor (NK-1R) 

Steigerung der Darmmotilität, 
Schmerzauslösung 

NO 
Enterische 
Neurone  

Gasotrans-
mitter 

sGC, glatte 
Muskelzellen, 
Epithelzellen 

Steigerung der 
Anionensekretion, 
Peristaltik (Relaxation) 

ACh 
Enterische 
Neurone, 
Oberflächen-
epithel 

Neurotrans-
mitter 

ACh Rezeptoren, 
Epithelzellen, glatte 
Muskelzellen 

Steigerung der 
Anionensekretion, 
Peristaltik (Kontraktion) 

Noradrenalin 
Endigungen  
der 

sympathischen 
Bahnen 

Katecholamin  und  
Rezeptoren, 
Glatte Muskelzellen 

Regulation der Darmmotilität 
und Durchblutung 

Bradykinin 
Immunzellen  Peptid, 

Immunmediator 
B-Rezeptoren  
Epithelzellen, 
enterische Neurone 

Steigerung der 
Anionensekretion, Regulation 
der Darmmotilität 

 

Die meisten extrazellulären Botenstoffe wirken über membranständige Rezeptoren, die 

entweder als ionotrope oder als metabotrope Rezeptoren fungieren. Ionotrope Rezeptoren 

sind ligandengesteuerte Ionenkanäle, die nach Bindung des Liganden als Kanäle fungieren 

und Ionen durchströmen lassen. Metabotrope Rezeptoren sind G-Protein-gekoppelte 

Rezeptoren, die nach Bindung eines Agonisten die Aktivierung des G-Proteins 

veranlassen. Es folgt die Aktivierung eines Effektors, welcher zur intrazellulären Synthese 

eines weiteren Botenstoffs, eines sogenannten „Second Messenger“, führt (Pollard und 

Earnshaw 2008; Übersicht bei Aktories et al. 2009). 
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Second Messenger sind beispielsweise: zyklisches Adenosin-3´,5´-monophosphat 

(cAMP), zyklisches Guanosin-3´,5´-monophosphat (cGMP), Diacylglycerol (DAG), 

Inositol-1,4,5-trisphosphat (IP3) und Ca2+. G-Proteine sind Heterotrimere, die aus drei 

Untereinheiten bestehen: der α-Untereinheit, der β- und der γ-Untereinheit. Die α-

Untereinheit bindet GTP und hydrolysiert es zu GDP. Im inaktiven Zustand hat das Trimer 

GDP gebunden. Die Bindung eines Agonisten führt zur Beschleunigung des Austauschs 

von GDP durch GTP an der α-Untereinheit. Es folgt die Dissoziation des Komplexes in 

die Gα-GTP-und die Gβγ-Untereinheit. Jede der beiden neu gebildeten Komponenten ist 

in der Lage, unabhängig voneinander getrennte Effektoren für ganz verschiedene 

Reaktionen zu aktivieren. Die GTPase der α-Untereinheit hydrolysiert GTP zu GDP und 

die Gβγ-Untereinheit reassoziiert mit dem Gα-GDP Komplex, was zur Inaktivierung der 

Transduktionskaskade führt. Der ganze Mechanismus dauert nur wenige Sekunden. Es 

gibt eine Vielzahl von G-Proteinen und deren Klassifizierung hängt von den α-

Untereinheiten ab. Auf Nervenzellen, Myozyten, interstitiellen Zellen von Cajal, 

Immunzellen und Epithelzellen der Darmwand findet man häufig die GαS, Gαq, Gα12, 

Gα13. Die Aktivierung des GαS stimuliert das Enzym Adenylatcyclase, welches die 

Umwandlung von ATP in cAMP katalysiert. Die Folge ist eine Erhöhung der 

zytosolischen cAMP Konzentration. Dieser Second Messenger aktiviert wiederum einen 

Effektor, welcher eine Kinase oder einen Kanal sein kann (Pollard und Earnshaw 2008). 

Bei dem Gαq aktiviert die α-Untereinheit die Isoenzyme β1 und β4 der Phospholipase C 

(PLC) (Pollard und Earnshaw 2008; Übersicht bei Aktories et al. 2009). Das Enzym 

katalysiert die Hydrolyse von Phosphatidylinositol-4,5-biphosphat (PIP2) zu DAG und IP3. 

Diese Produkte aktivieren unterschiedliche Effektoren, welche Kinasen für DAG oder 

Rezeptoren wie den IP3R in der Membran des endoplasmatischen Retikulums für IP3 sind. 

Auch bei der Kontrolle der Darmmotilität, die im Zentrum der im Kapitel 8.8 

dargestellten Versuche liegt, spielen G-Proteine eine wichtige Rolle. Die Gα12, Gα13 
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werden in der Zellmembran von Myozyten der Darmmuskulatur (Übersicht bei Sanders 

2008) exprimiert und führen zur Aktivierung des GTP-bindenden und hydrolysierenden 

Proteins Rho. Nach Austausch von GDP durch GTP stimuliert der Komplex Rho-GTP 

eine Rho-Kinase. Dieses Enzym bewirkt, dass die Myosin-Leichte-Ketten-Phosphatase 

(MLKP) phosphoryliert und dadurch inaktiviert wird. Parallel wird die Phosphorylierung 

der leichten Kette des Myosins verstärkt, was zu einer Kontraktion der glatten Muskulatur 

führt.  

Im Allgemeinen wird über G-Protein-gekoppelte Rezeptoren nicht nur eine Weiterleitung 

und Übersetzung des extrazellulären Signals durch die Zellmembran gesichert, sondern 

auch dessen Verstärkung - entweder über die Art der Interaktion Ligand-Rezeptor oder 

über nachgeschaltete Effektoren - erreicht. Eine weitere Möglichkeit der 

Signalverstärkung im Sinne einer Potenzierung besteht in der Stimulation von G-Protein-

gekoppelten Rezeptoren durch eine besondere Applikationsform, nämlich durch 

Nanopartikel, die dicht mit Agonisten von G-Protein-gekoppelten Rezeptoren bepackt 

sind. Diese multivalente Stimulation steht im Mittelpunkt der Publikationen 8.9 und 8.10. 

Unter den intrazellulären Second Messengern spielt Ca2+ eine zentrale Rolle in Zellen der 

Darmwand. Aus diesem Grund ist die Regulation von Ca2+-Strömen bzw. seiner 

Konzentration von großer Bedeutung. Die Regulation der Ca2+-Konzentration sowohl im 

Extrazellularraum als auch im Intrazellularraum erfolgt durch Transportmechanismen und 

Pufferung. Eine Aktivierung der IP3R veranlasst die Freisetzung von Calcium-Ionen aus 

intrazellulären Speichern, was zum Anstieg der zytosolischen Ca2+-Konzentration führt. In 

vielen Zellen folgt diesem initialen Anstieg ein sogenannter kapazitativer Ca2+-Einstrom 

durch „store-operated cation channels“ (SOCC) (Hoth und Penner 1992; Parekh und 

Penner 1997; Parekh 2006). Am Colonepithel der Ratte wurde solch ein La3+-sensitiver 

Ca2+-Einstrom nach Entleerung der intrazellulären Speicher gezeigt (Frings et al. 1999; 
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Onodera et al 2013). Dies wurde auch an myenterischen Neuronen mit Hilfe von Gd3+ als 

Inhibitor der zugrunde liegenden Kanäle nachgewiesen (Pouokam et al. 2009). 

 

 

Abb.7: Die Abgabe von Anionen in das Darmlumen geschieht am apikalen 
Enterozytenpol. Links sind Zotten und Krypten im Dünndarm zu sehen (Uthman 2011). 
Eingekreist im Dickdarm ist der apikale Pol von Enterozyten, der dem Kryptenlumen 
zugewandt ist. 

 

 

Abb.8: Mechanismen der Chloridsekretion. Na+-Ionen folgen den Cl--Ionen ins Lumen 
aus Gründen der Elektroneutralität. Die Wassersekretion folgt dem Na+-Strom aus 
osmotischen Gründen. 

 

Der Hauptmechanismus, über den ein Anstieg der zytosolischen Ca2+-Konzentration eine 

Cl--Sekretion auslöst, ist ein Aktivierung Ca2+-abhängiger K+-Kanäle. Die Folge ist ein 

Ausstrom von K+-Ionen durch die basolaterale Membran. Dies erleichtert zum einen die 
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Aufnahme von Cl- über den basolateralen NKCC1. Zum anderen ist der Ausstrom von Cl- 

durch apikale Anionenkanäle verstärkt, da der basolaterale K+-Ausstrom eine 

Hyperpolarisation der Membran bewirkt (Abb.8). Natriumionen und Wasser folgen passiv 

um die Elektroneutralität zu wahren bzw. zum osmotischen Ausgleich (Abb.8). Die 

Chloridionensekretion kann neuronal verstärkt werden. Acetylcholin (ACh) bindet an 

muskarinerge Rezeptoren vom Typ M1 oder M3 in der basolateralen Membran von 

Enterozyten (Haberberger et al. 2006) und löst dabei eine intrazelluläre Kaskade aus. 

Diese Rezeptoren sind Gq-Protein gekoppelte Rezeptoren, die nach Aktivierung zur 

Bildung des Second Messengers IP3 führen. Der Second Messenger bindet an IP3 

Rezeptoren (IP3R) auf dem endoplasmatischen Retikulum (ER), welche als Ca2+-Kanäle 

fungieren. Die Kanäle werden geöffnet, vermitteln den Ausstrom von Calcium-Ionen und 

den Anstieg der zytosolischen Ca2+-Konzentration. Mehrere Zielmoleküle werden von 

Calcium-Ionen aktiviert: Die Ca2+-aktivierten K+-Kanäle in der basolateralen Membran, 

die Ca2+-aktivierten Cl-- Kanäle (CaCC) in der apikalen Membran (Schultheis et al. 2005) 

oder Proteinkinasen wie etwa die PKC.  

Auch der Second Messenger cAMP kann eine Sekretion auslösen, z.B. wenn das 

Neuropeptid VIP auf das Darmepithel einwirkt. Die von VIP ansprechbaren Rezeptoren 

sind Gs-gekoppelte Rezeptoren, die zur Bildung von zyklischem AMP (cAMP) führen. 

Solch ein Nukleotid aktiviert die Proteinkinase A, die wie die PKC in der Lage ist die 

Übertragung einer Phosphatgruppe auf CFTR Kanäle zu katalysieren (Abb.8). 

4.3 Kontrolle gastrointestinaler Funktionen durch das enterische Nervensystem 

Die Darmmotorik sorgt für einen gerichteten Weitertransport der Digesta innerhalb des 

Darmrohrs. Sie beruht auf der Aktivität der glatten Muskulatur, also der Ring- und der 

Längsmukulatur des Darmes. Dieser Weitertransport kann vom Zentralnervensystem über 

den Parasympathikus und den Sympathikus beeinflusst werden, ist aber intrinsisch von 
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dem enterischen Nervensystem (ENS) gesteuert. Ein Grundmuster der Darmmotorik ist 

die propulsive Peristaltik. Dabei ist der Auslöser des Schaltkreises, also des Reflexes, die 

Dehnung der Darmwand. Mechanosensorische myenterische Neurone registrieren die 

Dehnung, die über Interneurone Motoneuronen mitgeteilt wird. Aszendierende erregende 

Motoneurone projizieren oralwärts, d.h. sie innervieren die Ringmuskulatur oral der 

Dehnungsstelle. Deszendierende hemmende Motoneurone dagegen projizieren analwärts 

und innervieren die Ringmuskulatur aboral der Dehnungsstelle. Aus aszendierenden 

Projektionen erregender Motoneurone werden exzitatorische Transmitter freigesetzt: 

Acetylcholin (ACh) und das Neuropeptid Substanz P (SP), die eine Kontraktion oral des 

Bolus auslösen (Übersicht bei Neunlist et al. 1999; Schemann 2005). 

Der hemmende Gasotransmitter Stickstoffmonoxid (NO) und die hemmenden 

Cotransmitter ATP oder ähnliche Purine (Christofi und Wood 1993; Wood 2004) und 

Vasoaktives intestinales Peptid (VIP) rufen aboral des Bolus eine Erschlaffung der 

Ringmuskulatur hervor. Diese kombinierten Anpassungen der Muskulatur veranlassen die 

Propulsion des Darminhalts in Richtung Rektum. Dieser Reflex wird in der Abb.9 

illustriert. Die Muskelzellen kontrahieren rhythmisch als Folge der Slow Waves, welche 

von interstitiellen Zellen nach Cajal (ICC) ausgelöst werden. In dieser Arbeit wird die 

Wirkung der reduzierten Form von NO, des Gasotransmitters Nitroxyl (HNO), auf die 

Motorik des Darms untersucht. Die bislang noch nicht publizierten Daten sind im Kapitel 

8.8 dargestellt. 
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Abb.9: Ablauf und Modulation des peristaltischen Reflexes im Darm. Aus Pfannkuche 
und Schemann (2015), Verwendung erlaubt von Enke-Verlag. Der vom Bolus initiierte 
Druck an die Darmwand schaltet einen Reflexkreis: Aboral des Bolus werden 
inhibitorische Transmitter wie NO, ATP und VIP freigesetzt um das Darmlumen durch 
Erschlaffung der glatten Muskulatur weit zu stellen. Oral des Bolus werden erregende 
Transmitter wie ACh und SP freigesetzt, um das Darmlumen durch Kontraktion der 
glatten Muskulatur eng zu stellen. Beide Mechanismen führen zum Weitertransport des 
Bolus analwärts.  

Die bislang noch nicht publizierten Daten sind im Kapitel 8.8 dargestellt. Ähnlich wie 

Muskelmotoneurone existieren Neurone, die Epithelzellen innervieren, die sogenannten 

Sekretomotoneurone. Der Schaltkreis zur Steuerung des Epithels ähnelt dem der 

neuronalen Steuerung der Motorik durch den Plexus myentericus. Auch hier sind 

sensorische Neurone und Interneurone eingeschaltet, welche zum Teil eine 

Kommunikation zwischen den beiden Plexus ermöglichen. Aus den Sekretomotoneuronen 

des Plexus submucosus werden sowohl hemmende als auch erregende Transmitter 

ausgeschüttet. Erregende Transmitter lösen eine Sekretion von Anionen aus und werden 

daher als prosekretorisch bezeichnet. Hemmende Transmitter dagegen inhibieren die 

Sekretion. Eine Sekretion von Anionen, vorwiegend Chloridionen neben Bicarbonationen, 

ist von einer Wassersekretion begleitet. Zu den prosekretorischen Neurotransmittern 
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zählen ACh und VIP; hemmende Neurotransmitter dagegen sind z.B. Neuropeptid Y 

(NPY) und Somatostatin (Furness 2006).  

Weitere Player bei der Regulation gastrointestinaler Funktionen stellen Immunzellen dar. 

Die Kommunikation zwischen den beiden Plexus oder zwischen den Plexus und dem 

Immunsystem in der Darmwand führt zu einer reflexartigen regulierten Antwort des 

Epithels. Einige Immunmediatoren wie z.B. Bradykinin wirken sowohl auf die 

Darmmotorik als auch auf das enterische Nervensystem oder den Ionentransport durch das 

Colonepithel (Avemary und Diener 2010, Würner et al. 2014).  

4.4 Gasotransmitter und deren Wirkung im Colon  

Eine neuartige Klasse von Regulatoren gastrointestinaler Funktionen sind gasförmige 

Moleküle, die sogenannten Gasotransmitter. Einer davon ist Kohlenstoffmonoxid (CO). 

Neurone, glatte Muskelzellen und Epithelzellen der Darmwand der Ratte exprimieren 

Hämoxygenase I und oder II zur Synthese von CO (Donat et al. 1999; Miller et al.  2001; 

Steidle und Diener 2011).  

  

Abb.10: Kohlenstoffmonoxid-induzierte Cl--Sekretion im Colon der Ratte. CO stimuliert 
über einen Anstieg der cytosolischen Ca2+-Konzentration die Ca2+-abhängigen K+-Kanäle 
in der basolateralen Membran der Enterozyten des Colons, was zur Hyperpolarisation 
führt. Diese Anionen werden über apikale von CO direkt oder indirekt aktivierte Cl--
Kanäle (CFTR) sezerniert. Modifiziert nach Pouokam et al. 2011 (Publikation 8.5). 
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Die Publikation 8.5 gibt eine Übersicht der Wirkung von CO auf den Ionentransport am 

Colonepithel der Ratte. Kohlenstoffmonoxid fördert den Einstrom von extrazellulären 

Calcium-Ionen in die Enterozyten und aktiviert direkt oder indirekt apikale Cl-- Kanäle 

wie den CFTR. Dies führt zur Sekretion von Anionen (Cl-/HCO-
3), die basolateral im Falle 

von Cl- durch den NKCC1-Transporter aus dem Blut aufgenommen werden. Die 

eingeströmten Ca2+-Ionen aktivieren die Ca2+-abhängigen K+-Kanäle der basolateralen 

Membran, was zu einer Hyperpolarisation führt und damit die Antriebskraft für den 

Anionenausstrom aus der Zelle steigert (Pouokam et al. 2011).  

Es gibt neben CO zwei weitere, gut etablierte Gase mit Transmitterfunktion im Darm: 

Stickstoffmonoxid (NO) und Schwefelwasserstoff (H2S). Ein dritter Gasotransmitter, 

Nitroxyl (HNO), bekommt erst seit Kurzem viel Aufmerksamkeit. Solche Gase können 

von Zellen der Darmwand freigesetzt werden und autokrin oder parakrin wirken, da sie 

leicht innerhalb von Geweben diffundieren können. Eine vereinfachte Übersicht der 

Wirkungen von Gasotransmittern und der zugrunde liegenden Mechanismen an 

verschiedenen Geweben ist in den Tabellen 2 bis 8 zusammengefasst. Der Fokus in den 

vorgelegten Publikationen wurde auf den Gastrointestinaltrakt gelegt.  

 

 

 

 

 

  



 -4-Einleitung  

- 28 - 

Tabelle 2: Allgemeine Eigenschaften der Gasotransmitter NO, H2S und HNO 

Allgemeine 

Eigenschaften 

Gasotransmitter 

NO H2S HNO 

Thiolreaktivität Keine direkte 

Reaktivität 

(Irvine et al. 2008) 

Keine direkte Reaktivität 

(Zhang et al. 2015) 

Hohe Reaktivität 

(Irvine et al. 2008) 

Scavenger Carboxy-PTIO, 

Hydroxocobalamin 

(Irvine et al. 2008) 

Methämoglobin, 

Peroxidise, Katalase, 

oxidierte Form Glutathion 

(Wang 2012) 

L-Cystein, 

Dithiothreitol 

(DTT) 

(Irvine et al. 2008) 

Biomarker der 

Aktivität  
Plasma cGMP 

(Irvine et al. 

2008) 

- Plasma CGRP 

(Irvine et al.  2008) 

 

Tabelle 3: NO, H2S, HNO und das Immunsystem 

  

  

Immunsystem 

Gasotransmitter 

NO H2S HNO 

Endzündung 

 

Pro- und anti-

inflammatorisch 

(Aley et al. 1998) 

Pro- und anti-

inflammatorisch 

(Wallace 2010; 

Ekundi-Valentim 

2010) 

Nicht untersucht 

Nozizeption 

 

Pro- und anti-

nozizeptiv 

(Aley et al. 1998) 

Pro- und anti-

nozizeptiv 

(Schemann and 

Grundy 2009; 

Wallace 2010) 

Pro- und anti-nozizeptiv 

(Eberhardt et al. 2014) 
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Tabelle 4: Pharmakologische Wirkung von NO, H2S, HNO auf das Myokard 

 

 

 Tabelle 5: Vaskuläre Wirkung von NO, H2S und HNO 

 

 

 

  

Wirkungen am 

Myokard  

Gasotransmitter 

NO H2S HNO 

Inotropie  

 

Negativ 

(Irvine et al.  2008) 

Negativ 

(Lefer 2008; Wang 

2012) 

Positiv 

(Irvine et al. 2008) 

Myokard 

Ryanodin-

Rezeptoren 

(Type 2) 

Geringfügige 

Aktivierung 

(Irvine et al. 2008) 

 

Unbekannt 

Starke Aktivierung 

(Irvine et al. 2008) 

Wirkungen am 

Gefäßsystem 

Gasotransmitter 

NO H2S HNO 

Regulation Kanäle  Aktivierung Kca 

Kanäle 

(Irvine et al. 

2008) 

Aktivierung KATP, 

SKca Kanäle 

(Zhao et. al. 2001; 

Wallace 2010) 

Aktivierung Kv, KATP 

Kanäle, 

(Irvine et al. 2008) 

Wirkung Vasodilatator 

(Irvine et al. 

2008) 

Vasodilatator  

(Zhao et. al. 2001; 

Wallace 2010) 

Vasodilatator 

(Irvine et al. 2008) 

Vermittlung  Über sGC/cGMP 

(Irvine et al. 

2008) 

sGC/cGMP- 

unabhängig  

(Zhao et. al. 2001) 

Über sGC/cGMP, 

Freisetzung von CGRP 

(Irvine et al. 2008) 
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Tabelle 6: Wirkung von NO, H2S und HNO im oxidativen Stress 

 

 

Tabelle 7: Wirkung von NO, H2S und HNO in der gastrointestinalen Motorik 

Aktivität der 

Darmmuskulatur 

Gasotransmitter 

NO H2S HNO 

Kontraktion/ 

Relaxation 

Relaxation   

(Shuttleworth und 

Sanders 1996) 

Relaxation  

(Teague et al. 

2002)  

Relaxation  

(Siehe unveröffentliche Daten 

in „Resultate und Diskussion 

und Kapitel 8.8“)  

 

  

Oxidativer Stress 

 

Gasotransmitter 

NO H2S HNO 

Zytoprotektive / 

antioxidative Wirkung 

Protektiv gegen 

Ischämie-

Reperfusionsschäden 

Stimulation der 

Hämoxygenase 1 (HO-

1); inkonsistente 

Verminderung der 

Lipidperoxidation 

(Irvine et al. 2008) 

Protektiv gegen 

Ischämie-

Reperfusions-

schäden (Szabo 

2007; Ji et al. 

2008) 

Protektiv (bei 

Vorbehandlung) gegen 

Ischämie-Reperfusion, 

Stimulation der 

Hämoxygenase 1 (HO-

1); Konsistente 

Verminderung der 

Lipidperoxidation  

(Irvine et al. 2008) 
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Tabelle 8: Wirkung von NO, H2S und HNO auf den intestinalen Ionentransport 

Intestinaler 

epithelialer 

Ionentransport 

Gasotransmitter 

NO H2S HNO 

Anionensekretion 

 

Cl--Sekretion 

(Tamai und Gaginella 

1993) 

Cl--Sekretion  

(Hennig und Diener 

2009; Pouokam und 

Diener 2012).  

Cl--Sekretion 

(Pouokam et al. 

2013) 

Vermitlung: 

sGC/cGMP-

Abhängigkeit 

 

Donor- und 

konzentrationsabhängig 

(Sakai et al. 2002), 

unabhängig (Schulheiß 

et al. 2002) 

Unabhängig 

(Pouokam et al. 2011) 

 

Unabhängig 

(Pouokam et al. 

2013) 

 

Neuronale Beteiligung  Ja 

(Tamai and Gaginella 

1993) 

Nein (Schultheiß et al.  

2002) 

Geringfügig 

(Lee et al. 2006; 

Hennig und Diener 

2009; Krueger et al. 

2010) 

Nein 

(Pouokam et al. 

2013) 

Beteiligung von 

Prostaglandinen  

Ja 

(Sakai et al. 2002), 

Nein  (Schultheiß et al. 

2002) 

Ja 

(Wallace et al. 2010) 

Ja 

(Pouokam et al. 

2013) 

 

Ein weiterer Gasotransmitter mit Wirkung im Gastrointestinaltrakt ist Hydrogensulfid 

(H2S). Im Colon der Ratte wurde gezeigt, dass H2S eine biphasische Cl--Sekretion evoziert 

(Hennig und Diener 2009). Die Arbeit Publikation 8.1 wurde durchgeführt, um die 

zugrundeliegenden Mechanismen aufzuklären. 

H2S wird endogen aus der Aminosäure L-Cystein synthetisiert. Diese Synthese wird von 

den Enzymen Cystathionin-β-Synthase und Cystathionin-γ-lyase (Wang 2002; Martin et 

al. 2010) katalysiert. Beide Enzyme wurden in enterischen Ganglien des 

Meerschweinchens und des humanen Colons (Schicho et al. 2006) sowie in der glatten 
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Darmmuskulatur und im Epithel des Colons der Ratte (Hennig und Diener 2009) 

nachgewiesen.  

Stimulierung der endogenen Synthese von H2S mit L-Cystein oder dessen Hemmung 

könnten paradoxerweise zu ähnlichen Wirkungen führen (Chávez-Piña et al. 2010). Als 

Erklärung für dieses Paradoxon werden Unterschiede sowohl in der Geschwindigkeit der 

Anflutung dieses Gasotransmitters als auch Unterschiede in den verwendeten 

Konzentrationen angenommen. So wurde die sekretorische Wirkung des H2S-bildenden 

Substrats L-Cystein am Colonepithel der Ratte untersucht und mit der eines langsamen 

oder sehr langsamen H2S Donors verglichen (Publikation 8.2). Einer der Zieleffektoren 

von H2S ist der ATP-sensitive K+-Kanal (KATP) (Zhao et. al. 2001; Übersicht bei Wallace 

2010). Solche Kanäle spielen eine wichtige Rolle in den Mechanismen der H2S-

induzierten Cl--Sekretion (Hennig und Diener 2009). Nach Permeabilisierung der apikalen 

Membran wurde gezeigt, dass der KATP-Hemmer Glibenclamid basolaterale K+-Ströme am 

Colonepithel der Ratte hemmt (Hennig und Diener 2009). Pinacidil, ein KATP-Aktivator 

(Aschcroft und Gribble 2000), führte je nach Seite der Applikation (apikal oder 

basolateral) zu entgegengesetzten Wirkungen auf den transepithelialen Kurzschlussstrom, 

was Hinweise auf die Anwesenheit solcher Kanäle in der apikalen Membran lieferte 

(Pouokam et al. 2013). Lediglich im Dünndarm der Ratte und des Menschen wurden diese 

Kanäle mit dem strukturellen Kir6.1/SUR2A Komplex an den Tight-Junctions 

nachgewiesen (Jöns et al. 2006). Spekuliert wurde, ob solche Kanäle auch in der apikalen 

Membran des Colonepithels der Ratte anzutreffen wären. So wurde die Arbeit der 

Publikation 8.3 durchgeführt, um diese Kanäle am Colonepithel der Ratte nachzuweisen 

und pharmakologisch zu charakterisieren.  

Ein weiterer Gasotransmitter, Nitroxyl (HNO), bekommt erst seit Kurzem viel 

Aufmerksamkeit. Am Magen-Darm-Trakt ist bislang lediglich eine prosekretorische 
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Wirkung bekannt, die Ca2+-abhängig ist und über verschiedene K+-Kanäle (KATP, KCa), 

sowie teilweise durch Cyclooxygenase-Metaboliten vermittelt wird (Pouokam et al. 2013). 

In bisherigen Arbeiten zu diesem Gasotransmitter wurde der Fokus lediglich auf 

Kreislauf- (Tabellen 2-8) und Alkoholismus-Therapie gelegt. HNO (freigesetzt aus dem 

Donor-Molekül Angeli’s Salz) ist aber auch in der Lage, Ionentransportvorgänge durch 

das Darmepithel zu verändern. Dieser Effekt und die zugrunde liegenden Mechanismen 

sind in Publikation 8.7 dargestellt. 

Die von mir durchgeführten Experimente zeigen außerdem, dass ein HNO-Donor 

(Angeli’s Salz) eine intestinale Relaxation auslöst. Die Mechanismen, die dieser 

Relaxation zugrunde liegen, werden aktuell untersucht (Kapitel 8.8). 

Jüngste Studien in der Literatur belegen zudem einen Crosstalk zwischen NO, H2S und 

HNO-Signalwegen (Yong et al. 2011; Filipovic et al. 2013; Miljkovic et al. 2013; 

Eberhardt et al. 2014). Beispielsweise kann exogenes H2S mit endogenem NO in 

Wechselwirkung treten und zur Bildung von HNO führen, was eventuell dazu führt, dass 

einige Effekte von H2S durch HNO vermittelt werden können. In den Tabellen 2-8 sind 

daher Ähnlichkeiten zwischen diesen drei Gasen aufgelistet. Laufende Versuche sollen 

dieses Zusammenspiel der obengenannten Gasotransmitter weiter belegen. 

4.5 Hypoxie/Reoxygenation am Darm 

Die obengenannten Gasotransmitter vermögen es, bei oxidativem Stress protektiv zu 

wirken (Tabelle 6). Diese Eigenschaften wurden hauptsächlich in Versuchen mit Fokus 

auf den Blutkreislauf festgestellt. Aber auch im Magen-Darm-Trakt stellen 

Hypoxie/Reoxygenation-Schäden ein wichtiges Krankheitsbild dar. Die intestinale 

Hypoxie als Folge einer Embolie oder einer mechanischen Kompression geht mit einer 

hohen Letalität einher (Haglund und Bergqvist 1999). Solch eine Verminderung der 

Durchblutung verschlechtert die Energieversorgung des Darmepithels, eines Gewebes mit 
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hohem Energieaufwand. Die Folge ist eine Beeinträchtigung und der Verlust der 

Barrierefunktion des Epithels. Dies geht mit einer ATP-Verarmung einher. Die 

Konsequenz ist die Beeinträchtigung der Tätigkeit aktiver Transportmechanismen bzw. 

Transporter wie der Na+/K+-ATPase, welche als Motor für den Ionentransport am 

Darmepithel gilt (Kaplan 1985). Die ATP-Verarmung führt zur Senkung des ATP/ADP-

Verhältnisses, was eine relevante Folge auf die ATP- bzw. ADP-sensitiven Effektoren hat. 

So wird in erregbaren Organen bzw. Geweben wie im Herz, Gehirn oder in der glatten 

Muskulatur der Blutgefäße eine protektive Wirkung über eine Aktivierung der KATP-

Kanäle gegen Schäden in Gang gesetzt (Hund und Mohler 2011). Das Öffnen dieser 

Kanäle hyperpolarisiert die Zellmembran und reduziert damit den Energieaufwand durch 

Senkung der Erregbarkeit (Übersicht bei Hibino et al. 2010). Auf der anderen Seite kann 

eine Reoxygenation durch Reperfusion nach Ischämie die Sauerstoffzufuhr wieder 

garantieren, aber auch eine Anflutung reaktiver Sauerstoffspezies auslösen. Dabei werden 

Radikale aus dem Superoxid Anion Radikal (O·̄2) in Mitochondrien gebildet (Dröge 2002; 

Gonzalez et al. 2015). 

Auf der Beobachtung aufbauend, dass H2S im Darmepithel KATP-Kanäle aktiviert 

(Pouokam und Diener 2011) und diese Kanäle eine protektive Funktion gegen Hypoxie-

Schäden z.B. in erregbaren Geweben aufweisen, stellte sich aber die Frage, ob dies auch 

im Darm gilt. Die Arbeit Publikation 8.4 wurde vorgenommen um den Einfluss der 

Hypoxie/Reoxygenation auf die Ionentransportmechanismen, auf die Barrierefunktion des 

Colonepithels der Ratte und auf die Rolle der KATP-Kanäle zu untersuchen. 
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4.6 Nanostrukturen als neuartige Player bei der Beeinflussung bzw. Messung 

physiologischer Parameter am Gastrointestinaltrakt 

Wie einzelne Liganden an G-Protein gekoppelten Rezeptoren wirken ist gut erforscht. Es 

besteht aber die Möglichkeit bei anderen Systemen wie etwa der Selectin-Bindung von 

synthetischen Liganden (Dernedde et al. 2009), bei der Aktivierung von Serotonin-

gesteuerten Ionenkanälen (Paolino et al. 2014) oder bei der Verstärkung der 

enzymatischen Aktivität der Carboanhydrase (Saada et al. 2011) durch Multivalenz, also 

die synchrone Stimulation benachbarter Rezeptoren mittels Nanopartikeln, die dicht mit 

Agonisten bepackt sind, eine extreme Steigerung der Affinität zu erreichen. Ob dies auch 

an G-Protein-gekoppelten Rezeptoren, die in der Kontrolle des Ionentransports durch das 

Darmepithel involviert sind, möglich ist, wurde in den Publikationen 8.9 und 8.10 

untersucht. 

Im Colon herrscht eine starke Besiedlung durch Mikrobiota, die für den Wirtsorganismus 

(den Säuger) nicht verdaubare Strukturkohlenhydrate zu kurzkettigen Fettsäuren 

fermentieren. Durch die Resorption von solchen Fettsäuren, die als Energiesubstrat für die 

Colonozyten und auch den gesamten Organismus insbesondere bei herbivoren Tieren 

beitragen, entsteht eine Belastung für die pH-Regulation der Darmepithelzellen. Zu 

diesem Zweck ist das Darmepithel mit apikalen Na+/H+-Austauschern in der apikalen 

(NHE2 und NHE3) und in der basolateralen Membran (NHE1) ausgestattet (Übersicht bei 

Kunzelmann und Mall 2002). Die apikalen sind wahrscheinlich auch an der Resorption 

von kurzkettigen Fettsäuren beteiligt, indem sie Protonen für die Überführung der 

dissoziierten Fettsäureanionen in die ungeladene Form (freie Fettsäuren) ermöglichen, 

welche durch nichtionische Diffusion in die Epithelzelle aufgenommen werden können 

(Übersicht bei Sandle 1998; Kunzelmann und Mall 2002). Der Einfluss von aktiven 

Protonen-Transportmechanismen auf dieses Mikroklima kann erfasst werden. So wurde in 
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der Publikation 8.12 Arrays aus pH-sensitiven InGaN/GaN Nanodrähten mit einer 

Raumauflösung < 0,63 µm zur dynamischen Messung der pH-Änderung in der Umgebung 

von Colonepithelzellen der Ratte verwendet. Die Intensität der Photolumineszenz der 

Nanodrähte variiert mit dem lokalen pH-Wert. Der Na+/H+-Austauscher (NHE) wurde in 

diesem Fall als Modell der pH-Regulation der Zelle in die Analyse einbezogen. 
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5. Methoden 

Die Einzelheiten zu den Methoden können in den Publikationen im Kapitel 8 entnommen 

werden.  

5.1 Tiere 

Es wurden Wistar Ratten für die vorliegenden Untersuchungen verwendet. Organe, 

Gewebe, bzw. Zellen wurden nach fachgerechter und erlaubter Tötung gewonnen.  

5.2 Ussing-Kammern 

Elektrische Ströme, die durch Bewegung von Elektrolyten durch das Darmepithel erzeugt 

werden, können in sogenannten Ussing-Kammern erfasst werden. Dabei wird ein 

Kurzschlussstrom (Isc) als Maß des Nettoionenstroms durch das Epithel gemessen. Ein 

Anstieg des Isc bedeutet eine Sekretion von Anionen oder eine Resorption von Kationen, 

währenddessen ein Abfall eine Sekretion von Kationen bedeutet.  Diese Methode wurde in 

den Publikationen 8.1, 8.2, 8.3, 8.4, 8.7, 8.9, 8.10 verwendet.  

5.3 Primäre Zellkultur und Häutchenpräparate  

Zur Analyse der neuronalen Aktivität unter Einwirkung verschiedener Pharmaka wurden 

myenterische Nervenzellen aus dem Ileum neugeborener Ratten isoliert und kultiviert. 

Diese Neurone wurden direkt auf Messfläche von Biosensoren kultiviert (Publikation 

8.11). Längsmuskelschichten oder Plexus submucosus-enthaltende Häutchenpräparate 

wurden vom Colon adulter Ratten für Ca2+-Konzentration-Messungen zur Aufklärung der 

Rolle dieses Ions in verschiedensten Mechanismen isoliert (Publikationen 8.7, 8.11).
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5.4  Isolation von Krypten und Myozyten 

Krypten wurden aus dem Colon von adulten Ratten isoliert. Sie dienten als Modelle zur 

Untersuchung von Mechanismen der Ionentransporte auf zellulärer Ebene, da die Krypten 

von dem Rest der Darmwand getrennt zur Verfügung stehen. So wurden an isolierten 

Epithelzellen in solchen Krypten intrazelluläre Ca2+-Konzentrationen bzw. Ströme 

(Publikationen 8.1, 8.4, 8.7) sowie intrazelluläre (Publikation 8.2) und extrazelluläre 

(Publikation 8.12) pH-Änderungs- Messungen durchgeführt. Glatte Muskelzellen wurden 

aus dem proximalen Colon von adulten Ratten isoliert und zur Untersuchung der Wirkung 

von Nitroxyl auf intrazelluläre Ca2+- Konzentration verwendet (Kapitel 8.8).  

5.5 Zelllinien  

Für die Analyse der Potenzierung mit Nanopartikeln der Wirkung des ACh-Derivats CCh 

auf muskarinerge Rezeptoren wurden HEK293T Zellen (Human Embryonic Kidney) mit 

M3 Rezeptoren, GαqYFP, Gβ1-wt, CFP-Gγ2 transfiziert und mithilfe des FRET (Förster 

Resonance Energy Transfer)-Verfahrens gemessen (Publikation 8.10). Diese Versuche 

wurden im Labor von Prof. Bünemann, Universität Marburg, durchgeführt. 

5.6 Hypoxie/Reoxygenation 

Künstliche Hypoxie in Ussing Kammern und Imaging-Messungen wurden durch N2 

Zufuhr erreicht. Die Reoxygenation erfolgte durch Zufuhr der Raumluft, welche einer 

Normoxie entspricht (Publikation 8.4). 

5.7 Imaging Messungen  

Ca2+-Konzentrationen (Publikationen 8.1, 8.4, 8.7, Kapitel 8.8), Mitochondrien- 

Membranpotential (Publikation 8.1), intrazelluläres pH (Publikation 8.2), Superoxid 

Anionen (Publikation 8.4) und Thiolgruppen (Publikation 8.4) wurden mithilfe der 
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Farbstoffe Fura-2 bzw. Mag-Fura-2, Rhodamin123, BCECF, Mitosox und Thiol Tracker 

gemessen.  

5.8 Analyse des biologischen Materials 

Folgende Methoden wurden verwendet: Immunhistochemie/Immuncytochemie, 

RT (reverse Transkription)-PCR 

5.9 Nanostrukturen 

Histamin- oder Carbachol-funktionalisierte Gold-Kern-Nanopartikeln wurden von der 

Arbeitsgruppe von Prof. Wickleder, Universität Köln, synthetisiert um per Multivalenz an 

entsprechenden Rezeptoren die Potenzierung der Wirkung des nativen Liganden zu 

erfassen (Publikationen 8.9 und 8.10). AChE-modifizierte InGaN/GaN Biosensoren 

wurden zur Messung neuronaler Aktivität in der Publikation 8.11 gebraucht. pH-sensitive 

InGaN/GaN Nanodrähte mit einer Raumauflösung < 0,63 µm wurden auf leitenden 

Substraten von der Arbeitsgruppe von Prof. Eickhoff, jetzt Universität Bremen, erstellt. 

Ihre Fluoreszenz hängt von dem lokalen pH-Wert ab. Damit ist eine dynamische Imaging-

Messung von pH-Änderungen im Mikroklima von Zellen machbar (Publikation 8.12).  

5.10 Organbäder 

Organbäder mit einer Volumenkapazität von jeweils 10 ml wurden für isometrische 

Muskelkontraktionsmessungen an isolierte Darmsegmenten verwendet (Kapitel 8.8). 

5.11 Elektrophysiologie/Mikroelektroden 

Mikroelektroden wurden verwendet, um die Wirkung des Gasotranmitters HNO auf das 

Membranpotential von glatten Muskelzellen zu erfassen (Kapitel 8.8). 



 -6- Zusammenfassende Ergebnisse und Diskussion   

 

 

- 40 - 

6 Zusammenfassende Ergebnisse und Diskussion 

6.1 Gasotransmitter und deren Wirkung im Darm 

Im Gastrointestinaltrakt sind bislang die Wirkungen von vier Gasotransmittern untersucht 

worden. Diese Gasotransmitter sind Kohlenstoffmonoxid (CO), Stickstoffmonoxid (NO), 

Schwefelwasserstoff (H2S) und Nitroxyl (HNO). Die Publikation 8.5 gibt einen 

Überblick der Wirkung von CO. Wie Stickstoffmonoxid löst CO eine Vasodilatation 

(Kanu und Leffler 2007) aus und stimuliert das Enzym sGC (lösliche Guanylatcyclase), 

allerdings schwächer im Vergleich zu NO (Stone und Marletta 1994; Gibbons und 

Farrugia 2004). In Muskelzellen von Hirnarteriolen des Schweines wurde eine direkte 

Aktivierung von BKca Kanälen, welche zur Hyperpolarisation der Membran führt, 

nachgewiesen (Kanu und Leffler 2007). Diese Eigenschaft wurde auch für NO in 

Myozyten aus mesenterischen Arterien der Ratte gezeigt (Mistry und Garland 1998).  In 

der Colon-Krebszelllinie Caco-2 wurde beobachtet, dass die Sekretion von Anionen durch 

den sGC-Blocker ODQ stark gehemmt wurde. In nativen Geweben dagegen spielte dieses 

Enzym keine Rolle, da sowohl sein Aktivator, das YC1, als auch der Enzyminhibitor ODQ 

die Sekretion nicht beeinflussen konnten (Steidle und Diener 2011). Ähnlich wurde eine 

sGC-unabhängige Anionensekretion mit dem Gasotransmitter HNO gezeigt (Pouokam et 

al. 2013, Publikation 8.7). Kohlenstoffmonoxid wirkt auf der basolateralen und apikalen 

Membran der Colonepithelzelle: Es fördert den Einstrom von Calcium-Ionen zur 

Aktivierung von apikalen Cl--Kanälen und von basolateralen Ca2+-abhängigen K+-

Kanälen. Wie genau der Ca2+-Einstrom zustande kommt ist weitgehend unbekannt. 

Potentielle Transporterkandidaten, die diesen Strom tragen oder ermöglichen, sind nicht-

selektive Kationenkanäle oder Na+/Ca2+-Austaucher, die im „reverse-mode“, also als Ca2+-
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Importtransporter, arbeiten, sofern der Na+-Gradient entsprechend verändert wird (Seip et 

al. 2001). 

Die Publikation 8.1 befasst sich mit der Aufklärung der Mechanismen, die der durch den 

Gasotransmitter H2S evozierten Cl--Ionensekretion zugrunde liegen. Die exogene 

Applikation des Gasotransmitters erfolgte durch den Donor NaHS. Der Gasotransmitter 

bewirkte eine Cl--Ionensekretion über die Aktivierung der basolateralen Ca2+-abhängigen 

K+-Kanäle, KATP-Kanäle und der Na+/K+-ATPase. Auch wurde die Hyperpolarisation der 

mitochondrialen Membran durch den Gasotransmitter anhand des Farbstoffs 

Rhodamin123 registriert. Ca2+-Imaging Experimente zeigten eine biphasische Wirkung 

auf die Calcium-Ionen-Konzentration: zuerst einen kurzen Abfall, gefolgt von einem 

relativ lang anhaltenden Anstieg. Der Abfall resultierte aus der Ausschleusung von Ca-

Ionen über den Na+/Ca2+-Austauscher. Dieser Abfall wurde durch 2′,4′-Dichlorobenzamil 

(DCB), einen Blocker dieses Austauschers, unterdrückt (Abb.11), was für eine 

Beteiligung des Na+/Ca2+-Austauschers spricht. Dies wurde zusätzlich durch den Einsatz 

eines Na+-freien Puffers bestätigt, da das Substrat Na+ unter diesen Bedingungen dem 

Transporter für seine Tätigkeit fehlte.  

Da eine Aufnahme von Ca-Ionen in Organellen auch zur Senkung der zytosolischen Ca2+-

Konzentration führen könnte, wurden Experimente mit Mag-Fura-2 vorgenommen, einem 

Farbstoff, der sich spezifisch in Ca2+-speichernden Organellen wie dem 

endoplasmatischen Retikulum einlagert. Der Gasotransmitter hatte aber keinen 

signifikanten Einfluss auf Fluoreszenz-Signale des Mag-Fura-2. Die Wirkung des H2S-

Donors auf die von KATP-Kanälen getragene Ionenströme zeigte zwei Komponenten: einen 

transienten Abfall und einen verzögerten Anstieg des Kurzschlussstroms (Pouokam und 

Diener 2011, Publikation 8.1). 
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Abb.11: Änderungen der zytosolischen Ca2+-Konzentration von Colonepithezellen durch 
den H2S-Donor NaHS. Änderungen werden gemessen als Fura-2-Ratio in Anwesenheit 
des Na+/Ca2+-Austauscher-Hemmers DCB (A), in Abwesenheit des Blockers (B) im 
Vergleich zur zeitabhängigen Kontrolle (C). (Pouokam und Diener 2011, Publikation 8.1). 

 

Physiologischerweise kommt es zu einem Schließen der KATP-Kanäle, wenn die 

zytosolische ATP-Konzentration ansteigt. Dies wäre eine mögliche Erklärung für den 

transienten Abfalls des Kurzschlussstroms. Eine vermehrte Synthese von ATP führt zur 

Depolarisation der mitochondrialen Membran durch Verminderung des H+-Gradienten 

(Garlid und Paucek 2003). Diese Hypothese wurde mit Hilfe des Farbstoffs Rhodamin123 

geprüft. Bei einer Depolarisation der Membran steigt dessen Fluoreszenzsignal an, 

während es bei einer Hyperpolarisation sinkt. Überraschenderweise induzierte H2S einen 

Abfall, d.h. eine Hyperpolarisation der inneren Membran der Mitochondrien (Abb.12). 

H2S ist dafür bekannt, die mitochondriale Atmung hemmen zu können; ein Effekt, der als 

Grund der protektiven Wirkung dieses Gasotransmitters gegen Ischämie/Reperfusion-

Schäden am Myokard gilt (Elrod et al. 2007). Eine mögliche Erklärung für die 

Hyperpolarisation könnte eine lokale Erhöhung der ATP-Konzentration in der Nähe der 

basolateralen Membran, z.B. als Folge einer Verlangsamung des ATP-Abbauprozesses 

durch eine Einschränkung der Na+/K+-ATPase, sein. In diesem Fall würde die 

Akkumulation von ATP-Molekülen die Hemmung der KATP-Kanäle einleiten. 



-6- Zusammenfassende Ergebnisse und Diskussion- 

- 43 - 

Die Geschwindigkeit der Freisetzung des Gasotransmitters H2S und dessen lokale 

Konzentration könnten die Wirkung entscheidend modulieren. So wurde eine 

prosekretorische Wirkung dieses Gasotransmitters im Darm gezeigt, was Durchfälle in 

pathologischen Fällen (wie z.B. bei entzündlichen Darmerkrankungen) verschlimmern 

würde. 

Abb.12: Änderungen des mitochondrialen Membranpotentials von Colonepithelzellen 
durch den H2S-Donor NaHS. Potentialänderungen werden als Änderungen des Signals des 
Farbstoffs Rhodamin123 gemessen. H2S induziert eine Hyperpolarisation. Als Kontrolle 
wurde der Entkoppler der Atmungskette, FCCP (Carbonylcyanid-4-(trifluormethoxy) 
phenylhydrazon), verwendet und wie erwartet, depolarisiert er die mitochondriale innere 
Membran. (Pouokam und Diener 2011, Publikation 8.1).

Ferner wurde beispielerweise an einem Akuten-Pankreatitis Modell der Maus gezeigt, 

dass H2S pro-inflammatorische Eigenschaften besitzt (Tamizhselvi et al. 2007). Auch 

durch Hemmung der endogenen Synthese von H2S mit Propargylglycin wurde festgestellt, 

dass die Ethanol-evozierte Gastritis verhindert wurde (Chávez-Piña et al. 2010). 

Anderseits sind positive Effekte dieses Gasotransmitters festgestellt worden: Exogenes 

H2S wirkt anti-inflammatorisch und anti-nozizeptiv in Synovitis Modellen bei der Ratte 

(Ekundi-Valentim et al. 2010). Das Pro-Medikament ATB429, ein Derivat des H2S-
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Donors Mesalamin, ist als Therapeutikum effizienter als Mesalamin allein im Maus-

Kolitis-Modell (Fiorucci et al. 2007). Diese Befunde zeigen klar, dass H2S - je nach 

Freisetzungsart und Konzentration der Gasotransmitters - sowohl protektive als auch 

schädigende Wirkungen im Organismus ausüben kann.  

Die endogene Freisetzung von H2S über körpereigene Enzyme führt sehr wahrscheinlich 

zu geringen Konzentrationen des Gasotransmitters, während die exogene Applikation zu 

erhöhten Konzentrationen führt. Aus dem Grund wurde die endogene Synthese von H2S 

aus der Aminosäure L-Cystein initiiert und dessen Wirkung mit denen der exogenen H2S 

Applikation (Freisetzung aus NaHS) verglichen (Pouokam und Diener 2012, Publikation 

8.2). Die Aminosäure L-Cystein induzierte einen konzentrationsabhängigen Abfall des Isc. 

Dieser Effekt wurde durch Blocker der H2S-bildenden Enzyme Aminooxyacetat (AOAA; 

Hemmstoff der Cystathionin-�-Synthase) und β-Cyano-L-Alanin (CLA; Hemmstoff der 

Cystathion-�-Lyase) gehemmt. Dies bestätigt, dass die Änderungen der Ionenströme durch 

den endogen gebildeten Gasotransmitter H2S ausgelöst werden. 

Bumetanid, ein Blocker des NKCC1, blockierte ebenfalls die Wirkung von H2S (Abb.13). 

Interessanterweise verursacht L-Cystein eine biphasische Stromänderung: einen Abfall des 

Isc (transiente Hemmung der Cl--Sekretion) gefolgt von einem verzögerten Anstieg 

(Induktion einer Cl--Sekretion) (Abb.13B). Grund für den initialen Abfall des 

Kurzschlussstroms ist eine kurzdauernde Ansäuerung des Cytosols durch die Aminosäure. 

Dies wurde durch zwei Versuche nachgewiesen: Wurde statt L-Cystein Natriumcysteinat 

als Precursor der H2S-Synthese verwendet, war der transiente Abfall des Isc vermindert 

und der sekundäre Anstieg wesentlich stärker. Die Ansäuerung des Cytosols wurde 

außerdem in isolierten Krypten, die mit dem pH-sensitiven Farbstoffs BCECF aufgeladen 

waren, direkt nachgewiesen. (Abb.14, Publikation 8.2). 
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Abb.13: L-Cystein-verursachte Änderungen der transepithelialen Ionenströme am Colon 
der Ratte. Die Aminosäure induziert einen Abfall des Isc, der zum Ausgangwert 
zurückkehrt (B). Der NKCC1-Blocker Bumetanid hemmt diese Wirkung (A). (Pouokam 
und Diener 2012, Publikation 8.2).

Viele K+-Kanäle sind säureempfindlich, was auch die starke Hemmung der durch L-

Cystein induzierten Änderungen des Isc erklärte, wenn zuvor basolaterale K+-Kanäle mit 

Ba2+ und Tetrapentylammonium (TPeA) blockiert wurden.  

Exogene Anlieferung von H2S durch den sehr langsam wirkenden Donor („slow release 

donor“) GYY 4137 (Abb.15A) oder Anflutung durch den relativ schnell wirkenden Donor 

Diallyltrisulfid (Abb.15B) bewirkten unterschiedliche Änderungen des Isc (Abb.15,

Publikation 8.2). Der anorganische Donor NaHS induzierte, wie Vorarbeiten zeigten 

(Hennig und Diener 2009), eine polyphasische Änderung des Isc (Abb.15, Publikation 

8.2).
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Abb.14: Änderungen durch L-Cystein (A) und das Natriumsalz des Cysteins (B) des 
intrazellulären pH-Wertes von Colonepithelzellen der Ratte. Der Abfall des BCECF-
Ratio-Signals entspricht einer Ansäuerung des Cytosols. (Pouokam und Diener 2012, 
Publikation 8.2).

Abb.15: Vergleichende Änderungen des Isc durch Gabe GYY 4137, Diallyltrisulfid und 
NaHS. (Pouokam und Diener 2012, Publikation 8.2).

Ähnliche divergente Effekte auf transepitheliale Ionenströme wurden mit einem anderen 

Gasotransmitter, dem NO, beobachtet: Serosale Natriumnitrit-Zugabe senkt den Isc im 

Ileum der Maus (Rao et al. 1994). Hingegen induzieren andere NO-Donatoren, wie 

Natrium Nitroprussid (SNP), Isosorbid Dinitrat (ISDN), S-Nitroso Acetylpenicillamin 
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(SNAP) oder GEA 3162, einen Anstieg des Isc im Ileum und Colon der Ratte 

(MacNaughton et al. 1993; Tamai und Gaginella 1993; Wilson et al. 1993; Li et al. 1994; 

Rolfe et al. 1994; Schultheis et al. 2002b). 

Wie Nitroxyl (HNO) im Vergleich zu diesen relativ gut bekannten Gasotransmittern am 

Darmepithel wirkt, wurde in der Publikation 8.7 untersucht. Nitroxyl (HNO) löste am 

Colonepithel der Ratte einen konzentrationsabhängigen Anstieg des Isc aus, welcher über 

Ionensubstitution-Versuche und basolaterale Blockade der Cl-Ionen-Aufnahme als Cl--

Sekretion identifiziert wurde. Diese Sekretion hing von Ca2+ ab, nicht aber von sGC, da 

sowohl Blockade als auch Aktivierung des Enzyms keinen Einfluss auf auf die von HNO-

induzierte Sekretion hatten (Tabelle 9, Pouokam et al. 2013). Das Toxin Tetrodotoxin aus 

dem Kugelfisch, welches als Blocker spannungsabhängiger Natriumkanäle zur 

Unterdrückung der Ausbreitung von Aktionspotentialen eingesetzt wurde, zeigte keinen 

Einfluss auf die Wirkung von HNO.  
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Tabelle 9: Wirkung von Aktivatoren und Inhibitoren der Signalwege der pro-
sekretorischen Antwort auf HNO im Colon. 

 

Der Cyclooxygenasehemmer Indomethacin blockierte die Wirkung von HNO auf den 
Kurzschlussstrom. Unwirksam waren ODQ (Blockade der cGC), LY83583 (Aktivierung 
der cGC), Tetrodotoxin (Blockade der neuronalen Signalübertragung), Staurosporin (breit 
wirkender Blocker von Proteinkinasen) und H89 (Hemmstoff der Proteinkinase A) 
(Publikation 8.7, Pouokam et al. 2013).  

 

Die Hemmung der Bildung von Prostaglandinen mit Indomethacin verhinderte jedoch die 

durch HNO induzierte Sekretion, was die Beteiligung von Eicosanoiden (produziert vor 

allem in der Submucosa) (Craven und DeRubertis 1983) in der Wirkung des 

Gastransmitters belegt. Nitroxyl entfaltete diese pro-sekretorische Wirkung durch die 

Aktivierung der Na+/K+-ATPase, der Ca2+-abhängigen K+-Kanäle und KATP-Kanäle in der 

basolateralen Membran. Die Letzteren weisen wichtige Schutzfunktionen im Darm auf, 

aber ihre Struktur ist weitgehend nicht genau bekannt. So wurde ihre Identifikation und 

Charakterisierung in der Publikation 8.3 initiiert. In dieser Publikation wird gezeigt, dass 

die Aktivierung solche Kanäle mit Pinacidil eine Cl--Sekretion oder dessen Hemmung 

auslöst, wenn Pinacidil jeweils auf die basolaterale bzw. apikale Seite zugegeben wird. 
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Die pharmakologischen Eigenschaften dieser Kanäle auf beiden Polen der Epithelzelle 

scheinen unterschiedlich zu sein. Die Tabellen 10 und 11 belegen diese Hypothese. 

 

Tabelle 10: Einfluss der basolateral applizierten K+-Kanal-Inhibitoren und der neuronalen 
Blockade auf die serosale Pinacidil-evozierte Cl--Sekretion. 

     

Pinacidil als KATP-Kanal-Aktivator erhöhte die transepitheliale Cl--Sekretion, gezeigt hier 
als positive �Isc in der linken Spalte. In Anwesenheit (rechte Spalte) von KATP-Kanal-
Blockern (Glibenclamid, Gliclazid, Tolbutamid) oder nach Gabe eines Blockers von KCa-
Kanälen (TPeA) bzw. des Neurotoxins TTX (alle auf der basolateralen Seite appliziert), 
wird die Antwort zu Pinacidil nur von Gliclazid und Glibenclamid gehemmt (Publikation 
8.3, Pouokam et al. 2012) 
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Tabelle 11: Einfluss der apikal applizierten K+-Kanal-Inhibitoren auf die Senkung des Isc 
durch mukosales Pinacidil 

 

Pinacidil als KATP-Kanal-Aktivator verminderte die transepitheliale Cl--Sekretion, gezeigt 
hier als Abfall des Isc (�Isc) in der linken Spalte. Nach Vorbehandlung (rechte Spalte) mit 
Blockern von KATP-Kanälen (Glibenclamid, Gliclazid, Tolbutamid), von Ca2+-abhängigen 
K+-Kanälen (TPeA) oder nach Gabe des unspezifischen K+-Kanal-Blockers Ba2+ wird die 
Antwort auf apikales Pinacidil tendenziell durch Blocker von KATP-Kanälen vermindert. 
(Publikation 8.3, Pouokam et al. 2012). 

 

KATP-Kanäle sind Heterooktamere, die aus 2 Typen von Untereinheiten bestehen, den 

sogenannten Sulfonylharnstoff-Rezeptoruntereinheiten (SUR) und den K+-einwärts-

Gleichrichtern (Kir6). Die vier identischen regulatorischen SUR-Untereinheiten bilden 

den äußeren Ring des Kanals. Die vier identischen Kir6-Untereinheiten bilden den inneren 

Ring des Kanals und umgeben die Kanalpore. Strukturell wird der Kanal aus einem 

Komplex der Form Kir6.x und SURy gebildet, wo „x“ für 1 oder 2 und „y“ für 1, 2A oder 

2B stehen. Im Dünndarm der Ratte und des Menschen wurden diese Kanäle mit dem 

strukturellen Kir6.1/SUR2A-Komplex an den Tight-Junctions nachgewiesen (Jöns et al. 

2006). Wie die Abb.16 zeigt, sind die Untereinheiten der KATP-Kanäle sowohl in der 

basolateralen als auch in der apikalen Membran verteilt. Auch intrazellulär war eine 

Immunoreaktivität auf die entsprechenden Untereinheiten festzustellen. Dies ist dadurch 

erklärbar, da die verwendeten Antikörper auch an freien Untereinheiten, die sich in 

synthetisierenden Organellen oder in Vakuolen befinden könnten, binden können. Es 

wurden auch KATP-Kanäle in Mitochondrien nachgewiesen (Inoue et al. 1991). Anhand 
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der immunhistochemischen Daten ist eine strukturelle Zusammensetzung aus Kir6.1, 

Kir6.2, SUR1 und SUR2B denkbar, was ferner mit Hilfe der RT-PCR bestätigt wurde 

(Pouokam et al.2012, Publikation 8.3). 

 

     

Abb.16: Untereinheiten der KATP-Kanäle in Krypten des Colons der Ratte. Pfeile zeigen 
die apikale Lokalisierung der Untereinheiten. Die Zellkerne (durch DAPI blau gefärbt) 
befinden sich am basalen Pol der Zellen. Die untere Reihe zeigt die Färbung der einzelnen 
Untereinheiten. Die obere Reihe zeigt die Zusammenlagerung der einzelnen Färbungen 
und der Kern-Gegenfärbung. (Pouokam und Diener 2012, Publikation 8.3). 

 

Der Stoffwechselzustand einer Zelle wird mit Hilfe der KATP-Kanäle an die elektrische 

Aktivität der Zelle gekoppelt. Eine Aktivierung solche Kanäle führt zur Hyperpolarisation 

der Zellmembran und damit bei erregbaren Zellen eine Verminderung der Erregbarkeit mit 

der Folge der Energieeinsparung.  

Auch am Kolonepithel scheinen sie an der Reaktion auf Energiemangel beteiligt zu sein. 

Wenn das Epithel energetisch depletiert wird (z.B. Ersatz von D-Glucose durch das nicht-

metabolisierbare Molekül 2-Deoxyglucose), steigt die Gewebeleitfähigkeit deutlich an. 

Dieser Verlust der Integrität wird deutlich verstärkt, wenn KATP-Kanäle mit Glibenclamid 

blockiert werden (Abb.17). 
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Abb.17: Die KATP-Kanäle weisen eine protektive Wirkung am Darmepithel auf. 
Energiedepletion durch Ersatz von D-Glucose durch die nicht-metabolisierbare 2-
Deoxyglucose führt zum dramatischen Anstieg der transepithelialen Leitfähigkeit (Gt) in 
Anwesenheit des KATP-Kanal-Blockers Glibenclamid (Pouokam und Diener 2012, 
Publikation 8.3). 

 

Übergreifend betrachtet, stellt die transepitheliale Ionensekretion ein zentrales Merkmal 

für die Regulation der Darmintegrität dar. Die Ionensekretion trägt zur Abwehr bei, indem 

die Wassersekretion, die per Osmose der Ionensekretion ins Lumen folgt, eine „Spül-

Funktion“ hat und Keime bzw. Toxine von den luminalen Flächen ablöst und entsorgt. 

Diese Grundfunktion wird physiologisch von dem Transportapparat der Enterozyten 

gewährleistet. Die endogene Synthese und Freisetzung von Gasotransmittern reguliert die 

Grundfunktionen des Epithels. Exogen zugeführte Gasotransmitter unterstützen diese 

Regulation (Beispiel an H2S, Abb.18 und Abb.19, Übersicht bei Pouokam und Althaus 

2016). Die Kontroverse über die pro- oder antiinflammatorische Wirkung des 

Gasotransmitters NO (oder auch H2S) lässt sich durch die Produktionsrate, die Dauer der 

Wirkung und die Art der Freisetzung des Gasotransmitters erklären (Übersicht bei Schirgi-

Degen und Beubler 1995, Schultheiss et al. 2002b).  

Chronisch entzündliche Darmerkrankungen, wie etwa Morbus Crohn und Colitis ulcerosa, 

sind mit einer erhöhten Epithelpermeabilität assoziiert (Olaison et al. 1990; Meddings 

1997). Bei Morbus Crohn Patienten wurde eine Korrelation zwischen Reduktion der 
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epithelialen ATP-Konzentration und erhöhter parazellulärer Permeabilität am distalen 

Ileum nachgewiesen (Söderholm et al. 2002). Außerdem wurde eine protektive Wirkung 

der KATP-Kanäle in einem Colitis Modell der Ratte gezeigt, wo die Blockade der Kanäle 

mit Glibenclamid die Erkrankung verschlimmerte und zum Tode führte (Wallace et al. 

2009). Therapeutisch sind die Angriffspunkte der Gasotransmitter im Darm also von 

großer Bedeutung. Entscheidend dabei sind die Konzentration, die Art der 

Zufuhr/Freisetzung und die Dauer der Wirkung. 

 

Abb.18: Direkte Wirkungen des exogen zugeführten Gasotransmitters H2S an 
Epithelzellen des Colons der Ratte. Exogenes H2S führt zur Aktivierung des 
Transportapparats in der basolateralen Membran, Aufnahme und Akkumulation von 
Anionen (vorwiegend Cl-) und Sekretion dieser Anionen durch apikale CFTR und CaCC. 
Parazellulär folgen Na+-Ionen und Wasser per Elektroneutralität und Osmose. Auch eine 
erhöhte Permeabilität der Tight Junctions ist die Folge. (Pouokam und Althaus 2016, 
Publikation 8.6). 

 

Ein weiterer protektiver Effekt des Gasotransmitters H2S ist die Pufferung eines 

Säureüberschusses im Lumen durch die Stimulation der HCO3
--Sekretion zum Schutz der 

Magenwand oder der Mukosa des Duodenums gegen Geschwüre (Takeuchi et al. 2012; 

Blackler et al. 2014).  
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Abb.19: Indirekte Wirkungen des exogenen Gasotransmitters H2S an Epithelzellen des 
humanen Colons. Exogenes H2S aktiviert Neurone in der Submukosa. Stimuliert werden 
die Kationenkanäle aus der Transienten Rezeptoren-Potential-Unterfamilie V, Subtyp 1 
(TRPV1) in extrinsisch primären afferenten Fasern, was zur Freisetzung von Substanz P 
(SP) führt. Substanz P bindet an Neurokin Rezeptoren (NK) 1 und 2 der enterischen 
cholinergen Sekretomotoneurone in Ganglien der Submukosa. Folglich wird ACh von den 
aktivierten Neuronen der Ganglien freigesetzt zur Stimulation der muskarinergen ACh 
Rezeptoren (mAChR). Es folgt eine Ca2+-gesteuerte Anionensekretion durch CaCC. 
Parallel diffundieren Na+-Ionen parazellular, gefolgt von Wassermolekülen. (Übersicht bei 
Krueger et al. 2010; Pouokam und Althaus 2016, Publikation 8.6). 

 

Dazu wurde nachgewiesen, dass dieses Gas die Mukusproduktion von Becherzellen 

unterstützt und der Entzündungs-assoziierten Mukusdefizienz entgegenwirkt (Motta et al. 

2015). Ferner wurde die protektive Wirkung der KATP-Kanäle, also ein Zieleffektor des 

Gasotransmitters H2S, in Ischämie/Reperfusion- ähnlichen Geschehen am Colon der Ratte 

geprüft (Publikation 8.4). Die Hypoxie induzierte eine triphasische Änderung des Isc: 

Einen transienten Abfall, einen Anstieg und einen langanhaltenden Abfall. Während der 

folgenden Reoxygenation stieg der Isc langsam über den Ausgangwert. Die 

Gewebeleitfähigkeit zeigte einen biphasischen Anstieg unter den beiden Bedingungen. Die 

registrierten Änderungen werden durch Ca2+-abhängige Cl--Ströme getragen. Weder die 

Blockade noch die Aktivierung der KATP-Kanäle während der beiden Phasen vermochte 

es, die Isc-Änderungen unter Hypoxie/Reoxygenation zu beeinflussen. Trolox C (ein 
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Radikalfänger) dagegen hemmte die Isc-Änderungen nur während der Hypoxie. 

Überraschend zeigten Messungen mit dem Superoxid-Anion-sensitiven Farbstoff Mitosox 

und dem Thiol-sensitiven Farbstoff Thiol Tracker keine Änderungen der Fluoreszenz 

dieser Indikatoren während der beiden Phasen. Laut diesen Ergebnissen scheinen die 

KATP-Kanäle keine Rolle bei Ischämie/Reperfusion-Geschehen im Colon der Ratte zu 

spielen. Vermutet wird aber eine „Sensor-Funktion“ der KATP-Kanäle für den 

Gasotransmitter H2S (Pouokam und Diener 2011). Das Colon scheint resistenter gegen 

Ischämie/Reperfusion zu sein als zum Beispiel der Dünndarm, was auch bereits 

morphologische Studien gezeigt haben (Leung et al. 1992). Grund dafür könnte auch eine 

geringere Xanthin-Oxidase-Aktivität des Colons (Leung et al. 1992) sein, was dabei hilft, 

bei dem physiologisch niedrigen Sauerstoffpartialdruck in diesem Darmsegment eine zu 

starke Radikalbildung zu vermeiden (Zheng et al. 2015).  

Der Gasotransmitter Nitroxyl hat nicht nur Wirkungen auf den transepithelialen 

Ionentransport, sondern beeinflusst auch die gastrointestinale Motilität. Laufende 

Versuche zeigen eine relaxierende Wirkung von HNO sowohl auf Längs- als auch 

Ringmuskelschichten des Colons (Abb.20-21). Die Mechanismen der Relaxation ähneln 

denen der anderen Gasotransmitter H2S und NO, jedoch mit Besonderheiten. Dabei 

scheint HNO die MLCP und den sGC/cGMP-Weg zu aktivieren sowie die Freisetzung 

von Ca2+ aus dem sarkoplasmatischen Retikulum zu fördern um SKca Kanäle zu 

aktivieren. Der Ausstrom von K+ durch solche Kanäle führt zur Hyperpolarisation der 

glatten Muskelzellen (Abb.22) und damit zur Relaxation. Die Vorinkubation mit dem 

Reduktionsmittel Dithiothreitol (DTT) hemmt diese Relaxation, was die starke Interaktion 

des Gasotransmitters mit Thiol-Gruppen ausweist. Eine potentielle Kooperation zwischen 

NO und H2S zur Bildung von HNO bzw. zur HNO-ähnlichen induzierten Relaxation wäre 

auch vorstellbar, da DTT die von NO und H2S induzierte Relaxation partiell hemmt. 
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Abb.20: Der HNO-Donor Angeli’s Salt induziert eine konzentrationsabhängige 

Relaxation von Längsmuskelschichten des proximalen Colons der Ratte. (B) zeigt den 
Versuch gegen die zeitgleiche Kontrolle (A). Die Vitalität der Gewebe wurde mit 
Carbachol (CCh; 10 µM) bestätigt (Kapitel 8.8). 
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Abb.21: Der HNO-Donor Angeli’s Salt induziert eine konzentrationsabhängige 

Relaxation von Ringsmuskelschichten des proximalen Colons der Ratte. (B) zeigt den 
Versuch gegen die zeitgleiche Kontrolle in (A). In (C) und (D) sind 5-min heraus 
gezoomte Abschnitte von einzelnen Kurven der Kontroll- und Versuchsreihe dargestellt. 
Die Vitalität der Gewebe wurde mit KCl (30 mM) und Carbachol (CCh, 10 µM) bestätigt 
(Kapitel 8.8).
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Abb.22: Der HNO-Donor Angeli’s Salt induziert eine ODQ- und Apamin-sensitive, aber 
Glibenclamid-insensitive Hyperpolarisation von Myozyten der Ringmuskelschicht des 
proximalen Colons der Ratte. ODQ wurde als Hemmer der sGC und Apamin als Hemmer 
der SKca-Kanäle verwendet. Die Inhibitoren wurden vor Zugabe des Gasotransmitter-
Donors appliziert (Kapitel 8.8).
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6.2 Nanostrukturen zur Erfassung von physiologischen Parametern am 

Gastrointestinaltrakt

6.2.1  Signalverstärkung/Potenzierung 

Second Messenger Systeme übermitteln und verstärken physiologisch Signale. Durch 

externe Einflüsse kann die Verstärkung dieser Signale an den Rezeptoren moduliert 

werden. So kann die lokale hohe Dichte von Liganden zur exponentiellen Verstärkung 

führen (Cairo et al. 2002). Solch ein Verfahren wird in den Publikationen 8.9 und 8.10

ausführlicher erklärt. Es handelt sich dabei um die multivalente Präsentation an 

entsprechenden Rezeptoren von Liganden, die an einem Gold-Kern über Linker-Moleküle 

immobilisiert worden sind. Die Größe solcher Partikel variiert in Abhängigkeit von den 

Linker-Molekülen im Nanometer-Bereich (Turkevich et al. 1951). Die erhaltenen 

Nanopartikeln können bis zu 10000 native Liganden tragen (Gasiorek et al 2015). Die 

Geometrie bzw. Struktur der Partikeln beeinflusst erheblich die Wechselwirkung zwischen 

Liganden und Rezeptoren, unter anderem durch die extrem hohe lokale Konzentration der 

Liganden, die permanent in Wechselwirkung mit einzelnen oder benachbarten Rezeptoren 

treten. Im Colonepithel wurde das Ausmaß dieser Modulation auf die Cl--Sekretion mit 

zwei Typen von Nanopartikeln (NP) der Größe 14 nm geprüft: Histamin-NP (Au-MUDA-

HA) und Carbachol-NP (Au-MUDA-CCh). Histamin und Carbachol lösen physiologisch 

eine konzentrationsabhängige Cl--Sekretion über Aktivierung von G-Protein-gekoppelte 

Rezeptoren aus (Strabel und Diener 1995, Schultheis et al. 2006; Bell et al. 2015, Gasiorek 

et al. 2015; Mattern et al. 2018).  



 -6- Zusammenfassende Ergebnisse und Diskussion-  

- 60 - 

 

Abb.23: Potenzierung der Wirkung Au-MUDA-HA im Vergleich zu nativen Histamin 
Molekülen. 10 pM Histamin-Nanopartikeln und 10 µM natives Histamin weisen eine 
äquivalente Wirksamkeit auf. (Gasiorek et al. 2015, Publikation 8.9). 

  

Die Spezifität der entsprechenden NP wurde nachgewiesen, indem die Standard Blocker 

der zu bindenden Rezeptoren eingesetzt worden waren (Abb.24, Publikation 8.9 und 

8.10). 

 

    

Abb.24: Spezifität der Liganden-konjugierten Nanopartikel für die Rezeptoren der 
entsprechenden Liganden. Atropin und Hexamethonium als Blocker von muskarinergen 
bzw. nikotinergen Rezeptoren hemmen die durch CCh-konjugierte NP induzierte Cl--
Sekretion am Colonepithel der Ratte. (Mattern et al. 2018, Publikation 8.10). 
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Abb.25: Gq-Protein-Aktivierung durch Stimulation von M3R mit CCh-Nanopartikeln. 
FRET Messungen an HEK293T Zellen. CCh-NP bewirken eine Linksverschiebung der 
Konzentrationswirkungskurve mit einer EC50 von 127 ± 0.44 fM gegenüber 224 ± 7.12 
nM für das native CCh-Molekül. Obere Bilder zeigen die CFP (i), YFP (ii) und 
Überlagerung CFP + YFP (iii) Fluoreszenz in der Zellmembran. (Mattern et al. 2018, 
Publikation 8.10).

Die multivalente Präsentation der Liganden erzielt, wie diese Arbeiten zeigen, eine 

Potenzierung der nativen Moleküle um einen Faktor von ca. 106 (Abb.23 und 25).

Therapeutisch könnten solche funktionalisierten NP Anwendungen finden z.B. in der 

Therapie von Glaukom, Ileus und von Motilitätstörungen des Urogenitaltraktes.

6.2.2  In situ Messungen der neuronalen Aktivität und des Einflusses des epithelialen 

NHE auf das Mikroumgebung-pH

Mit Hilfe von Acetylcholinesterase-tragendenen AlGaN/GaN Biosensoren (Müntze et al. 

2015, Publikation 8.11) wurde die Freisetzung ACh aus myenterischen Neuronen (isoliert 

oder noch in der Längsmuskulatur eingebettet) gemessen. Dieses Verfahren scheint 

Vorteile gegenüber den üblichen Techniken (wie die Kombination von Flüssigkeit-

Chromatographie mit elektrochemischer Detektion von H2O2 oder mit der Elektrospray-
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Ionisierung-Massenspektrometrie) zu bieten. Trotzt der hohen Empfindlichkeit der 

Letzteren detektieren sie in Minutenzeitspannen, währenddessen läge der Vorteil der in 

Publikation 8.11 verwendeten Technik in einem kurzen Zeitfenster unter 1 Sekunde (Hai 

et al. 2006). Damit wäre es mit solchen schnellen Sensoren möglich „in situ“ Signale 

aufzuspüren und zu messen. 

Die Publikation 8.12 befasst sich mit der Live-Messung von pH-Wert-Änderungen in der 

Mikroumgebung isolierter Krypten als Nachweis des Einflusses der NHE-Tätigkeit 

(Hölzel et al. 2018, Abb.26, Publikation 8.12). Die Sensoren wurden aus InGaN/GaN 

Nanodrähten hergestellt und erlaubten eine räumliche Auflösung unter 0,63 µm. Solch ein 

Verfahren könnte ein Startpunkt für weiterführende Arbeiten im Bereich des quantitativen 

Imagings von elektrischen bzw. biochemischen Zellprozessen sein.  

      

Abb.26: Detektion von lokalen pH-Änderungen einer Krypte des Colons der Ratte. 
Blockade des Transporters NHE mit Amilorid führt zur Alkalinisation (Blaufärbung in 
(b)) der Mikroumgebung der Krypte. Ansäuerung der Krypte mittels NH4

+-Puls führt zur 
extrazellären Ansäuerung (Rötung in (c)). (Hölzel et al. 2018, Publikation 8.12).  
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7. Zusammenfassung und Perspektiven 

Der Magen-Darm-Trakt ist ein komplexes System mit unterschiedlichen Funktionen. Der 

Darm trägt zum Beispiel zur Abwehr, Ernährung und Entgiftung bei. Störungen der 

grundliegenden Mechanismen dieser Funktionen führen zu erheblichen Erkrankungen. 

Physiologische Regulationsmechanismen dienen dazu bei Störungen der Organfunktion, 

etwa bei Entzündungen oder Ischämie/Reperfusion, Dysfunktionen zu vermeiden bzw. zu 

begrenzen. Dafür werden unter anderen Transporter, Aktivierung bzw. Deaktivierung von 

Enzymen oder die Verstoffwechslung hoch- oder runtergefahren um, so den 

Energieverbrauch anzupassen. Die Regulation der Synthese und Freisetzung von Stoffen 

und Sensibilisierung/Desensibilisierung des motorischen Apparats, also der kontraktilen 

Elemente der Zellen, kommen ebenfalls ins Spiel. So werden endogene Gasotransmitter 

wie H2S und NO synthetisiert und wirken auto- oder parakrin auf Zieleffektoren wie 

Transporter oder Enzyme. Drei der bekannten Gasotransmitter (NO, CO und H2S) werden 

endogen in der Darmwand synthetisiert; ob dies auch der Fall bei HNO ist, ist noch nicht 

bekannt. Die exogene Zufuhr von Gasotransmittern führt konzentrationsabhängig zu 

unterschiedlichen Antwortmustern, die sich den Antworten von endogen produzierten 

Gasotransmittern überlagern, diese maskieren oder minimieren. Die Art (endogen oder 

exogen und die Geschwindigkeit der Freisetzung), die Konzentration und das 

„Equipment“ des Gewebes an bestimmten Zielmolekülen bestimmen die Wirkung der 

Gasotransmitter. Dieses Prinzip wird bei der Entwicklung von Gasotransmitter-basierten 

Medikamenten angewendet. Da die physiologischen Prozesse im Gastrointestinaltrakt ein 

Resultat von Interaktionen zwischen dem enterischen Nervensystem, dem Immunsystem 

und dem motorischen Apparat sind, sind die Einflüsse der einzelnen Systeme zu 

untersuchen. Hier sind Perspektiven in der Entwicklung von adäquaten therapeutischen 

Molekülen zu sehen. Das vertiefte Verstehen der Schutz- bzw. Resistenzmechanismen des 
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Darms während der Hypoxie/Reoxygenation bzw. Ischämie/Reperfusion bietet 

Perspektiven zur Behandlung von Ischämie/Reperfusion-Schäden in anderen Systemen 

wie das kardiovaskuläre System. Die Wirkungen der Gasotransmitter werden zurzeit an 

Parametern der Hypoxie/Reoxygenation untersucht. 

Bei Therapieansätzen werden Zellprozesse heruntergefahren, beschleunigt oder verstärkt. 

Die genaue Untersuchung solcher Mechanismen trägt zur Entwicklung von besseren 

Therapeutika bei. So wird zurzeit die Modulation von Liganden-Rezeptoren- 

Signalverstärkung über G-Proteine mit Hilfe von Liganden-konjugierten Nanopartikeln 

untersucht. 

Neue Messverfahren für physiologische Parameter, die mit hoher Zeit- und/oder 

Raumauflösung Zellfunktionen messen, sind prinzipiell für die biomedizinische 

Forschung von hoher Bedeutung. Interdisziplinäre Ansätze mit anderen Fachgebieten, wie 

der Chemie und der Physik, ermöglichten es Biosensoren zu entwickeln, welche „in vivo“ 

einsetzbar wären. 
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8. Vorgelegte Veröffentlichungen und unveröffentlichte Daten 

Begutachtete Veröffentlichungen 

8.1. “Mechanisms of actions of hydrogen sulphide at rat distal colonic epithelium”

Pouokam E, Diener M. Brit. J. Pharmacol. (2011) 162: 392-404 

  Impakt Faktor:  4.409 

  Eigener Anteil an der Publikation: 

� Initiative:                                          40 % 

� Projektplanung:   50 % 

� Durchführung der Versuche:   50 % 

� Auswertung der Experimente: 50 % 

� Erstellung der Publikation:  40 % 
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8.2. “Modulation of ion transport across rat distal colon by cysteine” 

Pouokam E, Diener M. Physiol. Membr. Physiol. Biophys (2012).  3: Art. 43. 

   Impakt Faktor:  2.97 

    Eigener Anteil an der Publikation: 

� Initiative:                                             60 % 

� Projektplanung:   50 % 

� Durchführung der Versuche:   75 % 

� Auswertung der Experimente: 75 % 
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8.3 “ATP-sensitive K+ channels in rat colonic epithelium” 

   

Pouokam E, Bader S, Brück B, Schmidt B, Diener M. Pflügers Arch. Eur. J. Physiol 

(2013) 465:  865-877  

  Impakt Faktor:  3.073 

    Eigener Anteil an der Publikation: 
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� Projektplanung:   75 % 
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8.4 “Hypoxia/reoxygenation effects on ion transport across rat colonic epithelium” 

 

Schindele S, Pouokam E, Diener M. Front. Physiol. Membr. Physiol. Biophys (2016). 
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  Impakt Faktor:  4.134 
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� Projektplanung:   60 % 

� Durchführung der Versuche:   20 % 

� Auswertung der Experimente: 60 % 

� Erstellung der Publikation:  60 % 

 



 -8- Vorgelegte Veröffentlichungen   

 

- 105 - 



 -8- Vorgelegte Veröffentlichungen   

 

- 106 - 



 -8- Vorgelegte Veröffentlichungen   

 

- 107 - 



 -8- Vorgelegte Veröffentlichungen   

 

- 108 - 



 -8- Vorgelegte Veröffentlichungen   

 

- 109 - 



 -8- Vorgelegte Veröffentlichungen   

 

- 110 - 



 -8- Vorgelegte Veröffentlichungen   

 

- 111 - 



 -8- Vorgelegte Veröffentlichungen   

 

- 112 - 



 -8- Vorgelegte Veröffentlichungen   

 

- 113 - 

 

  



-8- Vorgelegte Veröffentlichungen  

- 114 - 



 -8- Vorgelegte Veröffentlichungen   

 

- 115 - 

8.5. “Regulation of colonic ion transport by gasotransmitters [Review]” 

 

Pouokam E, Steidle M, Diener M. Biol. Pharm. Bull (2012) 34: 789-793. 

 

  Impakt Faktor:  1,657 

    Eigener Anteil an der Publikation: 

� Initiative:                                            20 % 

� Projektplanung:   30 % 

� Durchführung der Versuche:   30 % 

� Auswertung der Experimente: 40 % 

� Erstellung der Publikation:  40 % 

 



 -8- Vorgelegte Veröffentlichungen   

 

- 116 - 



 -8- Vorgelegte Veröffentlichungen   

 

- 117 - 



 -8- Vorgelegte Veröffentlichungen   

 

- 118 - 



 -8- Vorgelegte Veröffentlichungen   

 

- 119 - 



 -8- Vorgelegte Veröffentlichungen   

 

- 120 - 

 

 

 



 -8- Vorgelegte Veröffentlichungen   

 

- 121 - 

8.6 “Epithelial electrolyte transport physiology and the gasotransmitter hydrogen 

sulphide” [Review] 

 

Pouokam E. and Althaus M. Oxid.Med. Cell. Longevity. (2015) Art. ID 4723416. 

 

  Impakt Faktor:  4.492 

    Eigener Anteil an der Publikation: 

� Initiative:                                            50 % 

� Projektplanung:   50 % 

� Durchführung der Versuche:   50 % 

� Auswertung der Experimente: 50 % 

� Erstellung der Publikation:  50 % 

 



 -8- Vorgelegte Veröffentlichungen   

 

- 122 - 



 -8- Vorgelegte Veröffentlichungen   

 

- 123 - 



 -8- Vorgelegte Veröffentlichungen   

 

- 124 - 



 -8- Vorgelegte Veröffentlichungen   

 

- 125 - 



 -8- Vorgelegte Veröffentlichungen   

 

- 126 - 



 -8- Vorgelegte Veröffentlichungen   

 

- 127 - 



 -8- Vorgelegte Veröffentlichungen   

 

- 128 - 



 -8- Vorgelegte Veröffentlichungen   

 

- 129 - 



 -8- Vorgelegte Veröffentlichungen   

 

- 130 - 



 -8- Vorgelegte Veröffentlichungen   

 

- 131 - 



 -8- Vorgelegte Veröffentlichungen   

 

- 132 - 



 -8- Vorgelegte Veröffentlichungen   

 

- 133 - 



 -8- Vorgelegte Veröffentlichungen   

 

- 134 - 

 



 -8- Vorgelegte Veröffentlichungen   

 

- 135 - 

 



 -8- Vorgelegte Veröffentlichungen   

 

- 136 - 
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8.8 “Wirkungen des HNO-Donors Angeli´s salt auf die gastrointestinale Motilität” 

[Unveröffentlichte Befunde] 
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Abstract 

Aim: The role of nitroxyl (HNO) as signaling molecule in the gastrointestinal tract is not 

known. We investigated the properties of this gasotransmitter in the regulation of 

gastrointestinal contractility focussing on its possible interaction with other 

gasotransmitters such as NO and H2S. 

Methods: Organ bath, Ca2+ imaging and microelectrode recordings were performed on rat 

intestinal samples, using Angeli’s salt as HNO donor.  

Results: Angeli’s salt caused a concentration-dependent relaxation of longitudinal or 

circular muscle strips of the ileum and the proximal colon. This relaxation was strongly 

inhibited by the Rho-kinase inhibitor Y-27632 (10 µM), by the reducing agent DTT or by 

the inhibitor of soluble guanylate cyclase (sGC) ODQ (10 µM) alone or in combination 

with the inhibitors of the endogenous synthesis of H2S β-cyano-L-alanine (5 mM) and 

amino-oxyacetate (5 mM). Preventing endogenous synthesis of NO by the NO synthase 

inhibitor L-NAME (200 µM) did not affect the relaxation induced by HNO. HNO induced 

an increase of cytosolic Ca2+ concentration in colonic myocytes. It also elicited myocyte 

membrane hyperpolarization that amounted to -10.6 ± 1.1 mV. ODQ (10 µM) and Apamin 

(1 µM), a selective inhibitor of small conductance Ca2+-activated K+ channels (SK), 

strongly antagonized this effect. 

Conclusion:  

HNO relaxes the gastrointestinal tract musculature by hyperpolarizing myocytes via 

activation of the sGC/cGMP/PKG pathway similarly to NO, inhibiting the RhoK and 

activating MLCP as do both NO and H2S, but also increasing cytosolic Ca2+ for activation 

of SKCa contributing to hyperpolarization. 
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Abbreviations 

AOAA, amino-oxyacetate; CLA, β-cyano-L-alanine; DTT, 1,4-dithiothreitol; GI, 

gastrointestinal; L-NAME, N�-nitro-L-arginine methylester hydrochloride; MLCP, 

myosin light chain phosphatase; ODQ, 1H-[1,2,4]oxadiazolo [4,3-a]quinoxalin-1-one; 

RhoK, Rhokinase; RMP, resting membrane potential, sGC, soluble guanylate cyclase; 

 

Key words: Ca2+, gasotransmitters, membrane potential, motility, Nitroxyl (HNO), small 

conductance Ca2+-activated K+ channels (SK), soluble guanylate cyclase. 
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1. Introduction 

Gastrointestinal motility is regulated by enteric neurotransmitters inducing contraction and 

relaxation of the smooth muscle cells. Excitatory neurotransmitters such as acetylcholine 

(ACh) elicit smooth muscle cell depolarization and contraction, whereas inhibitory 

neurotransmitters cause smooth muscle hyperpolarization and relaxation. Inhibitory 

junction potentials are mainly due to ATP (or a related purine) and NO causing a transient 

fast inhibitory junction potential (IJPf) followed by a sustained IJP (IJPs), respectively. 

Hydrogen sulphide (H2S) and nitric oxide (NO) are two endogenous signalling 

gasotransmitters in the enteric nervous system with inhibitory effects on gastrointestinal 

smooth muscle.1,2,3,4 

These two gasotransmitters exert their actions on smooth muscles via different 

mechanisms. In canine colonic smooth muscle cells, exogenous NO caused accumulation 

of cytosolic cGMP.5 Endogenous NO either depresses the release of ACh from 

interneurons in descending enteric pathways or facilitates ACh release in the ascending 

pathways; both mechanisms involve soluble guanylate cyclase (sGC).6 The relative 

contribution of these pathways in the action of NO may differ depending on either the 

species or the segment of the gastrointestinal tract concerned. In contrast, H2S does 

activate the opening of ATP-sensitive K+ (KATP) channels and the closure of voltage-

dependent K+ channels (Kv) in guinea-pig gastric antrum myocytes.7 In human, rat and 

mouse colon and jejunum, relaxant effects of H2S are dependent on apamin-sensitive 

small conductance Ca2+ activated K (SK) and on KATP channels.8 In addition, activation of 

the myosin light chain phosphatase (MLCP) may account for the relaxing properties of 

H2S as shown in murine gastric fundus.9 
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A third gasotransmitter, nitroxyl (HNO), is getting more attention.10,11,12,13. Its positive 

inotropic and lusitropic effects are important therapeutic actions in the heart. So far, HNO 

properties have been investigated mainly in the cardiovascular system.10,12 In the 

gastrointestinal tract, upon repetitive application in Ussing chambers, the HNO-donor 

Angeli’s salt induced a Ca2+-dependent Cl- secretion without desensitization.11 The 

mechanism of action clearly differed from that of the secretion induced by its sibling NO, 

because it did not depend on the activity of the sGC, which is the prototypical site of 

action of NO. In contrast, HNO-evoked secretion was blocked by indomethacin 

suggesting that cyclooxygenase metabolites such as prostaglandins mediate the response, 

to which an activation of the basolateral Na+-K+-ATPase, Ca2+-dependent K+ and ATP-

sensitive K+ channels contributed.11  

Recent studies showed a cross-talk of H2S and NO signalling pathways.12,14,15,16 Both 

gasotransmitters (NO delivered by sodium nitroprusside (SNP) and H2S delivered by 

sodium sulphide (Na2S)) underwent a fast chemical reaction (at pH 7.4 and under aerobic 

conditions), forming the intermediate [(CN)5FeN(O)SH]3-, which is converted to 

thiocyanate products; the latter being catalyzed by rhodaneses allowing therefore for 

elimination of toxic cyanide.15,16 During this interplay between both gases, H2S can also 

interact with the S-nitrosothiol HSNO to generate HNO and disulphides (RSSR’).15,16 

Thus, the combination NO/H2S and therefore HNO appears therapeutically very 

interesting as it is less toxic than the combination SNP/thiosulfate used for example in 

acute hypertensive crises to regulate blood pressure.15 It has been recently confirmed that 

NO and H2S cooperatively generate HNO in cells, as for example, a strong increase in the 

HNO-sensor CuBOT1 was observed in dorsal root ganglia (DRG) neurons only when both 

gases were simultaneously applied.12 As endogenous NO may be transformed to HNO by 

H2S,12 some effects of H2S may be ascribed to HNO. 
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Since HNO presents interesting clinical properties, we aimed to investigate the properties 

of this agent in the regulation of intestinal contractility, revealing its specific characters in 

regard to the well-known gasotransmitters NO and H2S. To our knowledge, this is the first 

report studying neuromuscular actions of HNO in the GI tract. 

2. Results 

2.1. Nitroxyl relaxes gastrointestinal muscle  

The HNO donor Angeli’s salt induced a reduction in the basal tone, a decrease in 

spontaneous contractions leading to a reduction in the AUC of all three intestinal muscle 

preparations tested. In ileal longitudinal muscle, concentrations above 25 µM induced a 

transient fall in muscle tone, which lasted for 3 - 5 min (Fig. 1B). Concentrations lower 

than 25 µM were ineffective (data not shown). Muscle tone remained stable in time-

dependent controls treated with the solvent only (Fig. 1A). Also, contractions induced by 

KCl (30 mM) or carbachol (10 µM) were unaffected after washout of the HNO donor 

(Fig. 1A, B). Concentration-response curves based either on the amplitude of the maximal 

relaxation induced by the HNO donor (Fig. 3A) or on the integrated change in muscle tone 

over a 3 min period (Fig. 3B) revealed a flat concentration-dependence of the effect of 

Angeli’s salt. 

Also, longitudinal muscle from the proximal colon responded with a concentration-

dependent relaxation (Fig. 1D, E; 3C, D), which was not observed in parallely performed 

time-dependent control experiments (Fig. 1C). In contrast to the ileum, the longitudinal 

muscle strips from the colon responded to the HNO donor at much lower concentrations. 

However, with higher concentrations of Angeli’s salt, the duration of the induce relaxation 

was prolonged. Contraction induced by carbachol (10 µM) was unaffected (Fig. 1D, E). 
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A relaxing effect induced by Angeli’s salt was also observed in circular muscle 

preparations from proximal colon (Fig. 2B) in comparison to a control series (Fig. 2A). 

The effect of the HNO donor was concentration-dependent and showed a maximum at a 

concentration of 50 µM with respect to the amplitude of relaxation (Fig. 3E) and the 

decrease in the area under the curve over a 3 min period (Fig. 3F). Angeli’s salt not only 

reduced basal muscle tone but also suppressed the phasic contractions as shown when 

considering records from individual muscle preparations with an extended time scale (Fig. 

2C, D).  

The frequency of phasic spontaneous contractions of longitudinal muscle strips from the 

colon was significantly (p < 0.05, Mann-Whitney U-test) reduced by Angeli’s salt. At 50 

µM, the HNO donor reduced the frequency from 3.0 ± 0.6 (n = 7) cpm to 0.6 ± 0.0 cpm (n 

= 7). Similarly, they were reduced from 1.8 ± 0.6 cpm (n = 8) to 0.0 ± 0.0 cpm (n = 8) 

with 100 µM of the donor. 

All further experiments were performed with longitudinal muscle strips from the proximal 

colon and two concentrations of the HNO donor, 50 µM and 100 µM were selected for 

further isometric measurements. 

2.2. HNO interferes with the cholinergic pathway for relaxation 

In order to investigate a possible interaction of HNO with MLCP, longitudinal muscle 

strips of the proximal colon were pre-contracted with 10 µM carbachol and the amplitude 

of relaxation caused by HNO was compared in the presence or absence of one of the 

following smooth muscle contractile apparatus desensitizers calyculin A (inhibitor of the 

MLCP) or Y-27632 (inhibitor of Rho-kinase). A preliminary test for the validity of Y-

27632 (10 µM) as inhibitor of the cholinergic pathway was conducted. Indeed, this 

inhibitor significantly reduced the contraction induced by CCh (Fig. 4A). In the presence 
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of Y-27632, the relaxation induced by 50 μM Angeli’s salt was slightly reduced from -

0.59 ± 0.14 g (n = 7) to -0.28 ± 0.05 g (n = 11), whereas the relaxation induced by 100 µM 

of HNO donor was reversed into a contraction of +0.24 ± 0.03 g (n = 11; measured 1 min 

after administration of the donor) in comparison to the untreated control, where HNO 

evoked a relaxation of 0.35 ± 0.03 g (n = 7 (Fig. 4B). 

A potentiation of the cholinergic-evoked contraction is expected by inhibiting MLCP, for 

example with calyculin A. Indeed, the contractile response induced by CCh was slightly 

increased from 0.71 ± 0.28 g (n = 10) to 0.97 ± 0.15 g (n = 11) in the presence of 100 nM 

calyculin A (Fig. 4C). MLCP blockade slightly potentiated the relaxing effect of 50 µM 

Angeli’s salt and attenuated numerically the relaxing response to 100 μM Angeli’s salt; 

none of these effects, however, reached statistical significance (Fig. 4D).  

2.3. Interplay between NO, H2S and HNO 

The relaxing properties of NO depend on activation of sGC. The potential interplay 

between NO, H2S and HNO may also involve this enzyme. To test this hypothesis, the 

relaxing action of these three gasotransmitters was measured in the presence of the sGC 

inhibitor ODQ (10 µM). As expected, the inhibitor significantly blocked (Fig. 5A) the 

relaxation induced by the NO donor sodium nitroprusside (SNP, 1 mM) from -1.02 ± 0.23 

g (n = 6) to -0.32 ±0.05 g (n = 9). Among the other donors, only 50 μM Angeli’s salt was 

significantly sensitive to the blocker as the relaxation was reduced from -0.37 ± 0.11 g (n 

= 7) to -0.03 ± 0.06 g (Fig. 5C, n = 8). The relaxation induced by the H2S donor sodium 

hydrogen sulphide (NaHS 100 µM) was not affected by ODQ; it amounted to -0.88 ± 0.24 

g (n = 5) in the absence and -0.61 ± 0.11 g (Fig. 5B) in the presence of the sGC blocker 

(Fig. 5B). Increasing the concentration of AS to 100 µM partially overcome the ODQ-
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induced inhibition, suggesting the presence of GC dependent and GC independent 

inhibitory pathways (Fig. 5D). 

To assess the potential importance of endogenously produced NO in HNO induced 

relaxation, the relaxing activity of Angeli’s salt was measured after a 30 min preincubation 

period of the tissue with the NOS inhibitor L-NAME (200 µM). L-NAME did not affect 

HNO-induced relaxation (Fig. 5E and F) as the maximal relaxation was statistically 

unchanged from -1.29 ± 0.18 g (control, n = 8) to -1.32 ± 0.27 g (test, n = 7) for 50 µM 

Angeli’s salt and from -0.68 ± 0.05 g (control, n = 8) to -0.75 ± 0.12 g (test, n = 7) for 100 

μM Angeli’s salt. Calculating AUC led to the same conclusion. Similar values of AUC 

were calculated for control and test (in the presence of L-NAME): -163.3 ± 20.2 g·180s 

(control, n = 8) versus -148.1 ± 19.4 g·180s (test, n =7) for 50 μM Angeli’s salt and -91.6 

± 6.2 g·180s (control, n = 8) versus -77.8 ± 17.3 g·180s (test, n =7) for 100 μM Angeli’s 

salt. 

The impact of endogenously produced H2S on HNO action was investigated using 

inhibitors of the H2S-producing enzymes. Thus, amino-oxyacetate (AAOA, 5 mM, 

cystathionine-β-synthase inhibitor) and β-cyano-L-alanine (CLA, 5 mM, cystathionine-γ-

lyase blocker) were used in the presence or absence of the sGC blocker ODQ (10 µM). 

Inhibition of endogenous synthesis of H2S alone led to the reduction of the basal tonus by 

-0.56 ± 0.08 g (AUC: -81.54 ± 13.22 g.180s, n = 6) versus -0.10 ± 0.01 g for control 

(AUC: -3.85 ± 0.84 g.180s, n = 6). This reduction lasted approximately 5 min. Preventing 

H2S synthesis, however, only slightly reduced the relaxation induced by 50 μM Angeli’s 

salt as shown in Table 1. A simultaneous blockade of endogenous synthesis of H2S and 

sGC almost abolished the Angeli’s salt-evoked relaxation (Table 1).  
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Nitroxyl is highly thiophilic and may interact with thiol groups. In the presence of DTT 

(500 µM), known to maintain SH groups in reduced state or reduce protein disulphide 

bonds, the relaxing property of HNO donor was significantly impaired (Table 2). 

Simultaneous administration of the H2S donor (NaHS, 100 µM) and NO donor (SNP, 1 

mM) evoked a relaxation that was partially but not significantly sensitive to DTT (Table 2). 

2.4. Mechanism of action and particularity of HNO 

2.4.1 Calcium ions mobilization for relaxation 

H2S induces the opening of KATP channels and the closure of voltage-dependent K+ 

channels in guinea-pig gastric antrum myocytes17 or activates small conductance calcium-

activated potassium channels (SKCa) in mouse colon.7 HNO has been shown to stimulate 

sarco-endoplasmic reticulum Ca2+-ATPase (SERCA) in cardiomyocytes.10 To assess the 

role of Ca2+ in the HNO induced relaxation, calcium imaging was performed on isolated 

myocytes of the proximal colon.  

In myocytes from the longitudinal layer, Angeli’s salt (50 µM) caused a significant 

increase in the fura-2 ratio signal from 0.21 ± 0.08 (n = 22) to 0.44 ± 0.09 (n = 48) (P < 

0.001, paired t-test). In myocytes isolated from the circular layer the response was weaker, 

as the HNO donor increased the fura-2 ratio from 0.008 ± 0.001 (control; n = 13) to 0.057 

± 0.011 (test; n = 15) (P < 0.001; unpaired t-test). A representative result of 6 controls and 

13 tests is shown in Figure 6. All the cells tested responded with significant increase in the 

fura-2 signal to 30 mM KCl confirming the viability of the cells used (Fig. 6 B and C). 

2.4.2. HNO elicits membrane hyperpolarization of colonic myocytes 

Accumulation of cytosolic Ca2+ as observed in fura-2 experiments (Fig. 6) might be 

responsible for alternative mechanisms of relaxation different from activation of GC 
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pathways (Figs. 1-3). Consequently, HNO inducing relaxation indicates a more complex 

mechanism. Electrophysiological experiments on myocytes unveiled that the HNO donor 

Angeli’s salt (50 μM) induced cell membrane hyperpolarization by - 10.64 ± 1.11 mV (n = 

19) from a resting membrane potential of -40 mV (-38 to -45 mV, 95 % confidence 

interval) (Fig. 8). 

The enteric inhibitory neurotransmitters NO, ATP or related purines and H2S, may induce 

GI myocyte relaxation via activation of sGC/cGMP, or P2Y1 purine receptors or KATP, 

respectively.6,8,18,19 To identify the target candidates for HNO-induced relaxation, the 

hyperpolarization induced by Angeli’s salt was challenged by ODQ (10 μM, inhibitor of 

the sGC), the bee venom apamin (1 µM, inhibitor of the SKca), and glibenclamide (100 

µM, inhibitor of KATP. As expected, the amplitude of the IJP was strongly reduced by 

apamin (1 µM) from – 22.89 ± 2.08 mV (n = 12) to – 6.39 ± 0.76 mV (n = 5) or any drug 

combination based on it (apamin + ODQ, from -22.89 ± 2.08 mV, n = 12 to -3.83 ± 1.59 

mV, n = 5) (Fig. 7A and C). In the presence of apamin, only the second component 

associated to the IJPs was recorded (Fig. 7 A). This second component was sensitive to 

ODQ (Fig. 7 A). Accordingly, both MRS2500 and apamin reduced the fast component of 

the IJP (Fig. 7A, B and C) whereas ODQ (and L-NAME, not shown) reduced the second 

component of the IJP (Figure 7A and C). Apamin additionally elicits a slight 

depolarization as the resting membrane potential (RMP) is shifted upwards (Fig. 7A). All 

these results confirm the co-transmission process already described in several species 

including the rat colon19 and the human small intestine20.  

2.4.3 HNO targets sGC and SKCa 

As shown in Fig. 8, only glibenclamide did not modify the HNO donor-induced 

hyperpolarization as the amplitude of hyperpolarization did not significantly change in the 
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presence of this blocker (-9.08 ± 1.42 mV, n = 5) compared to control (Angeli’s salt 50 

µM, -10.64 ± 1.11 mV, n = 19). Apamin and ODQ significantly reduced the Angeli’s salt-

evoked hyperpolarization from -10.64 ± 1.11 mV (n = 19) to -4.13 ± 0.98 mV (n = 5) for 

the first inhibitor and from -10.64 ± 1.11 mV (n = 19) to -1.73 ± 0.51 mV (n = 5) for the 

second one. Also combining ODQ with either glibenclamide or apamin resulted in a very 

strong inhibition of Angeli’s salt effect (Fig. 8F). For the first combination, the 

hyperpolarization was significantly reduced from -10.64 ± 1.11 mV (n = 19) to -3.55 ± 

0.90 mV (n = 9) and from -10.64 ± 1.11 mV (n = 19) to -1.39 ± 0.53mV (n = 6) for the 

second one. These data lead to the conclusion that the hyperpolarization evoked by HNO 

is mediated by activation of SKca channels and sGC, the latter being the predominant 

pathway. 

2.4.4 HNO is a tone regulator 

Based on the electrophysiological measurements, the question arising as if the relaxation 

elicited by HNO in organ bath was only relying on the activation of sGC or whether SKca 

had to be addressed. However, the relaxing action of HNO was not reduced, either in the 

presence of apamin or MRS2500 (Table 3). This might be due to a major contribution of 

GC pathway in inhibitory mechanisms. Accordingly, we tested the effect of apamin in the 

presence of ODQ. However, as shown in 5C Angeli’s salt (50 μM) barely relaxes 

longitudinal muscle strips by -7.36 ± 4.00 g·180s (n =7) and -5.97 ± 2.37 g·180s (n =7), in 

the absence or presence of apamin; respectively. 

3. Discussion 

3.1. HNO presents similar relaxation properties as H2S and NO 
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Nitric oxide and hydrogen sulphide are both known to relax intestinal smooth muscle 

cells.20,21 In the present study we show that also HNO, released by the donor Angeli’s salt, 

elicits a relaxation of both circular and longitudinal muscle strips from the rat ileum or 

colon (Fig. 1, 2 and 3) as do NO and H2S in different species including rat.21,22,23,24 This 

relaxation reaches a maximum within 3 minutes after application of the donor, which also 

matches with the profile of NO or H2S in their relaxing property.8,25 Both the basal tone 

and the frequency of phasic contractions are reduced by the gasotransmitter. The recovery 

used to occur after 5 min from the onset of the HNO donor (Fig. 2D as example). This 

recovery profile might be due to the short half-life of the donor which is approximately 2 - 

3 minutes at physiological pH and temperature27 or the pathways used to achieve the 

relaxation. Also NO and H2S present similar periods of action depending on their 

concentration or the mode of administration or even the donor used. 

3.2. HNO acts on the contractile apparatus of intestinal myocytes 

Neuromuscular transmission regulates smooth muscle contraction by either excitatory 

transmitters like ACh or inhibitory transmitters like NO. The excitatory neurotransmitter 

ACh binds to muscarinic G-protein coupled-receptors, initiating a physiological cascade 

through Gαq/11 leading step by step to activation of phospholipase Cβ (PLCβ), synthesis of 

IP3 which binds to IP3R on sarcoplasmatic reticulum for intracellular release of Ca2+. In 

addition to this pathway, receptor-operated (ROC) and stretch-activated (SAC) non-

selective cation channels are activated and positively regulate voltage dependent calcium 

channels (VDCC), allowing for Ca2+ entry. Another parallel pathway is the G protein 

regulation of GDP-GTP exchange factor (Rho-GEF), RhoA and activation of Rho-kinases 

(RhoK). Activation of RhoK and PKC by diacylglycerol (DAG) or by Ca2+ lead to 

phosphorylation and therefore inactivation of myosin light chain phosphatase (MLCP), the 
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enzyme causing relaxation by dephosphorylating light chain of myosin. Accumulating 

Ca2+ activates the protein calmodulin initiating the activation of kinases such as PKC or 

myosin light chain kinase (MLCK). The latter phosphorylates light chain of myosin 

launching cross-bridge cycling.27 Relaxation is operated by repolarization or 

hyperpolarization counter-acting depolarization that resulted from excitation. This can be 

achieved by activation of Ca2+-dependent potassium channels like SKca in smooth muscle 

cells or alternatively in PDGFRα+ cells that might transduce purinergic inputs to smooth 

muscle cells. Relaxation can also be achieved by activating MLCP or by extrusion or 

restoring of cytosolic Ca2+.  

In the present study, blocking the RhoK by the specific inhibitor Y-2763228,29 blocked the 

response to CCh (Fig. 4A). This confirms that the agonist activates RhoK during 

muscarinic contraction. In the presence of this inhibitor, the HNO donor induced 

relaxation was strongly reduced (Fig. 4B), revealing an inactivating property of HNO on 

the RhoK in the absence of the blocker. Such an inactivation of RhoK by HNO should 

shift the balance towards a potentiation of MLCP activity, resulting in a relaxation. 

However, the contraction observed with 100 µM (Fig. 4B) indicates a switch in the 

appropriate pathway depending on the concentration of HNO, which when it is higher may 

correct a persistent blockade of RhoK or activity of MLCP. A possible reason for this 

unexpected contraction might be the rise in the cytosolic Ca2+ concentration induced by 

HNO (Fig. 6), which might be able to elicit a contraction, when the RhoK is inhibited. A 

contrasting result was obtained in resistance arteries where NO relaxing activity was 

potentiated with Y-27632.30 

On the other hand, inhibition of MLCP activity for example by its specific blocker 

calyculin A30,31 should strengthen the contractile mechanism initiated for example by CCh. 

A partial effect was observed indeed (Fig. 4C). A previous work on arteries also showed 
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increasing contractions upon administration of calyculin A.31 Thus, preincubation with this 

inhibitor leads to an enhanced pre-contraction status of the tissues. Under this condition, 

the HNO donor’s relaxing effect was potentiated (Fig. 4D) at 50 µM what is not expected 

considering a potential inhibitory property of this gasotransmitter on RhoK as mentioned 

above. Such a property would have slightly weakened the MLCP inhibition by calyculin A 

as MLCP is physiologically inactivated by RhoK, but the potentiation observed would 

have not occurred. Apparently, a pre-contraction may change the priority of HNO for 

target selection. This can be observed with a higher concentration of the gasotransmitter 

(100 µM, Fig. 4D) where the expected reduction in relaxing action of HNO occurs, 

indicating indeed a direct activation of MLCP or an indirect activation through inhibition 

of RhoK by HNO. This property activating MLCP is also known for NO30,32 and H2S.9  

Figure 9 summarizes the mechanisms of HNO actions on the contractile apparatus.  

3.3. NO and H2S influence the HNO-evoked relaxation  

The strong inhibition of the NO-evoked relaxation by ODQ (Fig. 5A) was expected since 

animals that lack GC have no response to NO33. Although several interactions between 

NO and H2S have been reported34, we did not observe a significant reduction of NAHS 

response when tissue was incubated with ODQ (Fig 5B). Based on the data obtained with 

L-NAME, it seems that endogenously synthesized NO does not directly contribute to the 

relaxation induced by exogenous HNO.  

It is known that AAOA may increase spontaneous motility.35 However, in the present 

experiments we observed a transient reduction of the basal tone when endogenous 

synthesis of H2S was hindered by both AOAA and CLA, indicating a contribution of 

endogenous H2S to the maintenance of basal muscle tone of rat colonic musculature. The 

relaxation induced by exogenous HNO may be partly potentiated by endogenous H2S as 
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the HNO-evoked maximal relaxation was slightly reduced by the combination 

AOAA/CLA (Table 1). This indicates a potential switch in the predominant pathway(s) 

for relaxation depending on the concentration and the nature of the gasotransmitter(s) 

present in situ. Only additional administration of ODQ in the presence of AOAA/CLA 

abolished AS-evoked relaxation. If a cooperative interplay between NO and H2S could 

lead to endogenous synthesis of HNO, release of HNO could be indirectly sensed by its 

interaction with thiol groups knowing its high thiophillicity. This thiophilic property was 

revealed with DTT (Table 2). The relaxation obtained by the simultaneously 

administration of the NO donor SNP and the H2S donor NaHS was partly sensitive to 

DTT, indicating indeed a partial thiophilic characteristic under both gasotransmitters. 

Thus, exogenous NO and H2S may partially lead to an HNO-like effect. Whether 

endogenously produced NO cooperates with endogenous H2S for HNO-like effects, still 

has to be investigated in more detail, as we used in the present study only one NOS 

inhibitor (L-NAME) at a single concentration.  

3.4. Mechanism of action of HNO.  

In contrast to previous findings showing an activation of the SERCAs in 

cardiomyocytes,10 cytosolic accumulation of Ca2+ upon administration of the HNO donor 

also makes sense as this could activate SKca in colonic myocytes, leading to 

hyperpolarization and therefore to relaxation. The corresponding hyperpolarization was 

observed under non-cholinergic non-adrenergic conditions to isolate inhibitory responses 

(Fig. 8). Under these pharmacological conditions, the KATP channels known as H2S 

target7,8 did not play a role in the response to HNO as shown by the missing sensitivity 

against glibenclamide, the prototypical blocker of this class of ion channels (Fig. 8). In the 

contrary, the HNO-evoked hyperpolarization was dependent both on sGC and SKca as the 
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hyperpolarization was strongly reduced by the corresponding inhibitors ODQ and apamin, 

respectively (Fig. 8). One possibility is that HNO might be acting on enteric inhibitory 

neurons causing the release of purines acting on P2Y1 receptors that activate SKCa 

channels. However, MRS2500 did not modify the mechanical relaxation induced by HNO 

(Table 3) and therefore it is possible that the effect of HNO is not on enteric inhibitory 

neurons but a direct effect on post-junctional cells. These results are consistent with 

calcium measurements in colonic myocytes. Whether these mechanisms are located only 

in smooth muscle cells or other post-junctional cells such as ICC or PDGFRα cells is 

currently unknown.  

All these results indicate a clear activation of SKca and sGC/cGMP/PKG pathway by 

HNO in colonic myocytes. NO activates the sGC/cGMP/PKG pathway, but other types of 

K+ channels namely the KNO1, KNO2 and the BK channels.36 

4. Conclusion 

We can conclude that HNO presents similarities with NO and H2S when it comes to 

mechanisms of action or pathways regulated. All three gasotransmitters cause GI tract 

relaxation. HNO causes relaxation via activation of the sGC/cGMP/PKG pathway leading 

to hyperpolarization (like NO), activation of SKCa channels (like H2S), activation of 

MLCP (like both NO and H2S), and inhibition of RhoK. It also corrects impaired 

pathways and induces a fine-tuning between motility regulating properties of NO and H2S. 

HNO may also present a motility “sensor” property. It interferes with disulphide bonds 

and the amplitude of its response may be dependent on the balance -S-S-/SH at its targets. 

HNO alone may act as a hybrid gasotransmitter between NO and H2S with more 

regulatory properties and some particularites. Consequently, HNO appears to be an 

excellent candidate for substituting NO and or H2S in the therapy of diverse GI tract 
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disorders. Nitroxyl-prodrugs (temposil, dipsan) have being used so far as alcohol deterrent 

agents or undergo clinical trials (CXL 1427).13 Investigating on the appropriate in situ 

concentration and the ideal therapeutic window as it is known for each drug37 could be a 

great benefit for the GI-tract.  

5. Methods 

5.1. Animals 

Female and male Wistar (160 - 220 g) or Sprague-Dawley rats (12 - 18 weeks old) were 

used. The animals were bred and housed at the institute for Veterinary Physiology and 

Biochemistry of the Justus-Liebig-University Giessen (Wistar rats) or at the institute of 

Veterinary Physiology of the Universitat Autònoma de Barcelona (Sprague-Dawley rats) 

at an ambient temperature of 22.5 °C and air humidity of 50 - 55 % on a 12 h: 12 h light-

dark cycle with free access to water and food until the time of the experiment. The animals 

were anaesthetized with CO2 and killed by exsanguination. Experiments were approved by 

the named animal welfare officer of the Justus Liebig University (administrative number 

577_M) or by the Ethics Committee of the Universitat Autònoma de Barcelona and 

performed according to the German and European animal welfare law. 

5.2. Isometric force measurements 

For isometric force measurements, the muscle strips were obtained as follows: the 

abdomen of euthanized animals was opened, the ileum and colon were collected and the 

lumen carefully cleaned. After a short period in ice‐cold buffer gassed with 5 % (v/v) 

CO2/95 % (v/v) O2, the tissues were cut into 1.5 cm long pieces which were then fixed in 

the organ bath. The chamber was filled with warm (37°C) and gassed (5 % CO2/95 % O2, 

v/v) buffer solution. For longitudinal muscle strips, the pretension was set at 1.5 g and 
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after an equilibrium period of at least 15 min, the tension was lowered to 1 g. For circular 

muscle strips (1 cm x 0.5 cm) the tension was continuously set at 1 g. The baseline was 

measured for five minutes before administration of any drug. As viability control, 10 µM 

carbachol and/or 30 mM KCl were administered at the end of each experiment. 

Isometric force was measured via a BioAmp-04/8 amplifier system and sampled via an 

A/D-converter with a sampling rate of 1 Hz (Föhr Medical Instruments, Seeheim, 

Germany). For data analysis, the baseline just prior administration of a drug was measured 

as mean over 1 min. To calculate the maximal relaxation induced by Angeli’s salt, the 

maximal reduction in muscle tone within 5 min after administration of the agonist was 

calculated and expressed as difference to the baseline just prior administration of Angeli’s 

salt (�Force; see e.g. Fig. 4). As the action of Angeli’s salt on muscle tone was only 

transient, in addition the changes in the area under the curve (AUC) over a 3 min interval 

(g·180 s) before and after administration of the HNO donor was calculated (see inset in 

Fig. 3). To determine the frequency of phasic spontaneous contractions, first time 

derivatives (dg/dt) were calculated. Only waves passing a threshold set at 0.1 g·s-1 were 

counted as contraction during a 1 min period before (control) and 3 min after 

administration of HNO. The calculated frequency was expressed as contractions/min 

(cpm).  

5.3. Isolation of myocytes 

Ca2+ imaging experiments were performed at isolated myocytes from the proximal colon. 

The longitudinal muscle layer (devoid of mesenterium) from the colon was removed and 

cut in small pieces of about 0.1 x 0.1 cm. These pieces were collected and transferred into 

the digestion solution consisting of collagenase type II (0.5 mg·ml-1) and trypsin inhibitor 

(0.25 mg·ml-1) 
in Hank’s balanced salt solution (Ca

2+- and Mg2+-free). If cells from the 
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circular muscle layer had to be prepared, after stripping away the longitudinal muscle 

layer, the mucosa layer was scrapped off using the edge of a glass slide; the remaining 

tissue was minced then proceeded as with the longitudinal layer. The tissues were then 

enzymatically digested for 30 min at 37°C then vortexed for 10 s and centrifuged 2000 

rpm for 3 min. The supernatant was discarded and the digestion solution added to the 

pellet. After shortly mixing, a second incubation period at 37 °C for 30 min followed. The 

preparation was then vortexed for 5 s and centrifuged at 1500 rpm for 3 min. The 

supernatant was discarded and the myocytes resuspended in DMEM F12 medium 

supplemented with fetal calf serum until the beginning of measurements. 

5.4. Microelectrode recordings 

For microelectrode recordings, the colon of Sprague-Dawley rats was removed and placed 

in carbogenated (95 % O2 and 5 % CO2, v/v) Krebs solution, then opened along the 

mesenteric border. The mucosal and submucosal layers were gently removed and 3 x 5 

mm muscle strips were cut in a circular direction. 

Electrophysiological experiments were performed with colonic strips pinned in a 

Sylgard®-coated chamber with the circular muscle layer facing upwards. The tissue was 

continuously perfused with carbogenated Krebs solution at 37 ± 1°C and allowed to 

equilibrate for 1 h. Phentolamine, propranolol and atropine (all at 1 µM) were added to 

block α- and β-adrenoceptors and muscarinic receptors, respectively, so that the action of 

Angeli’s salt could be measured under non-adrenergic non-cholinergic (NANC) 

conditions. To obtain stable microelectrode impalements, nifedipine 1 µM was added to 

abolish mechanical activity. Circular smooth muscle cells were impaled using glass 

microelectrodes filled with 3 M KCl (30 - 60 MΩ of tip resistance). Membrane potential 

was measured by using a standard Duo 773 electrometer (WPI Inc., Sarasota, FL, USA). 
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Tracings were displayed on an oscilloscope (Racal-Dana Ltd, Windsor, UK) and 

simultaneously digitalized (100 Hz) with a PowerLab 4/30 system and Chart 5 software 

for Windows (both from ADInstrument, Castle Hill, NSW, Australia). Inhibitory junction 

potentials (IJP) were elicited by electrical field stimulation (EFS) using two silver chloride 

plates placed 1.5 cm apart perpendicular to the longitudinal axis of the preparation. The 

protocol consisted of single pulse trains of EFS (0.4 ms pulse duration) at supramaximal 

voltage (30 - 40 V). The resting membrane potential (RMP) and both the amplitude as 

well as the duration of the IJP were measured and compared before and after drug 

incubation. 

5.5. Ca2+ Imaging  

The myocytes suspension was spun down at 1500 rpm for 1 min. After discarding the 

supernatant, the cells were resuspended in warm (37 °C) Tyrode solution containing the 

Ca2+-sensitive fluorescent dye fura-2 (6 µM; Life Technologies, Darmstadt, Germany) and 

pluronic acid (1.2 mg·l-1; Life Technologies, Darmstadt, Germany) and incubated for 1 

hour at 37 °C. After incubation, 30 µl of the myocyte suspension were spread onto a poly-

L-lysine-coated coverslip and incubated at room temperature for 15 min, before it was 

washed carefully. The coverslip was then mounted in the experimental chamber with a 

volume of about 3 ml. The preparation was superfused hydrostatically with warm Tyrode 

solution (37 °C). Perfusion was stopped only if the drug applied had to be applied via a 

pipette. The perfusion rate was about 2 ml·min-1. Changes in the cytosolic Ca2+ 

concentration were monitored as changes in the fura-2 ratio (R; emission at an excitation 

wave length of 340 nm divided by the emission at an excitation wave length of 380 nm). 

Experiments were carried out on an inverted microscope (Olympus IX-50; Olympus, 

Hamburg, Germany), equipped with an epifluorescence set-up and an image analysis 
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system (Till Photonics, Martinsried, Germany). Several regions of interest, each with the 

size of about one cell, were selected. The emission above 420 nm was measured from the 

regions of interest. Data were sampled at 0.2 Hz. The baseline in the fluorescence ratio of 

fura-2 was measured for several minutes before drugs were administered. 

5.6. Solutions and drugs 

The organ bath Parsons solution consisted of (in mM): NaCl 107, KCl 4.5, NaHCO3 25, 

Na2HPO4 1.8, NaH2PO4 0.2, CaCl2 1.25, MgSO4 1 and glucose 12. The solution was 

gassed with carbogen (5 % CO2 in 95 % O2, v/v); pH was 7.4. The composition of the 

Krebs solution was (in mM): glucose 10.1, NaCl 115.5, NaHCO3 21.9, KCl 4.6, NaH2PO4 

1.1, CaCl2 2.5, and MgSO4 1.2 bubbled with a carbogen (pH 7.4). The myocytes were 

dissociated in Ca2+- and Mg2+-free Hank’s balanced salt solution (HBSS, Life 

Technologies, Paisley, UK). For superfusion of the isolated myocytes during the imaging 

experiments, a Tyrode solution was used (in mM): NaCl 140, KCl 5.4, CaCl2 1.25, 

MgSO4 1, HEPES 10, glucose 12.2; pH was 7.4. 

Angeli’s salt (Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, USA) was dissolved in 0.01 N NaOH. 

Nifedipine was dissolved in 96 % (v/v) ethanol. Calyculin A (New England, Ipswitch, 

USA), glibenclamide and ODQ (Tocris, Bristol, England) were dissolved in DMSO. 

Amino-oxyacetate (AOAA), apamine (Alomone Labs, Jerusalem, Israel), atropine sulfate, 

carbachol, �-cyano-l-alanine (CLA), MRS2500 (Tocris, Bristol, England), 1,4-

dithiothreitol (DTT), N�-nitro-L-arginine methylester hydrochloride (L-NAME), 

phentolamine, propranolol, sodium hydrogen sulfide (NaHS), sodium nitroprusside (SNP; 

Enzo Life, Lausen, Switzerland), and Y-27632 (Tocris, Bristol, UK) were dissolved in 

aqueous solutions. If not stated explicitly, drugs were purchased from Sigma Aldrich, St 

Louis, USA. 
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5.7. Data analysis and statistics 

In general results are given as means ± standard error of the mean (SEM. The number of 

investigated tissues or cells is indicated n. When means of several groups had to be 

compared, an analysis of variance was performed followed by Bonferroni or Tuckey post 

hoc test. For the comparison of two groups, either a paired or an unpaired Student’s t-test 

or a Mann-Whitney U-test was applied. Statistical analysis was performed with GraphPad 

Prism 6. Data were considered significant when P < 0.05. 
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Tables 

Table 1 Impact of AOAA/CLA in the presence or not of ODQ on Angeli’s salt-evoked 

relaxation. 

 

Blockade of endogenous synthesis of H2S with both AOAA and CLA (both 5 mM) slightly 
reduced the relaxation induced by Angeli’s salt (50 μM) in longitudinal muscle from rat 

colon. Additional blockade of the sGC with ODQ (10 µM) significantly inhibited the response 
to Angeli’s salt. 

** P < 0.01 versus control in the absence of the corresponding blockers 
(Mann-Whitney U-test). 
 

 

 

Table 2 Impact of protection of thiol groups on Angeli’s salt- or SNP- and NaHS-evoked 

relaxation. 

 ��Force (g) AUC (g·180s) n 

Angeli’s salt alone -1.49 ± 0.25 -186.8 ± 25.9 5 

DTT + Angeli’s salt -0.83 ± 0.07*  -90.4 ± 10.9* 8 

NaHS + SNP -0.73 ± 0.09 -103.3 ± 18.9 5 

DTT + NaHS + SNP -0.59 ± 0.07 -76.4 ± 10.6 8 

 

The reducing agent DTT (500 µM) significantly inhibited the relaxation induced by Angeli’s 

salt (50 µM), but only slightly reduced the relaxation induced by NaHS (H2S donor; 100 µM) 
and SNP (NO donor; 1 mM). Longitudinal muscle from rat colon. * P < 0.05 versus control in 
the absence of the corresponding blocker (Mann-Whitney U-test).  
 
 
 
  

 ��Force (g) AUC (g·180s) n 

Angeli’s salt alone -0.70 ± 0.05 -96. 4 ± 6.8 6 

AOAA/CLA + Angeli’s salt -0.54 ± 0.07 -71.7 ± 10.0 6 

Angeli’s salt alone -0.97 ± 0.13 -133.0 ± 24.0 5 

AOAA/CLA/ODQ + Angeli’s salt -0.31 ± 0.04** -1.8 ± 1.5** 5 
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Table 3 Amplitude of Angeli’s salt-evoked relaxation in the presence of apamin and 

MRS2500 

 

Blockade of SKca with apamin (1 µM) or of purine receptors P2Y1 with MRS2500 (1 µM) 

does not inhibit the relaxation evoked by Angeli’s salt (50 μM) in longitudinal muscle from 

rat colon. 

 

 

 

 

 

  

 ��Force (g) n 

Angeli’s salt alone -0.62 ± 0.11 8 

Angeli’s salt in the presence of apamin -0.71 ± 0.12 11 

Angeli’s salt alone -0.62 ± 0.14 5 

Angeli’s salt in the presence of MRS 2500 -0.69 ± 0.05 5 
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Figures 

 

 
 
Fig. 1: Relaxation induced by different concentrations of Angeli’s salt (1 - 400 µM, arrows) 
on longitudinal segments of rat ileum (B) or proximal colon (D, E) and time-dependent 
control experiments (A) or (C), where only the solvent of Angeli’s salt was administered. The 
inset (middle) shows an original tracing of an individual colonic longitudinal muscle strip 
with a transient relaxation induced by 1 μM Angeli’s salt, which is hard to recognize in the 

ensemble average depicted in Fig. 1D resulting from the averaging of 8 muscle strips 
responding asynchronously with a short relaxation induced by the HNO donor. Line 
interruptions are caused by omitting washing periods of about 10 min, where the content of 
the organ bath was exchanged 3 times before the next concentration of Angeli’s salt was 

administered. KCl (30 mM) and or carbachol (CCh; 10 µM) were used to check tissue 
viability. Values are means (black lines) ± SEM (grey lines), n = 5 -11. 
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Fig. 2: The HNO donor Angeli’s salt (25 - 100 µM, arrows) induces a relaxation of circular 
segments of rat proximal colon (B) compared to a time-dependent control (A), where only the 
solvent of Angeli’s salt was administered.  Line interruptions are caused by omitting washing 
periods of about 10 min, where the content of the organ bath was exchanged 3 times before 
the next concentration of Angeli’s salt was administered. KCl (30 mM) and carbachol (CCh; 
10 µM) were used to check tissue viability. Data in A, B are means (black lines) ± SEM (grey 
lines), n =5 - 6. (C) and (D) are higher magnifications of 5 min intervals of an individual 
muscle preparation contained in the respective ensemble averages in (A) and (B). For 
statistics, see Fig. 3. 
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Fig. 3: Concentration-dependent relaxation induced by Angeli’s salt in ileal longitudinal 
muscle (A, B), colonic longitudinal (C, D) and colonic circular muscle (E, F). The relaxing 
effect is either expressed as maximal reduction in muscle tone (�g; difference to baseline just 
prior administration of the drug (A, C, E) or reduction of the area under the curve (AUC) over 
a 3 min period compared to the 3 min period just prior administration of Angeli’s salt as 

illustrated by the schematic inset where the arrow marks the administration of Angeli’s salt. 

Concentration-response curves in the colonic longitudinal muscle was constructed from two 
independent series of experiments (see Fig. 1), in which the effect of 1 – 20 µM and 25 – 400 
μM Angeli’s salt was tested, respectively. Values are means ± SEM, n = 6 - 11. 

 



 -8- Vorgelegte Veröffentlichungen   

- 178 - 

 
 
 
 
Fig. 4: Inhibition of Rho kinases by Y-27632 (10 µM) prevents the contraction induced by 
CCh (10 µM) of longitudinal muscle strips from proximal colon (A) and reduces the 
relaxation induced by HNO donor Angeli’s salt (AS). Data in (B) are expressed as difference 

between the muscle tone just prior administration of Angeli’s salt and the muscle tone 

averaged over a 1 min period starting 1 min after administration of the HNO. Potentiating (C) 
the contractile action of the cholinergic system with calyculin A (100 nM) strengthens or 
weakens the relaxing action of HNO (D). Values are means ± SEM, n = 7-12. * P < 0.05, *** P 
< 0.001 versus control in the absence of the corresponding blocker (Mann-Whitney U-test). 
For statistics, see text.  
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Fig. 5: The relaxing effect of the nitric oxide donor sodium nitroprusside (SNP; 1 mM) and 
50 μM Angeli’s salt (AS) was significantly inhibited in the presence of the sGC inhibitor 

ODQ (10 μM) (A, C). When the concentration of Angeli’s salt was increased to 100 μM, this 
inhibition failed to reach significance (D). Relaxation induced by the H2S donor sodium 
hydrogen sulfide (NaHS; 100 µM) was unaffected by ODQ (B). Inhibition of NOS with L-
NAME (200 µM) did not affect HNO-induced relaxation (E, F). n = 5-9.  *  P < 0.05, versus 
control in the absence ODQ (Mann-Whitney U-test). For statistics, see text.  
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Fig. 6: Changes in the fura-2 ratio evoked by Angeli’s salt (50 μM) in isolated rat colonic 
myocytes. A: Photograph of isolated myocytes loaded with fura-2. Angeli’s salt induces an 

increase in the fura-2 ratio (C) compared to a time-dependent control (B). KCl (30 mM) was 
used for cell viability control. Values are given as means (symbols) ± SEM (parallel 
continuous lines), n = 6 for the time-dependent control and n = 13 for the test group with the 
HNO donor. For statistics, see text. 
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Fig. 7: Identification of the IJPf and IJPs evoked by EFS under NANC conditions. (A) 
Apamin blocks the IJPf (1st component in A), while ODQ blocks the IJPs (2nd component in 
A). Apamin induces a shift of the resting membrane potential (RMP) to more positive values. 
(AB) The IJPf isolated after suppression of the IJPs by ODQ was also sensitive against 
MRS2500 (C) The amplitude of the IJP was strongly inhibited by apamin; this inhibition was 
not enhanced, when in addition ODQ was administered. In contrast, the duration of the IJP 
was significantly reduced by ODQ; this effect was significantly enhanced when in addition 
glibenclamide or apamin were present. Concentrations of drugs were: apamin 1 µM, 
glibenclamide 100 µM, ODQ 10 µM. Values in (C) are means ± SEM, n = 3-12. * P < 0.05, *** 

P < 0.001, **** P < 0.0001, versus control in the absence of any drug (analysis of variance 
followed by Bonferroni test). For statistics, see text.  
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Fig. 8: The hyperpolarization caused by the HNO donor Angeli’s salt (25 μM; A) is 

insensitive to glibenclamide (B, F, n = 5), but sensitive to apamin (D, F, n = 5) or highly 
sensitive to ODQ alone (C, F, n = 5) or in combination with apamin (E, F, n = 6) or  
glibenclamide (F, n = 9). The discontinuous horizontal lines represent the resting membrane 
potential (RMP). Values are means SD, n values refer to (F), while (A), (B), (C), (D) and (E) 
are representative original tracings. ** P < 0.01, **** P < 0.0001, versus control in the absence 
of any drug (analysis of variance followed by Bonferroni test). For statistics, see text.
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Fig. 9: HNO may induce relaxation either directly by activating MLCP or indirectly 
inhibiting the RhoK. Additional increase in cytosolic Ca2+ concentration activates SKca for 
hyperpolarization and relaxation. Blocking RhoK with Y-27632 shunts HNO-effects, 
inducing a shift towards Ca2+-mediated responses which also activates MLCK for contraction. 
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8.9 “Effects of multivalent histamine supported on gold  nanoparticles:  Activation of 

histamine receptors by derivatized histamine at subnanomolar concentrations” 

 

Gasiorek F, Pouokam E, Diener M, Schlecht S, Wickleder M. Organ. Biomol. Chem. 

(2015) 13:  9984 - 9992. 
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