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1 Einleitung

11 Das Kolon und sein Epithel

Im Sé&ugetier gehort das Kolon zur letzten Passagestation der aufgenommenen Nahrung, die
man nun - zerkleinert und enzymatisch zersetzt - Chymus nennt. Zur Aufrechterhaltung des
inneren Milieus findet im Kolon die Resorption von Natriumchlorid und ca. 1 Liter Wasser
taglich sowie die Sekretion und Resorption verschiedener anderer Elektrolyte statt. Durch die
Symbiose mit Mikroorganismen (,Darmflora“) kénnen im Kolon zudem Kohlenhydrate und
Proteine, die in vorherigen Abschnitten des Gastrointestinaltraktes nicht vollstéandig
enzymatisch verdaut wurden, bakteriell aufgeschlossen werden. Das Kolon dient dartber
hinaus als voribergehender Speicher, bevor die eingedickten Faeces in das Rektum weiter
transportiert und schlie3lich durch den Anus kontrolliert ausgeschieden werden.

Das Epithel und seine Zellen sind, wie in vielen anderen Organen auch, mal3geblich an der
Funktion des Kolons beteiligt. Diese Lamina epithelialis mucosae vervollstandigt vereint mit
der Lamina propria mucosae und der Lamina muscularis mucosae die Tunica mucosa
(Schleimhaut). Von luminal aus betrachtet folgen der Tunica mucosa die Tunica submucosa,

die Tunica muscularis und die Tunica serosa. Gemeinsam bilden sie die Darmwand.

Die Kolonschleimhaut unterscheidet sich von der des vorangehenden Dinndarms durch das
Fehlen von Zotten. Allerdings miunden, wie im Dunndarm, auch im Kolon tief ziehende
Krypten (auch Glandulae intestinales genannt) am Oberflachenepithel. Oberflachen- und
Kryptenepithel bestehen hauptsachlich aus hochprismatischen Enterozyten, die dank ihrer
langen Mikrovilli effektiv Resorption, aber ebenso Sekretion betreiben. Neben den
Enterozyten findet man in den Krypten vermehrt Becherzellen, welche Schleim produzieren,
der wiederum die Weiterleitung des Darminhalts erleichtert. In der Tiefe der Krypten liegen
die Stammzellen, die sich zu Enterozyten oder auch anderen Zelltypen wie etwa
enteroendokrinen Zellen differenzieren und dabei an die Oberflache wandern. Die
verschiedenen Zellen der Familie der enteroendokrinen Zellen sezernieren unterschiedliche
Hormone (meist Peptide), die u.a. die Funktion von Magen, Darm, Gallenwege und Pankreas

beeinflussen.
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1.1.1 Bakterienfloraund Fermentation

Durch die mikrobielle Besiedlung des S&augetierkolons werden nicht nur
Nahrungsbestandteile fermentiert, die zuvor nicht vollstandig verdaut worden sind, sondern
auch Substrate endogenen Ursprungs, wie z.B. abgeschilfertes Epithel. Hierbei deckt die
Bakterienflora anaerob ihren eigenen Energiebedarf und versorgt tUber die Herstellung von
kurzkettigen Fettsauren ebenso das Kolonepithel mit Energie. Kurzkettige Fettsdauren haben
eine Kettenlange von ein bis sechs C-Atomen (Bugaut 1987). Sie entstehen durch bakterielle
Fermentation von Strukturkohlenhydraten wie etwa Cellulose im Kolonlumen, da Saugetiere
keine korpereigenen Enzyme zur Spaltung von B-glykosidischen Bindungen aufweisen.
Dabei fallen in der Kolonflussigkeit Uiber den Abbau von Kohlenhydraten ca. 100 mmol-I* an
kurzkettigen Fettsauren an (Bugaut 1987), davon machen ca. 60 % Acetat, 20 % Propionat
und 20 % Butyrat aus (Binder 2010). Selbstverstandlich sind die jeweiligen Anteile von der
Nahrungsaufnahme abhangig (Bugaut 1987). Kurzkettige Fettsauren sind wichtige
Energielieferanten (Livesey und Elia, 1995), stimulieren im Darm eine Vasodilatation (Knock
et al., 2002), die Kontraktion der glatten Muskulatur (Yajima 1985, Mitsui et al. 2005), die
Peristaltik (Grider und Piland, 2007) und die Chlorid-Sekretion (Sakata und Setoyama 1995).

1.2 Das non-neuronale cholinerge System

Obwohl ACh schon friih im Mutterkorn entdeckt wurde (Ewins 1914), galt lange Zeit ACh
lediglich als Neurotransmitter forschungswiirdig. Spatestens als ACh aber auch in Einzellern
(Bayer und Wense 1936), in Pflanzen (Hartmann und Kilbinger 1974) und in der
menschlichen Plazenta (Comline 1946) nachgewiesen werden konnte, wurde das Interesse
geweckt, die Rolle von ACh in anderen Zellen zu untersuchen. Heute ist allgemein
akzeptiert, dass ACh auch non-neuronalen Ursprungs sein kann. ACh wird somit auch von
anderen Zellen als Neuronen synthetisiert, gespeichert und freigesetzt, und das nicht nur in
Saugern, sondern auch von Bakterien, Pilzen, Schwammen, Algen und wirbellosen Tieren
(Wessler et al. 1999, Horiuchi et al. 2003, Kawashima et al. 2007).
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Tab. 1.1 Das non-neuronale cholinerge System (eine Auswahl der beteiligten Organe)

Organ Zelle Funktion
Mensch Harnblase | Urothelzellen (Lips et | Kontraktilitat?
al. 2007b)
Maus Respir- Epithelzellen (u.a. Immunitat (Kummer et al. 2014)

ationstrakt | Burstenzellen)

Mensch Haut Keratinozyten, Immunitat, Keratinozyten
Endothelzellen und -Proliferation, -Differenzierung,
Immunzellen (Grando | -Adhasion und -Migration,

2006, Kurzen et al. Pigment- und Schwei3produktion
2007) u.a.
Mensch, Blut Lymphozyten Immunitat (Fujii et al. 2001)
Ratte u.a.
Mensch, Kolon u.a. | Kolonepithel Sekretion?
Ratte (Klapproth et al. 1997,

Bader et al. 2014)

Am Rattenkolon konnte gezeigt werden, dass die Kolonepithelzellen alle Voraussetzungen
erfillen, um Synthese, Freisetzung, Signalvermittlung, Abbau und Recycling von ACh zu
betreiben. Neben den muskarinergen Rezeptoren werden auch nikotinerge Rezeptoren
beschrieben, welche an der Regulation des lonentransports beteiligt sind (Bader und Diener
2015).

1.2.1 Das non-neuronale cholinerge System im Kolon

Die Cholinacetyltransferase (ChAT), das Schliisselenzym fir die Produktion von Acetychalin,
wurde u.a. in den Epithelzellen des menschlichen Dinn- und Dickdarms (Klapproth et al.
1997) entdeckt, sodass man davon ausgehen kann, dass diese wie auch in den Neuronen
die Synthese von ACh aus der kurzkettigen Fettsaure Acetyl-CoA und Cholin katalysiert.

Intaktes ACh wurde auch im Kolonepithel selbst nachgewiesen (Yajima et al. 2011a).

In Herz- und Skelettmuskelzellen synthetisiert zudem die Carnitinacetyltransferase (CarAT)
ACh (Tucek 1982, White und Wu 1973). Die CarAT befindet sich in der
Mitochondrienmembran und ist Teil eines Transportsystems, das der Einschleusung von

Fettsduren in die Mitochondrien dient. Das non-neuronale ACh kann demnach durch zwei
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Enzyme synthetisiert werden (Lips et al. 2007b). Am Kolon der Ratte wird die CarAT zwar
exprimiert, scheint aber im Gegensatz zur ChAT hier keine Bedeutung fir die

Aceytlcholinsynthese zu haben (Bader et al. 2014).

Im Mitochondrium werden die Fettsduren in der B-Oxidation zur Energiegewinnung zu
AcetylCoA abgebaut. Uber den Citrat-Shuttle bzw. Citrat-Malat-Pyruvat-Zyklus gelangt das
AcetylCoA vom Mitochondrium ins Zytosol. Cholin gelangt tUber die Nahrung in den Korper
(z.B. aus cholinhaltigen Phospholipiden) und kann tber einen Na*-Cholin-Symporter in die

Zelle aufgenommen werden.

Durch die Acetylcholinesterase kann ACh z.B. nach Bindung an seine Rezeptoren wieder in
Cholin und Acetat hydrolytisch gespalten werden. Dieses Enzym ist schon bei geringen ACh-
Konzentrationen aktiv und kommt zwar hauptséchlich in cholinergen Nervenfasern und
Synapsen vor, wurde aber auch schon in non-neuronalen Zellen nachgewiesen. Neben der
Acetylcholinesterase baut bei hohem Substratangebot auch die Butyrylcholinesterase
(“Pseudocholinesterase) ACh ab; dieses Enzym wurde wu.a. in Blut und Lunge

nachgewiesen (Wessler et al. 1998).

Beide Cholinesterasen werden von der Mucosa verschiedener Darmabschnitte exprimiert

(Sine et al. 1988), was fur das Rattenkolon bestétigt werden konnte (Bader et al. 2014).

Man geht davon aus, dass in non-neuronalen Zellen ACh nicht in Vesikeln gespeichert und
nicht in Form von ,,Quanten®, also festen ,PaketgroRen®, freigesetzt wird. Lips et al. fanden
heraus, dass organische Kationentransporter (OCT1-2) hierbei eine Rolle spielen kénnen
(Lips et al. 2005). Diese polyspezifischen Transporter, die nicht nur flr Kationen, sondern
auch fir schwache Basen und z.T. auch neutrale Molekile die erleichterte Diffusion
vermitteln (Koepsell 2013), werden in vielen non-neuronalen Zellen exprimiert (Koepsell et
al. 2007). Auch am Kolon der Ratte wurden sie nachgewiesen (Bader et al. 2014) und ihnen
eine signifikante Funktion bei der Acetylcholin-Freisetzung nach einem Stimulus
zugesprochen. Speziell der humane OCTN1-Transporter, scheint fir die Acetylcholin-
Freisetzung verantwortlich zu sein. Daten von Pochini at al. weisen darauf hin, dass seine
Beteiligung am nicht-neuronalen Acetylcholin-System fir die Pathogenese von Morbus
Crohn relevant sein kdnnte (Pochini et al. 2012). Daneben geht man am Kolonepithel auch
von einer basalen Freisetzung aus, welche aber durch ein anderes Transportsystem
vermittelt werden muss (Bader 2014). Abb. 1.2 zeigt den angenommenen Synthesezyklus

von ACh im Kolon der Ratte.
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Cholin-
Transporter

Cholin
+
AcetylCoA >

l

Mitochondrium Acetylcholin

oo

BuChE autokrine und parakrine Wirkung

Abb. 1.1 Synthesezyklus des non-neuronalen Acetylcholins

Es wurde gezeigt, dass Propionat, also eine kurzkettige Fettsédure, die bei der Fermentation
von Strukturkohlenhydraten physiologischerweise im Kolonlumen entsteht, eine Freisetzung
von ACh nach basolateral auslést (Yajima et al. 20011a). Die daraus folgende Chlorid-
Sekretion war unbeeinflussbar durch das Neurotoxin Tetrodotoxin, jedoch hemmbar durch
Atropin, sodass davon ausgegangen werden kann, dass das freigesetzte ACh aus dem
Kolonepithel stammt (Yajima et al. 20011a).

1.3 Nervale Regulation und cholinerge Rezeptoren im Kolon

Der Verdauungstrakt hat sein eigenes enterisches Nervensystem, bestehend aus dem
Plexus submucosus und dem Plexus myentericus. Der Plexus submucosus befindet sich in
der Tunica submucosa und der Plexus myentericus zwischen der L&angs- und
Ringmuskelschicht der Tunica muscularis. Das enterische Nervensystem ist Teil des
vegetativen Nervensystems und wird Uber den Sympathikus und den Parasympathikus
moduliert. Bei der Signallbertragung zwischen den Neuronen wird u.a. ACh als Transmitter
eingesetzt. Da nun beobachtet wurde, dass im Kolon ACh auch non-neuronal anféllt, kbnnen

die entsprechenden Rezeptoren folglich auch durch ACh aus non-neuronalen Quellen
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stimuliert werden. Die  Acetylcholin-Rezeptoren  werden in zwei Klassen
membrangebundener Proteine kategorisiert: Die Klasse der metabotropen muskarinergen
und die Klasse der in der Regel als ionotrope Rezeptoren fungierenden nikotinergen

Acetylcholinrezeptoren (Starke 2001).

1.3.1 Muskarinerge Acetylcholin-Rezeptoren

Muskarinische ACh-Rezeptoren sind benannt nach ihrem spezifischen Agonisten Muskarin,
einem Pilzgift. Bindet ACh an diesen Rezeptor, wird ein G-Protein an der Innenseite der
Membran aktiviert, sodass es sich hier um einen metabotropen Rezeptor handelt. Es werden
beim Sauger funf Subtypen von Muskarinrezeptoren unterscheiden, die alle durch Atropin
(Antagonist) gehemmt werden. Sie unterscheiden sich in ihren Wirkungen, wobei sie nach
Stimulation mindestens zwei unterschiedliche Second-Messenger-Pfade auslésen:
Stimulierte M1-, M3- und M5-Rezeptoren aktivieren den intrazellularen IPs-(Inositol-1,4,5-
trisphosphat) Weg, stimulierte M2- und M4-Rezeptoren fiihren zu einer Hemmung der

Adenylatcyclase.

M3- und M1-Rezeptoren befinden sich am Kolonepithel (Haberberger et al. 2006). Bader
(2014) zeigte, dass Propionylcholin wie auch Butyrylcholin eine Chlorid-Sekretion auslésen —
ahnlich wie auch ACh, sodass diese Substanzen vielleicht auch die Darmmotilitdt sowie die
Sekretions- und Resorptionsleistung des Darms beeinflussen kénnten. Ob Agonisten wie
Butyrylcholin und Propionylcholin ebenso physiologisch non-neuronal im Darm anfallen,

muss noch gezeigt werden und ist Teil der Fragestellung dieser Arbeit.

1.3.2 Nikotinerge Acetylcholin-Rezeptoren

Nikotinerge Acetylcholin-Rezeptoren sind ligandengesteuerte lonenkanale. Sie sind nach
ihrem Agonisten Nikotin benannt. Diese Gruppe von Rezeptoren kann je nach
Expressionsort in den muskularen und den neuronalen Typ unterteilt werden (Schuller 2009),
wobei der neuronale Typ aber auch in nicht-neuronalem Gewebe vorkommt. Bei der Bindung
eines Agonisten kommt es zu einer Konformationsanderung des nikotinergen Acetylcholin-
Rezeptors vom aktivierbaren, geschlossenen in den aktiven, getffneten Zustand, sodass er
fur Kationen durchlassig wird. Strémen auf diesem Wege Kationen (wie Na* oder Ca?") in die
Zelle ein, wird zum einen die Zelle depolarisiert und zum anderen werden Signalkaskaden in

Gang gesetzt, die z.B. zur Freisetzung von Transmittern (Wonnacott 1997) fuhren.
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1.4 Der IP3-Weg im Kolon

Da man weil3, dass in der Darmwand hauptsachlich die M1- und M3-Rezeptoren fiur die
Sekretion verantwortlich sind (Haberberger et al. 2006), wird sich im Folgenden nur auf die
Erlauterung des IP3;-Wegs beschréankt (Abb.1.3).

Bindet der Ligand am M1-, M3- oder M5-Rezeptor, wird Uber die a-Untereinheit des
membranstandigen G-Proteins die Phospholipase C aktiviert. Die Phospholipase C
katalysiert die Hydrolyse von Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP;) zu Inositol-1,4,5-
trisphosphat (IP3) und Diacylglycerin (DAG). DAG aktiviert die Proteinkinase C, die je nach
Zelltyp verschiedene zellulare Antworten vermittelt. IP; gelangt Uber Diffusion zum
Endoplasmatischen Retikulum und 16st dort tber IPs-Rezeptoren vermittelt die Freisetzung
von Calciumionen ins Zytosol aus. Subtypen des IPs-aktivierten Ca**-Kanals sind auch in der
Kernmembran nachgewiesen worden (Siefjediers et al. 2007). Die Entleerung der
intrazellularen Speicher ruft zeitversetzt die Aktivierung speichergesteuerter Kationenkanéale
in der Plasmamembran hervor, so dass uUber diesen sogenannten kapazitativen

Calciumeinstromauch von extrazellular Ca** in die Zelle strémen kann (Onodera et al. 2013).

Die erhohte Calciumkonzentration bewirkt eine Aktivierung von Ca**-abhangigen

mACh-

Rezeptor Phospho- Proteinkinase

i
Zytosol pase C c

Zellulare
Antwort
IP3-sensitiver
Caz*-Kanal
Endoplamatisches o O
Retikulum

Ca® ca®

Abb. 1.2 Signalkaskade M1-, M3- und M5-Rezeptoren
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Kaliumkanélen. Kaliumionen verlassen die Zelle; es folgt eine Hyperpolarisation der
Membran, sodass der apikale Chloridausstrom durch Erhéhung der Triebkraft fir den

Anionenefflux verstarkt wird.

Netto gesehen sezerniert das Kolonepithel NaCl und KCI in das Lumen. Die basolaterale
Na*-K*-ATPase transportiert zwei Kalium-lonen im Austausch gegen drei Natrium-lonen ins
Zellinnere. Dadurch entsteht ein Konzentrationsgradient fiir Na*, der dem sekundar aktiven
Na’-K*-2CI'-Cotransporter (NKCC1) als Antriebskraft dient (Barrett und Keely 2000).
Natrium, Kalium und Chlorid stromen in die Zelle bis die Chlorid-Konzentration Uber ihr
elektrochemisches Gleichgewicht gestiegen ist. Werden neben den bereits gedffneten
Kaliumkanédlen weitere  Kaliumkanale Uber den Anstieg der zytosolischen
Calciumkonzentration aktiviert, resultiert eine erhdhte CI-Sekretion. Aul3erdem 6ffnen sich
kurzfristig Ca?*-abhéngige Cl-Kanale (Hennig et al. 2008). Den Cl-lonen folgen parazellular
Na‘-lonen und K*-lonen. Die Elektrolyte wiederum werden osmotisch von Wasser in das
Darmlumen begleitet. Gerat dieser Mechanismus aufgrund einer fehlenden Resorption von
Elektrolyten oder einer erhdhten Sekretion von Elektrolyten aus dem Gleichgewicht, so

kommt es z.B. bei einer Hypersekretion zu Diarrho.
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1.5 Fragestellung

ACh, das in den Epithelzellen tber die Cholintransferase (ChAT) aus Cholin und Acetyl-CoA
synthetisiert wird (Wu und Hersh 1994), induziert eine CI'-Sekretion. Die CI'-Sekretion kann
in der Ussing-Kammer als Anstieg des so genannten Kurzschlussstroms (ls.) sichtbar
gemacht werden (Bader 2014). Die ChAT ist zwar hochaffin fir Cholin, arbeitet aber auch mit
anderen Acylgruppen. Am Gehirn der Ratte wurde beispielsweise gezeigt, dass die ChAT

gleichaffin fur Acetyl-CoA, Propionyl-CoA und Butyryl-CoA ist (Rossier 1977).

Da das Kolonepithel durch die bakterielle Fermentation von Strukturkohlenhydraten hohen
Konzentration (Gesamtkonzentration im Bereich von 100 mmol-I') an verschiedenen
kurzkettigen Fettsduren ausgesetzt ist (Binder 2010) und damit die ChAT, die v.a. im
Oberflachenepithel exprimiert wird (Klapproth et al. 1997, Bader et al. 2014), permanent

auch groRen Mengen an Propionat und Butyrat exponiert ist, stellen sich folgende Fragen:

— Werden Butyrylcholin und Propionylcholin physiologisch im Kolon gebildet?

— Beeinflussen diese Ester den transepithelialen lonentransport?

— Uber welche Rezeptoren wirken Butyrylcholin und Propionylcholin im Kolonepithel?
_>

Welcher Signalweg wird durch Butyrylcholin ausgeltst?
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Propionat und Butyrat Chlorid-Sekretion
Darmlumen
NI Tansporter
zytosolischer Calcium-Anstieg

Cholin
N ChAT . . .

AcetylCoA... > = Propionylcholin und Butyrylcholin

Acetylcholin N

Mitochondrium

mACh-
Rezeptor

nACh-
Rezeptor

=

BuChE autokrine und parakrine Wirkung

Propionylcholin Butyrylcholin

Abb. 1.3 Mégliche Wirkung von Butyrylcholin und Propionylcholin
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21 Versuchstiere

Die Versuchstiere, Wistar-Ratten beiderlei Geschlechts, entstammten dem Institut far
Veterinar-Physiologie und -Biochemie der Justus-Liebig-Universitat Giel3en. Hierbei wurden
Ratten mit einem Gewicht von 150-200 g fur die Ussing-Kammer-Versuche verwendet. FUr
die Experimente an isolierten Krypten sowie die DESI-Messungen wurden Tiere mit einer
Korpermasse 100-180g bzw. mit einem Alter von maximal neun Wochen verwendet.
Standard-Zuchtfutter und Wasser stand den Ratten zuvor immer zur freien Verfiigung. Die
Tiere wurden nach Geschlechtern getrennt und in Kleingruppen in einem ganzjahrig
klimatisierten Raum bei 22,5 °C Raumtemperatur, bei 50-55 % relativer Luftfeuchtigkeit und
unter einem 12-Stunden-hell-12-Stunden-dunkel-Regime gehalten.

Das Vorhaben der Tétung und anschlieBender Verwendung der Tiere im Rahmen des
LOEWE-Schwerpunktes ,Non-neuronale cholinerge Systeme® wurde von Herrn Prof. Dr.
Diener nach 8 4 Abs. 3 des Tierschutzgesetzes gemeldet und von der

Tierschutzbeauftragten Frau Dr. Peters am 18.10.2013 stattgegeben (Aktenzeichen 487 _M).

2.2 Elektrolytlosungen

2.2.1 Losungen fur die Ussing-Kammer-Messungen

Die Kolonschleimhaut wurde in einer Bicarbonat-gepufferten Parsonslésung (Parson und
Peterson 1965) inkubiert. Diese enthielt (in
mmol-I'"): NaCl 107; NaHCO; 25; NaH,PO, 0,2; Na,HPO, 1,8; KCI 4,5; CaCl, 1,25; MgSO, 1;
Glucose 12. Die Lésung wurde mit Carbogen (95% O,, 5% CO,; Vol/Vol) begast. Der pH-
Wert wurde mit NaHCOJ/HCI auf 7,4 eingestellt. Wahrend des Versuchs wurde die
Pufferlésung kontinuierlich mit Carbogen begast. Fir die chloridfreie Parsonslésung wurde
Chlorid &quimolar durch das impermeable Anion Gluconat (Gluc) ersetzt. Die Lésung enthielt
somit (in mmol-I™"): Natriumgluconat (NaGluc) 107; Kaliumgluconat (KGluc) 4,5; NaHCO; 25;
NaH,PO, 0,2; Na,HPO, 1,8; CaCl, 1,25; MgSO, 1; Glucose 12. Die Losung wurde ebenfalls
mit Carbogen (95% O,, 5% CO,; Vol/Vol) begast und der pH-Wert mit NaHCO4/HCI auf 7,4

eingestellt.
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Bei der Herstellung des calciumfreien Puffers wurde auf die Zugabe von CaCl, verzichtet.
Aufgrund einer dadurch sehr geringen Verringerung der Osmolalitdét wurde auf einen

Ausgleich verzichtet.

2.2.2 Losungen fur die Krypten

Isolationslésung

Die Isolationslosung fir die Kryptenpraparation aus dem distalen Kolon bestand in einer
Hanks balanced salt solution (HBSS) ohne Ca®* und Mg?, die 10 mmol-I* EDTA
(Ethylendiamin-N,N,N‘,N‘-tetraessigsaure) enthielt. Die pH-Einstellung auf 7,4 erfolgte mit
Trishydroxymethyl-aminomethan (TRIS) und HCI. Die Lésung wurde auf eine Temperatur

von 38 °C erwarmt.
Auffangtyrode

Die isolierten Krypten wurden anschlieRend in einer kaliumreichen, chloridarmen
Tyrodelbsung aufgefangen, die im Folgenden auch als Auffangtyrode bezeichnet wird
(B6hme et al. 1991, Diener et al. 1991). Diese Lésung bestand aus (in mmol-I"):
Kaliumgluconat (KGluc) 100; KCI 30; N-(2-Hydroxyethyl)-piperazin-N‘(2-ethanolsulfonsdure
(HEPES) 10; NaCl 20; MgCl, 1; CaCl, 1,25; Glucose 12,2; Natriumpyruvat 5 und BSA
(bovines Serumalbumin) 1 g-I'*. Der pH-Wert dieser Tyrode wurde mit KOH/HCI auf 7,4
titriert.

2.2.3 Losungen fir das Ca®*- Imaging mittels Fura-2

Fura-2 AM-L6sung

1 mg Fura-2 AM (Fura-2-acetoxymethylester; Life Technologies; Darmstadt, Deutschland)
wurde in 1 ml Dimethylsulfoxid (DMSO) gel6st, aliquotiert und bei -20 °C gelagert. An jedem
Versuchstag wurden dann der Auffangtyrode 3 pmol-I* Fura-2 AM und das Detergenz
Pluronic acid (Life Technologies; Darmstadt, Deutschland) zugesetzt, um die L&slichkeit des

Fura-2-AM zu verbessern.
Standard-Tyrodelésung

Die Standard-Tyrodeldsung, die wahrend der Calcium-Imaging-Versuche perfundiert wurde,
enthielt (in mmoI-I'l): NaCl 140; KCI 5,4; CaCl, 1; MgCl, 1; HEPES 10 und Glucose 12,2. Der
pH-Wert wurde mit NaOH/HCI auf 7,4 eingestellt.
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Bei der Herstellung des calciumfreien Puffers wurde auf CaCl, verzichtet.

2.3 Substanzen

Calmidazolium, Cyclopiazonsdure (Alexis, Griinberg, Deutschland), Darifenacin und
J104129 (Langford, Grol3britannien) wurden in DMSO (maximale DMSO-Konzentration 2,8
ml-I") geldst. Tetrodotoxin war in 2:10 mol-I* Citratpuffer geldst. Atropinsulfat, Butyrylcholin,
Dimethylphenylpiperazinium, Eserin, Hexamethonium, Natriumpropionat, Pirenezepin und
Telenzepin wurden in wassrigen Stammlésungen angesetzt. Sofern nicht anders angegeben,

stammten die Substanzen von Sigma (Taufkirchen, Deutschland).

2.4 Gewebepraparation

2.4.1 Praparation der Mucosa

Die Ratten wurden durch einen Kopfschlag betaubt, anschlieRend wurde das Genick
gebrochen und die Ratte durch einen Herzschnitt entblutet, sodass sie spéater der weiteren
Verwertung als Tierfutter dienen konnten. Nach der Eréffnung der Bauchhthle wurde das
Kolon distal am Ubergang zum Rektum, gekennzeichnet durch einen Lymphknoten
(Lindstrém et al. 1979), und proximal am Ubergang zum Caecum abgetrennt. Das nun freie
Kolon wurde in eine eisgekilhlte Carbogen-begaste Parsonslésung lberflihrt und sein
Lumen durch das Ausspiilen mit Parsonsldsung von den Faeces befreit. Dann wurde das
Kolon auf einen Kunststoffstab (Durchmesser von 5 mm) gezogen, sodass die Tunica serosa
und die Tunica muscularis nach einem circularen Schnitt am distalen Ende mit der Hand

abgestreift werden konnten.

Danach wurde das Submucosa-Mucosa-Praparat in Langsrichtung aufgeschnitten. Das
Gewebe wurde nun mit der mucosalen Seite nach oben flach auf einer eisgekuhlten
Glasplatte ausgebreitet und mit Parsonslosung umsplilt. Die Mucosa wurde mithilfe eines
Objekttragers in Richtung proximales Kolonende von der Submucosa abprapariert. Der
Ubergang vom distalen zum proximalen Kolon war an dessen Schleimhaut-Streifung

erkennbar (Lindstrom et al. 1979). Hier wurde die Mucosa mit einem Skalpell abgetrennt.
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2.4.2 Préaparation der isolierten Krypten

Fur die Isolation der Krypten wurde nur der distale Teil des Kolons verwendet. Nach der im
Kapitel 2.4.1 beschriebenen Methode wurde ein Submucosa-Mucosa-Praparat hergestellt.
Davon wurden ca. 3 cm mit Cyanacrylatkleber auf Plexiglashalter mit ovaler Aussparung
geklebt (Schultheiss et al. 2002). Das Gewebe wurde nun je nach Gewicht und Geschlecht
der Ratte fir funf bis zehn Minuten in einer Calcium-freien, EDTA-haltigen Isolationslésung
(siehe Kapitel 2.2.2) bei 38°C unter Carbogenbegasung inkubiert. Nach der Inkubation wurde
der Halter in einem Vibromischer eingespannt und innerhalb der Auffangtyrode (siehe Kapitel
2.2.2) geschiittelt, sodass sich die Krypten (Abb. 2.1) von der Darmschleimhaut I6sten. 30 pl
der Kryptensuspension wurden mit einer Mikropipette aufgenommen und auf runde, mit Poly-
L-Lysin (per Hand aufgetragen und trocknen gelassen) beschichtete Deckglaschen
aufgebracht (Schultheiss et al. 2002), die dann mit der Auffangtyrode (100 pl) bedeckt
wurden. Die Praparate konnten bis zu sechs Stunden im Kuhlschrank aufbewahrt werden.

Abb. 2.1 Isolierte Krypte aus dem distalen Rattenkolon

(Verwendung der Abbildung mit freundlicher Genehmigung von M. Diener)
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2.5 Ussing-Kammer

Die Ussing-Kammer dient zur Quantifizierung elektrogener Transportprozesse (Ussing und
Zerahn 1951). Bei den in der vorliegenden Arbeit verwendeten modifizierten Ussing-
Kammern handelte es sich um zwei wirfelférmige Plexiglashalften, die durch zwei
Schrauben verbunden wurden. Das Mucosa-Praparat wurde auf spitze Metallstifte
aufgespannt, die sich auf jeweils einer Seite der Kammer befanden, sodass nach dem
Zusammenschrauben beider Kammerhélften das Kolongewebe die zwei mit Pufferlésung
gefullten Kompartimente trennte. Die Messoberflache des Mucosa-Préparats betrug nach
dem Einspannen 1 cm? Die Kompartimente beiderseits des Gewebes fassten jeweils ein
Volumen von 3,5 ml. Mit einem temperierten Wasserkreislauf wurde die Badlésung konstant
auf 37 °C gehalten. An der Oberseite jeder Kammerhélfte befand sich eine Offnung, sodass
hieriiber Losungen ausgetauscht und Agonisten hinzugegeben werden konnten. Uber zwei
Gasfritten an der Unterseite der Kammerhalften wurde das Gewebe mit Carbogen versorgt,
um den pH-Wert der Lésung konstant auf 7,4 zu halten (vgl. Abb. 2.2). Unter diesen
Bedingungen konnen die epithelialen Funktionen mindestens sechs Stunden aufrecht
gehalten werden. Innerhalb dieser Versuchszeit sind keine elektromikroskopischen
Verédnderungen der Gewebemorphologie zu erkennen (Diener et al. 1989b).

Wasserbad

-:_f - --." A .
' " —
‘e 7 !
/ [ L | 2 /

Nadel Gas

Isc-Elektrode Potenzial-
Elektrode

Abb. 2.2 Schema einer modifizierten Ussing-Kammer

(Verwendung der Abbildung mit freundlicher Genehmigung von M. Diener)

Fur diese Arbeit wurde eine automatisierte Voltage-Clamp-Anlage mit dem Computer-

Programm ,WinClamp* (Ing. Blro flr Mess- und Datentechnik, Dipl. Ing. K. MuRZler, Aachen,
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Deutschland) zur Erfassung der transepithelialen Potentialdifferenz und der Applikation des

Kurzschlussstroms verwendet.

Die elektrischen Eigenschaften des Epithels kénnen mit einem Ersatzschaltmodell
beschrieben werden (Ussing und Zerahn 1951): Die Membranen der einzelnen Epithelzellen
kénnen als Kondensatoren und die einzelnen Kandle mit durchflie@enden Strémen als
Widerstande Ubersetzt werden, die alle in Reihe geschaltet sind. An diesem Ersatzschaltbild
wurde ein Schaltkreis aufgebaut. Mit ,WinClamp“ konnte neben der transepithelialen
Potentialdifferenz (Pd;; ,t“ = Tissue) auch die Gewebeleitfahigkeit (G; = Kehrwert des
Widerstandes) und der Kurzschlussstrom (ls.) erfasst bzw. (im Falle der Pd;) auf bestimmte

Werte eingestellt werden.

i e T e Bl
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c
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Zellinneres
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o— —O
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|

Abb. 2.3 Ersatzschaltkreismodell von Ussing und Zerahn (1951) fir ein Epithel

(Verwendung der Abbildung mit freundlicher Genehmigung von M. Diener). R1 = Innenwiderstand der
apikalen Stromquelle, R2 = Widerstand der apikalen Membran, R3 = Innenwiderstand der
basolateralen Stromquelle, R4 = Widerstand der basolateralen Membran, R5 = parazellularer

Widerstand. Em = Potential an der apikalen Membran, Es = Potential an der basolateralen Membran.

Das eingespannte Kolongewebe sezerniert spontan insbesondere CI'- und Bikarbonat-lonen
(Strabel und Diener 1995), sodass eine Potentialdifferenz entsteht, bei der die serosale Seite
gegenuber dem Lumen positiv geladen ist. Nachdem sich die Werte fur Pd; und Leitfahigkeit
stabilisiert hatten, wurde das Gewebe dem Voltage-Clamp-Modus ausgesetzt. In dieser
Einstellung konnte das transepitheliale Potential Pd; durch Einspeisen eines Stroms auf
definierte Werte eingestellt werden. Dadurch lieRen sich die elektrophysiologischen
Bedingungen fir den lonentransport verandern. Im Short-Circuit-Modus, eine Form des

Voltage-Clamps, wurde das Pd; auf 0 mV geklemmt. Der hierzu notwendige Strom wird als

16
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Kurzschlussstrom (Isc) bezeichnet, welcher somit der Summe aller elektrogenen
lonenbewegungen an diesem Epithel entspricht. Unter diesen Bedingungen herrscht kein
elektrischer Gradient und bei der Verwendung identischer Pufferldsung auf beiden Seiten der

Kammer besteht auch kein chemischer Gradient fiir lonenbewegungen durch das Gewebe.

Erfasst man unter diesen Bedingungen nun einen Nettotransport fur ein lon, handelt es sich
um einen primér oder sekundar aktiven Transportvorgang. Ist der I, positiv, so kann man auf
einen Netto-Anionentransport von der serosalen zur mucosalen Epithelseite schlieRen oder
auf einen Netto-Kationentransport vice versa. Der ls. wurde in pEquivalent pro Stunde und
pro cm? (mit 1 pEg-h™-cm™? = 26,9 pA-cm™), also Ladungsverschiebungen eines einwertigen

lons pro Zeit und Gewebeflache, angegeben.

| Open-circuit: | [Voltage-clamp: |
I —
m}iééme;er
\ \
N
- . . -
e C e
§ ~ short-circuit current
. — T = Isc
® N O | (isc)
serosal L____t mucosal serosal | __ | mucosal
C % ()

Abb. 2.4 Schaltbilder fir (rechts) Open-circuit Modus und (links)
Voltage-clamp Modus

(Verwendung der Abbildung mit freundlicher Genehmigung von M. Diener)

Am Ende des Versuchs wurden die Minutenwerte von |, und G; ausgedruckt und die Daten

zusatzlich in das Tabellen-Kalkulationsprogramm Excel exportiert.

Der Kurzschlussstrom unter basalen Versuchsbedingungen wird Baseline genannt. Diese
wurde aus dem Iy der letzten drei Minuten vor der Substanzzugabe gemittelt. Der hichste
Wert nach Substanzzugabe wird als Peak bezeichnet und die Ver&dnderung zwischen

Baseline und Peak als Al berechnet.
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2.6  Ca*-lmaging

2.6.1 Fura-2

Bei dieser Messmethode wurde eine Anderung der zytosolischen Ca**-Konzentration mit
Hilfe eines selektiven Fluoreszenzfarbstoffes, dem Fura-2, gemessen. Bei seiner
Grundstruktur handelt es sich um 1,2-bis(2-Aminophemoxy)ethan-N,N,N‘,N‘-tetraessigsaure
(BAPTA; Baylor und Hollingworth 2000). BAPTA stellt im Fura-2-Molekiil den Ca?-
Chelatbildner dar. Die physiologische Ca?*-Konzentration unter Ruhebedingungen im Zytosol
(ca. 100 nmol-I™") fallt in den optimalen Bereich (ca. 2 nmol-I"* bis ca. 20.000 nmol-I') von

Fura-2 mit der Dissoziationskonstante fir Ca%* von 224 nmol-I*.

Fura-2 ist allerdings stark negativ geladen, sodass es die Zellmembran per Diffusion nicht
passieren kann. Somit wird der ungeladene, membrangangige Acetoxymethyl(AM)-Ester
verwendet, um den Farbstoff in die Zelle zu schleusen. Der AM-Ester kann jedoch keine
lonen binden und zeigt auch keine Fluoreszenz. Innerhalb der Zelle wird der AM-Ester dann
durch verschiedene unspezifische Esterasen in das aktive Fura-2 gespalten. Der aktive
Fluoreszenzfarbstoff kann nach der Spaltung der Esterbindung die Zelle aufgrund seiner
negativen Ladung jetzt nicht mehr verlassen, akkumuliert also intrazellular (Tsien und Poenie
1986).

2.6.2 Versuchsaufbau und Datenerfassung

Das Ca*-Imaging wurde an einem inversen Lichtmikroskop (Olympus I1X-50, Olympus
Optical, Tokyo, Japan) mit einem Epifluoreszenz-Setup und einer Imageanalyse Software
(Till Photonics, Martinsried, Deutschland) durchgefiihrt. Die Lichtquelle stellte eine
Xenonlampe dar, deren Lichtwellen zunachst tber einen Spiegel in den Lichtleiter und dann
Uber einen dichromatischen Spiegel auf das Objekt geleitet wurden. Das Fura-2 wurde mit
dem Licht der Wellenlange 340 nm bzw. 380 nm angeregt, sodass die daraus resultierende
Emission (gemessen bei 510 nm) den dichromatischen Spiegel passieren und uber eine
CCD-Kamera (charge coupled device; Till Photonics, Martinsried, Deutschland)
aufgenommen werden konnte. Uber den Computer konnten so in Form von sogenannten live
displays die Veranderungen der zytosolischen Ca®*-Konzentration wéhrend der Versuche
aufgezeichnet werden. Durch einen beweglichen Spiegel konnte das Licht zur Kamera oder

zum Auge gelenkt werden.
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Durchlicht ®

Objekt _mmmmmm  opiexiiisch

Anregung Emission
340 bzw.
1
Monochromator-Einheit 380 nm S10.0m
‘ / — Auge
340 bzw. ?
| ® —_— 380 nrz“w - l)i(.hron atischer
Spiegel
\
I Filter
Xenon- |
 —m—————
lampe | /
Y Mikroskop
Computer CCD-Kamera

Abb. 2.5 Aufbau des Ca”—lmaging-Messstandes
(Verwendung der Skizze mit freundlicher Genehmigung von M. Diener)

Die Krypten wurden wie in Kapitel 2.4.2 beschrieben isoliert und auf Poly-L-Lysin-
beschichteten Deckglaschen fixiert. Danach wurden die Krypten mit der Fura-2-AM-L&sung
fur ein- bis anderthalb Stunden in Dunkelheit und bei Raumtemperatur aufgeladen. Nach der
Inkubationszeit wurde Uberschiissiger Farbstoff, der nicht in die Zellen aufgenommen wurde,
mit Auffangtyrode ausgesplilt und das Praparat in der gleichen Puffersubstanz wieder in
Dunkelheit und bei Raumtemperatur aufbewahrt.

Die Messkammer bestand aus einer Metallplatte mit einer kreisrunden Aussparung
(Durchmesser 1,8 cm) in der Mitte. Auf diese Aussparung wurde ein Deckglaschen mit den
Krypten aufgelegt. Dann wurde ein Teflon-Ring mit einer Offnung des gleichen
Durchmessers auf die Metallplatte aufgesteckt und festgeschraubt. In den Teflon-Ring
konnte 2 ml Flussigkeit hinzugegeben werden. Die gesamte Vorrichtung wurde auf dem
Objekttisch fixiert und an ein Perfusionssystem angeschlossen. Fir den gesteuerten Zu- und
Ablauf wurde die Schlauchpumpe (Typ 110SC.G18.CH5B, Ole Dich Instrumentsmakres
APS, Hvidovre, Danemark) angeschlossen. Die Zu- und Ablaufschlauche wurden
gegenuberliegend an etwa 2 cm hohen Teflon-Pins befestigt, sodass das Kammervolumen
wahrend der Perfusion konstant gehalten werden konnte. Die Perfusionsgeschwindigkeit

betrug 250 ml-h™*. Alle Versuche wurden bei Raumtemperatur durchgefiihrt.

Durch ein 20x Objektiv wurde bei Durchlicht ziigig nach einer geeigneten Krypte auf dem

eingespannten Plattchen gesucht und diese dann in die Mitte des Blickfeldes gebracht.




Material und Methoden

Davon wurde mit der Imaging-Software ein snap shot erstellt, der auf dem
Computerbildschirm in Falschfarben zu sehen war. Anhand dieser Darstellung wurden
einzelne Zellen manuell als Messbereich (ROl = region of interest) festgelegt. Au3erdem
wurde fur jede Messung ein ROl aullerhalb der Krypte als Leerwertmessbereich
aufgezeichnet.

Zu Beginn des Versuches wurde das Gewebe mit Standard-Tyrode-Lésung perfundiert und
einige Minuten lang eine Baseline aufgenommen. Nachdem sich das Fluoreszenz-Signal
stabilisiert hatte, konnten Substanzen vorsichtig pipettiert und wieder heraus perfundiert
werden. Am Ende wurde eine Vitalitatskontrolle mit Cyclopiazonsaure (CPA; 1,5-10®° mol-I™")
durchgefihrt. CPA blockiert die SERCA (= sarcoplasmic reticulum calcium ATPase), eine
Ca®*-ATPase am endoplasmatischen Reticulum (Goeger 1988). Das ist das wichtigste
Enzym zur Aufnahme von Ca* in intrazellulare Speicher. Dessen Blockade bewirkt (iber
einen Netto-Efflux von Ca®" aus Speicherorganellen wie dem Endoplasmatischen Retikulum

einen Anstieg der zytosolischen Ca?*-Konzentration in vielen Zelltypen (Moncoq et al. 2007).

Zur Datenerfassung wurde die Software TILLvisSION verwendet. Alle fiinf Sekunden wurde
ein Bildpaar aufgenommen. Dazu wurde die Emission bei einer Belichtung mit einer
Anregungswellenlange von 340 nm (Belichtungsdauer 70 ms) und anschlieend mit einer
Anregungswellenlange von 380 nm (Belichtungsdauer 70 ms) erfasst. Das Programm
errechnete die Ratio aus der Emission bei beiden Anregungswellenlangen, sodass die
Wirkung der Substanzen auf die zytosolische Ca*-Konzentration direkt beobachtet werden
konnte. Die Auswertung erfolgte lber verschiedene Datenanalyse-Programme. Als Baseline
galt die Fura-Ratio unter basalen Bedingungen, ermittelt als Durchschnittswert aus den
letzten drei Minuten vor Substratzugabe. Der hdchste Wert nach Substanzzugabe wurde als
Peak bezeichnet und die Veranderung zwischen Baseline und Peak als AFura-Ratio

berechnet.
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2.7 Desorption electrospray ionization mass spectrometry (DESI-MS)

Mit der Elektrosprayionisation werden lonen mithilfe der Elektrospray-Methode erzeugt (Dole
1968). Mit der Desorption electro spray ionization massspectrometry (DESI-MS) wurde die
Methode weiterentwickelt und eine hochempfindliche Detektionsmethode, die zudem eine

gewisse Raumauflosung erlaubt, geschaffen (Takats et al. 2004).

Ein Losungsmittel wurde durch eine Metallkapillare auf die zu analysierende Probe geleitet.
An der Spitze der Kapillare wurde eine elektrische Spannung angelegt, sodass es zur
Bildung eines elektrischen Feldes zwischen der Kapillare und einer Gegenelektrode kam.

Das Kolon-Préparat aus den Ratten wurde hierfir unmittelbar nach der Euthansie der Tiere
auf Glasplattchen in Trockeneis gebracht. Die Kolon-Praparate wurden vor den
Elektrosprayer gebracht und bei einer festen Flussrate von 5 pl-min™® mit dem Spray-
Losungsmittel Acetonitril  unter einer Spannung von 4 kV ,beschossen®. Die
substanzspezifischen lonen wurden anschlieRend in einem Massenspektrometer (Finnigan
LTQ Orbitrap Discovery, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) und mit
Atmospharendruckinterface analysiert. Das Praparat wurde mit einer Raster-Geschwindigkeit
von 200 pm-s™ bewegt, um die raumliche Verteilung des zu analysierenden Cholinesters zu
erfassen. Die Messungen wurden freundlicherweise von Stefanie Gerbig aus dem Institut fur
Anorganische und Analytische Chemie der JLU GielRen durchgefiihrt.

Zur Unterscheidung der jeweiligen Signale wurden Fenster gelegt, in denen das Massen- zu
Ladungsverhaltnisse (m/z) der jeweiligen Substanz zu erwarten war. Diese m/z-Fenster

lagen bei:

e Cholin: 104,10621-104.10855 (erwartet fur das geladene Molekil: 104,106991).

e Acetylcholin:  146,11557-146,11969 (erwartet fur das geladene Molekdil:
146,1175555).

e Propionylcholin: 160,13123-160,13481; (erwartet fir das geladene Molekiil:
160,1332055).

e Butyrylcholin: 174,14714-174,15072 (erwartet fur das geladene Molekiil:
174,1488555).

Die erwarteten Molekularmassen wurden (nach Korrektur um die Elektronenmasse wegen
der Ladung in der DESI-Analyse) mit dem Programm Exact Mass Calculator (Scientific

Instrument Services, 2015) berechnet.
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Abb. 2.6 Messung der aufgespannten Mucosa

(Verwendung der Abbildung mit freundlicher Kooperation von Stefanie Gerbig, Institut fur

Anorganische und Analytische Chemie der JLU Giel3en)

2.8 Statistik

Die Ergebnisse wurden als Mittelwert + Standardfehler des Mittelwerts (SEM, standard error
of the mean) oder in Originalkurven dargestellt. Wurden die Ergebnisse in Form von
Balkendiagrammen dargestellt, stellt die Balkenhéhe den Mittelwert und der Fehlerbalken
den SEM dar. Bei den Ussing-Kammer-Versuchen bezeichnet n die Anzahl der verwendeten
Gewebe und bei den Ca®-Imaging-Versuchen die Anzahl der Kryptenzellen. Um zwei
Gruppen miteinander zu vergleichen, wurde ein Student-Test angewendet. Bei den
Versuchen ging man von einer Normalverteilung der Ergebnisse aus (personliche Mitteilung
Prof. Dr. M. Diener 2014). Wenn die Mittelwerte von mehr als zwei Gruppen miteinander
verglichen wurden, wurde eine Varianzanalyse (ANOVA) gefolgt von einem Fishers Least-
significant difference Test durchgeftihrt. Ab einer Irrtumswahrscheinlichkeit von p < 0,05
wurden Effekte als statistisch signifikant betrachtet. Die Berechnungen erfolgten mittels einer
Statistik-Software (Winstat). Bei den Ca®*-Imaging-Versuchen wurde eine Antwort als solche
gewertet, wenn sie eine absolute Schwelle von 0,1 und den 4-fachen Wert der
Standardabweichung von der Baseline mindestens erreichte. Die Kurven, Balkendiagramme
und auch die Kurvenanpassungen (fit auf e-Funktion) wurden mit dem Programm Prism

erstellt und durchgefihrt.
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3 Ergebnisse

3.1 Nachweis des physiologischen Vorkommens der atypischen
Cholinester

Butyrylcholin und Propionylcholin konnten in allen vier fir diese Messungen eingesetzten
Mucosa-Praparaten des Rattenkolons nachgewiesen werden. Hierbei wurden mit der
Desorption electrospray ionization mass spectrometry Methode (DESI-MS) die
massenspektrometrischen Intensitdten von Cholin, ACh, Propionylcholin und Butyrylcholin,
die bei ,Beschuss® der Mucosaoberflache mit einem Acetonitril-Strahl unter Hochspannung
freigesetzt wurden, gemessen. Nach der lonisierung des Losungsmittels (siehe Kapitel 2.7),
fuhr ein Scanner mit einer Geschwindigkeit von 200 pm-s™ iiber einen Objekitrager, auf dem
sich das Mucosa-Praparat befand. Als ideale ,interne“ Kontrolle erwies sich das Cholinsignal
(wegen des hohen Gehalts an Cholin in Zellmembranen), das immer dann stark anstieg,
wenn sich der Scanner Uber der Mucosa bewegte, und auf null abfiel, wenn sich der Scanner
Uber dem reinen Objekttrager befand (oberste Reihe in Abb. 3.1). In dem in Abb. 3.1
beispielhaft dargestellten Scan bewegte sich der Scanner im Zeitraum von ca. 0,6 bis 1,35
Minuten tber der Mucosa. Im gleichen Zeitraum wurde ein massenspektrometrisches Signal
fur ACh gemessen (Reihe 2 in Abb. 3.1). Gleichzeit waren auch Propionyl- und Butyrylcholin
(Reihe 3 bzw. 4 in Abb. 3.1) auffindbar.

Die DESI-MS-Scans werden routinemaRig derart dargestellt, dass die relative Signalstéarke in
jedem Messfenster auf das hochste Signal fir die jeweilige Substanz normiert wurde,
welches dann als 100 % gesetzt wurde. Dementsprechend erscheinen die Peakhohen fir die
verschiedenen Cholinderivate in Abb. 3.1 gleich gro3. Werden jedoch die absoluten
Signalstarken der beiden ,atypischen® Ester Propionylcholin und Butyrylcholin mit derjenigen
von ACh im gleichen Préaparat (die als 100 % gesetzt wurde) verglichen, findet man fur
Propionylcholin eine Signalstarke von 2,6 + 0,85 % und flr Butyrylcholin von 2,3 + 0,46 %
(Mittelwert + SEM, n = 4) der Signalstarke im Vergleich zu epithelialem ACh. Die
Konzentration beider Ester im Kolonepithel ist zwar geringer als die des ,klassischen®

Cholinesters ACh, aber sie kommen physiologischerweise im Kolonepithel vor.
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Abb. 3.1 Nachgewiesene Signale im Mucosa-Homogenat

(Verwendung der Abbildung mit freundlicher Kooperation von Stefanie Gerbig, Institut
fur Anorganische und Analytische Chemie der JLU Giel3en)

DESI-MS Signal von Cholin (Reihe 1), Acetylcholin (Reihe 2), Propionylcholin (Reihe 3)
und Butyrylcholin (Reihe 4) bei Abrasterung eines auf einen Objekttrager geklebten
Mucosa-Praparats aus dem Kolon der Ratte. Die Abtastgeschwindigkeit betrug
200 pm-s™. Die Einstellungen (m/z) fiir die massenspektrometrische Analysefenster
lauteten fir Cholin: 104,10621-104.10855, fur Acetylcholin: 146,11557-146,11969, fir
Propionylcholin: 160,13123-160,13481 und fur Butyrylcholin: 174,14714-174,15072.

Die relative Signalstarke in jeder Reihe ist normiert auf das héchste Signal fir jede
Substanz, welches jeweils als 100 % gesetzt wurde. Die Abbildung zeigt das typische
Ergebnis von 4 unabhéngigen Versuchen.
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3.2 Ermittlung einer moglichen Desensitivierung am Mucosa-Praparat aus
dem distalen Kolon fur die cholinergen Agonisten Butyrylcholin und
Propionylcholin

In Gehirnen von Ratten konnte gezeigt werden, dass die ChAT dieselbe Affinitat fur Acetyl-
CoA, Propionyl-CoA und Butyryl-CoA aufweist (Rossier 1977). Da die Expression der ChAT
im Kolonepithel der Ratte nachgewiesen werden konnte (Bader 2014), das Kolonepithel
durch die Fermentation von Strukturkohlenhydraten permanent hohen Konzentration an
Butyrat und Propionat ausgesetzt ist (Binder 2010) und nun in dieser Arbeit auch
Konzentrationen von Propionyl- und Butyrylcholin am Kolonepithel der Ratte nachgewiesen
werden konnten, liegt die Vermutung sehr nahe, dass die ChAT auch an der Synthese von
Butyrylcholin und Propionylcholin am Kolonepitehl der Ratte beteiligt ist. In den folgenden
Versuchen wurde untersucht, ob diese Ester auch eine Anionensekretion am Mucosa-
Praparat auslésen kdonnen. Dazu wurden Mucosa-Préaparate aus dem distalen Kolon der
Ratte fir die Ussing-Kammer-Versuche gewahlt. Durch die mechanische Ablation der
Submucosa wurden in diesem Praparat die sekretomotorischen Neuronen des Plexus
submucosus entfernt. Die Cholinester sollten also, wenn sie wirksam sind, dann
hauptsachlich Gber Rezeptoren direkt an den Epithelzellen wirken kdnnen. Allerdings blieb
die Frage, ob nicht noch die im Gewebe verbliebenden Nervenendigungen Einfluss auf den
lsc haben konnten. Bader und Diener wiesen 2018 nach, dass am Caecum der Ratte der
Anstieg des I, durch Propionat conotxinresistent ist, sodass angenommen werden kann,
dass die verbliebenden Nervenendigungen nicht am Anstieg des | beteiligt sind und der I

Resultat von non-neuronalen Cholinester ist (Bader und Diener 2018).

Initial wurde daher getestet, ob Butyrylcholin (5-10* mol-I* auf der serosalen Seite
appliziert) einen Anstieg des ls. auslost und — falls ja — ob diese Antwort bei wiederholter
Zugabe des Agonisten eine Desensitivierung zeigt. Zwischen jeder Butyrylcholingabe wurde

die serosale Seite des Gewebes drei Mal in einem Abstand von finf Minuten ausgewaschen.
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Abb. 3.2 Wirkung wiederholter Butyrylcholingabe auf den Iy

Nach jeder Zugabe von Butyrylcholin (BCh; 5.10” mol-I* auf der serosalen Seite, markiert
durch die senkrechten Pfeile) zu den Mucosa-Praparaten aus dem distalen Rattenkolon wurde
ein transienter Anstieg des Is. gemessen. Dargestellt sind Mittelwerte (schwarze Kreise) + SEM
(graue Flache). Um die einzelnen Kurven auf die Zugaben von Butyrylcholin zu
synchronisieren, wurden Zeitintervalle von 5 bis 10 Minuten herausgenommen. So erklaren
sich die Unterbrechungen der Kurve; n = 8, Statistik siehe Tab. 3.1.

In der Varianzanalyse konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen den drei Peaks
untereinander ermittelt werden (Tab. 3.1), sodass, obwohl eine leichte Tendenz zum Abfall

zu beobachten war, von keiner Desensitivierung ausgegangen werden konnte.

Fur alle folgenden Versuche mit dem Mucosa-Préaparat konnte somit ein- und dasselbe
Praparat als Versuchs- und Kontroll-Praparat verwendet werden. Das heildt, fur alle
Experimente, in denen die Sensitivitat der Butyrylcholinantwort auf Inhibitoren untersucht
wurde, wurde zuerst die Antwort des Gewebes auf Butyrylcholin in Abwesenheit des
vermuteten Hemmestoffes getestet. Nach einem Waschschritt und nachfolgender Applikation
des Inhibitors wurde (nach 10-15 min Wartezeit) dann Butyrylcholin ein zweites Mal zu dem
gleichen Gewebe appliziert. Durch die Verwendung jeweils einer internen Kontrolle
(Butyrylcholinantwort am gleichen Gewebe) konnte die Anzahl der verwendeten

Versuchstiere minimiert werden.
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Tab. 3.1 Wirkung wiederholter Butyrylcholingabe auf den Iy

Butyrylcholin Alg. (LEg-h™-cm?)
1. Zugabe 11,62 + 1,49
2. Zugabe 10,20 £1,03
3. Zugabe 8,85+ 0,83

Angegeben ist der maximale Anstieg des I, den Butyrylcholin (5-10'4 mol-I" serosal) bei mehrfacher
Applikation zu Mucosa-Préparaten aus dem Kolon der Ratte auslést. Die Daten sind als Differenz zur
Baseline unmittelbar vor Applikation von Butyrylcholin dargestellt (Als) und sind Mittelwerte = SEM; n
= 8. Die Varianzanalyse ergab keine signifikanten Unterschiede (p = 0,26) zwischen den Mittelwerten
der Zugaben (1-3) des Agonisten.

AnschlieBend wurde getestet, ob auch Propionylcholin (10 mol-I* auf der serosalen Seite
appliziert) einen Anstieg des |, auslést und ob diese Antwort bei wiederholter Zugabe des
Agonisten eine Desensitivierung zeigt. Zwischen jeder Propionylcholinzugabe wurde die
serosale Seite des Gewebes drei Mal in einem Abstand von fiinf Minuten ausgewaschen.

Nach Varianzanalyse konnten bei diesem Ester signifikante Unterschiede zwischen den drei
Propionylcholin-Peaks untereinander ermittelt werden (Tab. 3.2), sodass von einer
Desensitivierung ausgegangen werden musste. Fur alle folgenden Versuche mit dem
Mucosa-Praparat musste daher jeweils ein Kontroll- und ein Versuchspraparat verwendet
werden. Fir alle Inhibitorenversuche wurde somit jeweils ein Gewebe mit dem vermuteten
Hemmstoff vorbehandelt und 10 - 15 min Propionylcholin appliziert. Diese Antwort wurde mit
der Propionylcholinantwort einer ,externen Kontrolle, d.h. einem Kontrollgewebe, das nicht

mit dem jeweiligen Inhibitor vorbehandelt wurde, verglichen.
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Abb. 3.3 Wirkung wiederholter Propionylcholingabeauf den I

Nach jeder Zugabe von Propionylcholin (PCh; 10° mol-I'* auf der serosalen Seite, markiert
durch die senkrechten Pfeile) zu den Mucosa-Préparaten aus dem distalen Rattenkolon wurde
ein transienter Anstieg des I gemessen. Um die einzelnen Kurven auf die Zugaben von
Propionylcholin  zu synchronisieren, wurden Zeitintervalle von 5 bis 10 Minuten
herausgenommen. So erklaren sich die Unterbrechungen der Kurve; Dargestellt sind
Mittelwerte (schwarze Kreise) + SEM (graue Flache), n = 6, Statistik siehe Tab. 3.2.

Tab. 3.2 Wirkung wiederholter Propionylcholingabe auf den I

Propionylcholin Als; (UEq-h™.cm™)
1. Zugabe 9,69 + 1,60°
2. Zugabe 5,87 +0,90°
3. Zugabe 4,17 +0,44°

Angegeben ist der maximale Anstieg des I, den Propionylcholin (10'3 mol-I"* serosal), bei mehrfacher
Applikation zu Mucosa-Praparaten aus dem Kolon der Ratte ausldst. Die Daten sind als Differenz zur
Baseline unmittelbar vor Applikation von Propionylcholin (Als.) dargestellt und sind Mittelwerte + SEM;
n = 6. Die Varianzanalyse zeigte eine signifikante Abnahme (p = 0,0082) der Wirkung bei wiederholter
Applikation von Propionylcholin zu dem gleichen Praparat. Statistisch homogene Gruppen sind mit

den gleichen Buchstaben (a, b) gekennzeichnet (Fishers Least-significant difference Test).
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3.3 Konzentrationswirkungsbeziehung fur Butyrylcholin und

Propionylcholin

In diesem Versuch wurden in Ussing-Kammer-Versuchen Mucosa-Préaparaten des distalen
Kolons Butyrylcholin und Propionylcholin in verschiedenen Konzentrationen auf der
serosalen Seite zugegeben. Bei den Versuchen mit Butyrylcholin wurde vor der néchsten
Zugabe das Gewebe drei Mal im Abstand von flnf Minuten ausgewaschen. Fur die Versuche
mit Propionylcholin wurde jeweils eine Konzentration je Gewebestiick appliziert, um die

Desensitivierung zu umgehen.

Butyrylcholin 16ste bei einer Konzentration von 10 mol-I'* einen signifikanten Anstieg des Iy
aus. Eine Erhthung der Konzentration bewirkte einen gréReren Anstieg des lg, bis die
Antwort in einem Konzentrationsbereich von ca. 10 bis 5-10* mol-I* ein Plateau erreichte
(Abb. 3.4). Eine Konzentration von 5-10“ mol-I* Butyrylcholin wurde fiir die weiteren

Versuche eingesetzt.

Der Anstieg des ls,, den Propionylcholin ausloste, war im Vergleich zu Butyrylcholin geringer.
Ein erster signifikanter Anstieg des I, wurde ab einer Konzentration von 10° mol-I*
beobachtet. Die Antwort erreichte ab einer Konzentration von ca. 10” mol-I'* ein Plateau
(Abb. 3.5). Bei diesem Ester wurden alle weiteren Versuche mit einer Konzentration im
maximalen Wirkbereich (10 mol-I") durchgefiihrt (Siehe auch Kapitel 4).
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Abb. 3.4 Konzentrationswirkungskurve fur Butyrylcholin am Mucosa-Préaparat

Da in dieser Arbeit bei Butyrylcholin (BCh) von keiner Desensitivierung ausgegangen wird,
konnten alle Konzentrationen auf ein Gewebe appliziert werden, wobei zwischen den
einzelnen Applikationen ein Waschschritt erfolgte. Nach jeder Zugabe von Butyrylcholin (auf
der serosalen Seite appliziert) wurde ein transienter Anstieg des Is. gemessen. Gezeigt sind
die gemittelten Kurven mit Mittelwert (Symbole) + SEM (graue Flache). Um die einzelnen
Kurven auf die Zugaben von Butyrylcholin zu synchronisieren, wurden Zeitintervalle von 5 bis
10 Minuten herausgenommen. So erklaren sich die Unterbrechungen der Kurve; n = 8,

Statistik s. Tab. 3.3

Tab. 3.3 Konzentrationswirkungskurve von Butyrylcholin am Mucosa-Préaparat

Butyrylcholinkonzentration Alge (MLEg-h™-cm?)
10° mol-I* 0,57 £0,18 *
5.10° mol-I* 3,83 +1,04*
10 mol-I* 7,57 +0,83*
2,5-10 *mol-I"* 8,72 + 0,96 *
5-10" mol-I* 7,55+1,51*

Alle Daten stellen den Mittelwert + SEM fiir den Anstieg des Is. im Vergleich zu einer tiber 3 Minuten

gemessenen Baseline direkt vor der jeweiligen Applikation von Butyrylcholin (Als) dar; n = 8. T-Test

fur abhéngige Stichproben * P < 0,05 versus der Baseline.
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Abb. 3.5 Konzentrationswirkungskurve fir Propionylcholin

Nach jeder Zugabe von Propionylcholin (PCh; auf der serosalen Seite appliziert) wurde ein
transienter Anstieg des Is. gemessen. Gezeigt sind die gemittelten Kurven mit Mittelwert
(Symbole) + SEM (graue Flache). Um die einzelnen Kurven auf die Zugaben von
Propionylcholin  zu synchronisieren, wurden Zeitintervalle von 5 bis 10 Minuten
herausgenommen. So erklaren sich die Unterbrechungen der Kurve; n = 6, Statistik s. Tab. 3.4.

Tab. 3.4 Konzentrationswirkungskurve von Propionylcholin am Mucosa-Préparat

Propionylcholinkonzentration Alg. (LEg-h™-cm™)
10°® mol-I" 0,25 + 0,05 *

5-10° mol-I* 0,18 + 0,07
10™ mol-I* 0,33+0,08 *

5-10° mol-I"* 2,00 £ 0,59 *
10"* mol-I* 2,13+0,44*

Alle Daten stellen den Mittelwert + SEM fiir den Anstieg des Is. im Vergleich zu einer tiber 3 Minuten
gemessenen Baseline direkt vor der jeweiligen Propionylcholin-Applikation (Al ) dar; n= 6. T-Test fur

abhangige Stichproben * P < 0,05 versus der Baseline.
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3.4 Wirkung von Butyrylcholin und Propionylcholin in chloridfreiem Puffer

Im Falle von ACh wird der Anstieg des Is. von einer Sekretion von Chloridionen getragen
(Strabel und Diener 1995). Um zu prifen, ob der Anstieg des I, den Butyrylcholin auslost,
ebenfalls auf eine Chlorid-Sekretion zurlickgeht, wurden Anionensubstitutionsversuche
durchgefuhrt. Dazu wurde die Wirkung von Butyrylcholin an Mucosa-Praparaten zuerst in
Gegenwart von Chlorid und dann unter chloridfreien Bedingungen gemessen.

Fur die chloridfreie Parsonslosung wurde Chlorid durch das Anion Gluconat ersetzt (Kapitel
2.2.1). Sie wurde auf serosaler und mucosaler Seite eingewaschen. Das Ergebnis zeigte,
dass die Butyrylcholin-Antwort am Kolonepithel von einer Sekretion von Cl-lonen getragen
wird: Nach einer Gabe von Butyrylcholin (5-10% mol-I* serosal) unter chloridfreien
Bedingungen war der Al,c-Wert von 0,33 + 0,13 uEq-h-cm? gegeniiber des Als.-Peaks von
7,39 + 1,33 u Eq-h™-cm™ nach der Kontrollgabe von Butyrylcholin in chloridhaltigem Puffer
signifikant reduziert (Abb. 3.6).
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Abb. 3.6 Butyrylcholin bewirkt eine Chlorid-Sekretion

Dargestellt ist der Anstieg des Isc nach Zugabe von  Butyrylcholin
(BCh; 510" moll* serosal) im Vergleich zu einer Uber 3 Minuten gemessenen Baseline
direkt vor der Zugabe. Der weil3e Balken steht fir die Kontrolle in normalem chloridhaltigem
Puffer, der graue Balken steht fiir den Versuch mit chloridfreiem Puffer. Die Balken stellen
Mittelwerte fur den Anstieg des ls. (Als) dar. Die vertikalen Linien stehen fur den SEM,;
n = 6, T-Test fur abhangige Stichproben * P < 0,05 versus Als, der entsprechenden
Kontrollgruppe.

Eine &hnliche und signifikante Abhangigkeit des I, von der Prdsenz von CI im Puffer

bestand fiir den ls-Anstieg, der durch Propionylcholin (10 mol-I"* auf der serosalen Seite) im

32



Ergebnisse

Mucosa-Praparat induziert wurde. Er betrug 10,01+ 2,35 puEg-h*.cm? (n = 6) in der
Anwesenheit und 1,35 + 0,36 pEq-h™-cm?in der Abwesenheit von CI' (n = 6) (Abb. 3.7).
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Abb. 3.7 Propionylcholin bewirkt eine Chlorid-Sekretion

Dargestellt ist der Anstieg des Isc nach Zugabe von Propionylcholin (PCh; 10" mol1? serosal) im
Vergleich zu einer Uber 3 Minuten gemessenen Baseline direkt vor der Zugabe. Der weil3e
Balken steht fir die Kontrolle in normalem chloridhaltigem Puffer, der graue Balken steht flr den
Versuch mit chloridfreiem Puffer. Die Balken stellen Mittelwerte flr den Anstieg des I (Als.) dar.
Die vertikalen Linien stehen fir den SEM; n = 6, T-Test fir unabhangige Stichproben * P < 0,05
versus Al der entsprechenden Kontrollgruppe.

3.5 Uberprifung neuronaler Beteiligung mittels Tetrodotoxin

Nun wurde untersucht, ob die durch Butyrylcholin- und Propionylicholin induzierte Chlorid-
Sekretion am Mucosa-Praparat moglicherweise auch von der Aktivitdt enterischer Neurone
abhéangig ist, da in der Lamina propria sich am distalen Kolon der Ratte auch neuronale
Somata des Plexus mucosus nachweisen lassen (Andres et al. 1985). Um die neuronale
Aktivitat zu unterdricken, wurde vor den jeweiligen Cholinester-Applikationen das Neurotoxin
Tetrodotoxin  (TTX, 10°mol-I*, auf der serosalen Seite) eingesetzt, welches
spannungsabhangige Na’-Kanale in Nervenzellen blockiert und somit die Weiterleitung der
Aktionspotentiale in enterischen Neuronen verhindert (Catteral 1980). Wie den Abbildungen
3.8 und 3.9 zu entnehmen ist, fuhrte eine Vorbehandlung mit TTX zu keiner signifikanten
Verédnderung des durch die atypischen Cholinester induzierten Stromanstiegs, sodass eine

wesentliche Beteiligung enterischer Neurone ausgeschlossen werden konnte.
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Abb. 3.9 Keine signifikante Hemmung der Butytrylcholin-Antwort durch TTX

Dargestellt ist der Anstieg des I, nach Zugabe von Butyrylcholin (BCh; 510™ moll™ serosal)
im Vergleich zu einer Gber 3 Minuten gemessenen Baseline direkt vor der Zugabe. Der
weilRe Balken steht fUr die Kontrolle ohne Inhibitor, der graue Balken steht fiir den Versuch
mit Tetrodotoxin (TTX; 10°moll* serosal). Die Balken stellen Mittelwerte fir den Anstieg
des I Uber die Baseline (Als,) dar. Die vertikalen Linien stehen fir den SEM; n = 6. T-Test
fur abhéangige Stichproben (P = 0,203).
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Abb. 3.8 Keine signifikante Hemmung der Propionylcholin-Antwort durch
Tetrodotoxin

Dargestellt ist der Anstieg des s hach Zugabe von Propionylcholin (PCh;10 moll™ serosal)
im Vergleich zu einer Uber 3 Minuten gemessenen Baseline direkt vor der Zugabe. Der
weilRe Balken steht fir die Kontrolle ohne Inhibitor, der graue Balken steht fiir den Versuch
mit Tetrodotoxin (TTX; 10® moll™ serosal). Die Balken stellen Mittelwerte fiir den Anstieg
des ls.Uber die Baseline (Als) dar. Die vertikalen Linien stehen fir den SEM; n = 6. T-Test
fir unabhéangige Stichproben (P = 0,176).
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3.6 Untersuchung der Wirkmechanismen von Butyrylcholin und
Propionylcholin am Kolonepithel mit Hilfe von Ussing-Kammer-
Versuchen

In den folgenden Experimenten sollte geprift werden, tUber welche Rezeptoren und Uber

welchen Signhalweg Butyrylcholin und Propionylcholin auf die Mucosa wirken.

3.6.1 Hemmung der Wirkung von Butyrylcholin und Propionylcholin
durch Atropin

Vorbehandlung mit Atropin (10° mol-I'* auf der der serosalen Seite) fiihrte sowohl im Falle
von Butyrylcholin (Abb. 3.10 und Abb 3.11) als auch im Falle von Propionylcholin (Abb. 3.12)
zu einer signifikanten Hemmung des durch den jeweiligen Ester ausgeldsten Anstiegs des I
an den Mucosa-Praparaten. Sowohl Butyrylcholin als auch Propionylcholin scheinen also
ihre Wirkungen tiber muskarinerge Acetylcholin-Rezeptoren zu vermitteln.

Im Vergleich beider Cholinester fiel allerdings auf, dass die Hemmung durch Atropin in der
verwendeten Konzentration von 10° mol-I* im Fall von Butyrylcholin deutlich schwécher
ausfiel als im Fall von Propionylcholin. Daher wurde fir diesen Ester eine zweite
Versuchsserie durchgefiihrt, bei der die Atropinkonzentration auf 10° mol-I* (auf der
serosalen Seite) erhéht wurde. Diese Atropinkonzentration unterdriickte nahezu vollsténdig
die Antwort auf Butyrylcholin (510 mol-I"), sie betrug lediglich 0,28 + 0,06 p Eq-h™.cm?
(n =7) im Vergleich zu 6,00 + 0,91p Eq-h™*-cm?in der dazu gehérigen Kontrollserie ohne
Atropin (Abb. 3.11). Mit anderen Worten, es scheinen hohere Konzentrationen am
kompetitiven Antagonisten Atropin notwendig zu sein, um die Bindung von Butyrylcholin an
die epithelialen Muskarinrezeptoren zu verhindern. Allerdings kann Atropin in diesem
Konzentrationsbereich auch nikotinerge Rezeptoren blockieren (Ambache 1955, siehe auch

weiter unten).
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Abb. 3.11 Atropin (lO'GmoI'I'l) hemmt den Ils.-Anstieg nach Zugabe von Butyrylcholin am
Mucosa-Praparat

Dargestellt ist der Anstieg des lsc nach Zugabe von Butyrylcholin
(BCh; 510™ moll™ serosal) im Vergleich zu einer tiber 3 Minuten gemessenen Baseline direkt vor
der Zugabe. Der weil3e Balken steht fir die Kontrolle ohne Atropin, der graue Balken steht fur den
Versuch mit Atropin (10°® moll™ serosal). Die Balken stellen Mittelwerte fir den Anstieg des (Als.)
dar. Die vertikalen Linien stehen fir den SEM; n =7, * p < 0,05 versus Als. der entsprechenden
Kontrollgruppe. T-Test fur abhéngige Stichproben.
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Abb. 3.10 Atropin (10®° mol1™) hemmt den I,.-Anstieg nach Zugabe von Butyrylcholin am
Mucosa-Praparat

Dargestellt ist der Anstieg des lsc nach Zugabe von Butyrylcholin
(BCh; 510 moll* serosal) im Vergleich zu einer tiber 3 Minuten gemessenen Baseline direkt vor
der Zugabe. Der weilRe Balken steht fur die Kontrolle ohne Atropin, der graue Balken steht fiir den
Versuch mit Atropin (10 moll™ serosal). Die Balken stellen Mittelwerte fir den Anstieg des (Als)
dar. Die vertikalen Linien stehen fur den SEM; n=7, * p < 0,05 versus Als. der entsprechenden
Kontrollgruppe. T-Test fur abhéngige Stichproben.
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Abb. 3.12 Atropin hemmt den Is.-Anstieg nach Zugabe von Propionylcholin am Mucosa-
Praparat

Dargestellt ist der Anstieg des lsc nach  Zugabe von Propionylcholin
(PCh; 10 mol1? serosal) im Vergleich zu einer Uber 3 Minuten gemessenen Baseline direkt vor
der Zugabe. Der weilRe Balken steht fur die Kontrolle ohne Atropin, der graue Balken steht fir
den Versuch mit Atropin (10'6 mol ™ serosal). Die Balken stellen Mittelwerte fir den Anstieg des
(Alsc) dar. Die vertikalen Linien stehen fir den SEM; n =6-7, * p<0,05 versus Als. der
entsprechenden Kontrollgruppe. T-Test fur unabhéngige Stichproben.

3.6.2 Wirkung von Subtyp-spezifischen Muskarin-Rezeptorblockern

Da sich am Kolonepithel die Subtypen M1 und M3 des muskarinergen Acetylcholin-
Rezeptors befinden (Haberberger et al. 2006, Khan et al. 2013), sollte durch den Einsatz
selektiver M1- und M3-Inhibitoren getestet werden, ob nur einer von beiden Subtypen oder
beide Subtypen die Butyrylcholin- und/oder Propionylcholinwirkung an der Mucosa

vermitteln.

Zu diesem Zweck wurde nach einer Kontroll-Butyrylcholin-Gabe
(5-10* mol-I* serosal) und einem dreimaligen Waschschritt vor der zweiten
Butyrylcholin-Gabe (5-10* mol-I'* serosal) der jeweilige Inhibitor serosal hinzugegeben.
Telenzepin, ein selektiver M1-Rezeptor-Blocker (Galvan et al. 1989) (10" mol-I"* serosal),
bewirkte eine Hemmung von mehr als 50 % der Antwort auf Butyrylcholin (n =8). Ein
anderer M1-Blocker, Pirenzepin (Starke 2001) (10° mol-I* serosal), fiihrte zu einer

Verringerung um ca. ein Drittel der Butyrylcholin-Antwort (n = 7).

Im Anschluss dazu wurden die M3-Rezeptor-Blocker Darifenacin (Zinner 2007) und J104129
(Mitsuya et al. 1999) eingesetzt. Bereits in einer Konzentration von 10° mol-I"* (serosal)
verminderte Darifenacin die Antwort auf Butyrylcholin signifikant (Abb. 3.13, Tab. 3.5). Es fiel

aber auf, dass die Hemmwirkung deutlich schwéacher war als diejenige, die der zweite
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eingesetzte M3-Rezeptor-Blocker, das J104129 (5-10° mol-I* serosal) ausiibte, welches die
Antwort auf Butyrylcholin weitgehend unterdrtickte. Daher wurde in einem weiteren Versuch
die Konzentration von Darifenacin auf 10° mol-I* (auf der serosalen Seite) erhéht. Dies
verminderte die Antwort von Butyrylcholin (5-10 mol-I* serosal) von 5,50 + 0.71 p Eq-h™*-cm’
2 (n = 8) auf 0,36 + 0,08 uEg-h™*-cm™ (n = 8, p < 0,05 versus Antwort in Abwesenheit von
Darifenacin).

Ein &hnliches Muster, d.h. eine moderate Hemmung durch die M1-Rezeptorblocker
Telenzepin (107" mol-I* serosal) und Pirenzepin (10°mol-I* serosal) und eine starke
Hemmung durch die M3-Rezeptorblocker Darifenacin (10°mol-I'* serosal) und J104129
(5-10° mol-I™* serosal) wurde auch bei der Antwort der Mucosa-Préparate auf Propionylcholin
(10 mol-I* serosal) beobachtet (Abb. 3.14, Tab. 3.6).
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A lsc (quh'1cm'2)

Abb. 3.13 Einfluss der Blockade der muskarinergen Acetylcholin-Rezeptoren auf BCh-Wirkung

Dargestellt ist der Anstieg des Isc (Als.) hach Zugabe von Butyrylcholin (BCh; 510 moll™ serosal) im
Vergleich zu einer Uber 3 Minuten gemessenen Baseline direkt vor der Zugabe. Der weil3e Balken
steht fur die Kontrolle ohne Inhibitor, der gemusterte Balken steht fiir den Versuch mit dem jeweiligen
Inhibitor (Konzentrationen siehe Tab 3-5). Die Balken stellen Mittelwerte fiir den Anstieg des lg. dar.
Die vertikalen Linien stehen fir den SEM; n = 7-8, =+ p < 0,05 versus Als. der entsprechenden

Kontrollgruppe.
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Abb. 3.14 Einfluss der Blockade der muskarinergen Acetylcholin-Rezeptoren auf PCh-

Wirkung

Dargestellt ist der Anstieg des Is. (Alse) nach Zugabe von Propionylcholin (PCh; 10° moll™
serosal) im Vergleich zu einer Uber 3 Minuten gemessenen Baseline direkt vor der Zugabe. Der
weilRe Balken steht fur die Kontrolle ohne Inhibitor, der gemusterte Balken steht fuir den Versuch
mit dem jeweiligen Inhibitor (Konzentrationen im Text oder in Tab 3-6 ablesbar). Die Balken
stellen Mittelwerte fur den Anstieg des Is. dar. Die vertikalen Linien stehen fir den SEM; n = 6-7,

* p < 0,05 versus Alg, der entsprechenden Kontrollgruppe.

39



Ergebnisse

Tab. 3.5 Einfluss der Blockade der muskarinergen Acetylrezeptoren auf die Wirkung von

Butyrylcholin

Bedingungen Alg (LEg-h™-cm?) n
M1-Rezeptor-Blockade
-Telenzepin 7,24 +1,12 8
+Telenzepin 3,19+0,59* 8
-Pirenzepin 7,23+ 0,90 7
+Pirenzepin 4,92 +1,14 7
M3-Rezeptoren-Blockade

-Darifenacin 562+1,71 7
+Darifenacin 3,31+0,67* 7
-J104129 8,39 + 1,00 8
+J104129 1,13+ 0,20 * 8

Gemessen wurde der I -Anstieg (Al) nach Butyrylcholin-Zugabe (5-10mol-I'serosal) in
Abwesenheit (-) von Inhibitoren oder nach Vorbehandlung (+) mit Telenzepin (107 mol-I* serosal),
Pirenzepin (10 mol-I*serosal), Darifenacin (10 mol-I* serosal) oder J104129 (5-10° mol-I"* serosal).
Die Daten stellen die Mittelwerte £+ SEM fir den Anstieg von ls. im Vergleich zu einer Uber drei
Minuten gemessenen Baseline direkt vor der Butyrylcholin-Applikation dar. T-Test fur abhéngige

Stichproben mit * p < 0,05 versus Al der entsprechenden Kontrollgruppe.
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Tab. 3.6 Einfluss der Blockade der muskarinergen Acetylcholin-Rezeptoren auf die Wirkung

von Propionylcholin

Bedingungen Alg (LEg-h™-cm?) n
M1-Rezeptor-Blockade

-Telenzepin 12,16 + 1,62 6

+Telenzepin 3,79+ 0,87 * 6

-Pirezepin 9,68 + 1,45 6

+Pirenzepin 4,31+0,52* 7
M3-Rezeptor-Blockade

-Darifenacin 11,21 + 1,46 6

+Darifenacin 2,45+ 0,44 * 6

-J104129 8,85+1,82 6

+J104129 0,47 +0,18 * 6

Gemessen wurde der Is.-Anstieg nach Propionylcholin-Zugabe (10 mol-I* serosal) in Abwesenheit (-)
von Inhibitoren oder nach Vorbehandlung (+) mit Telenzepin (10'7 mol-I"* serosal), Pirenzepin (10
®mol-I'"* serosal), Darifenacin (10° mol-I"* serosal), J104129 (5-10° mol-I"* serosal). Die Daten stellen
die Mittelwerte + SEM fir den Anstieg von Is. im Vergleich zu einer Uber drei Minuten gemessenen
Baseline direkt vor der Propionylcholin-Applikation dar. T-Test fir unabhéngige Stichproben mit * p <

0,05 versus Al der entsprechenden Kontrollgruppe.
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3.6.3 Wirkung von Hexamethonium am Mucosa-Préparat

Atropin als muskarinerger Antagonist bewirkte eine signifikante Hemmung der
Butyrylcholinantwort (vgl. Kapitel 3.6.1). Die Hemmung war allerdings nicht komplett - auch
nicht bei Erh6hung der Atropinkonzentration. Hier stellte sich die Frage, ob Butyrylcholin
seine Wirkung zusatzlich Uber andere Rezeptoren entfaltet. Da Bader und Diener (2014)
nachweisen konnten, dass nikotinerge Acetylcholin-Rezeptoren auch im Kolonepithel der
Ratte von funktioneller Bedeutung sind, wurde in folgender Versuchsreihe Hexamethonium
als unselektiver Hemmer von nikotinergen Acetylcholin-Rezeptoren (Baranowska et al. 2008)
eingesetzt.

10 mol-I* Hexamethonium (serosal) fihrten am Mucosa-Préparat zu einer signifikanten
Hemmung der Butyrylcholinantwort: Die Antwort auf Butyrylcholin (5:10* mol-I'* serosal)
betrug lediglich 1,51 + 0,19 pEqg-h™-cm™ (n = 6) im Vergleich zu 5,10 + 1,13 uEq-h™*-cm¥ in
der dazu gehdrigen Kontrollserie ohne Hexamethonium (p < 0,05 versus Al in Gegenwart
von Hexamethonium, n = 5).
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Abb. 3.15 Hexamethonium hemmt den Is.-Anstieg nach Zugabe von Butyrylcholin am
Mucosa-Praparat

Dargestellt ist der Anstieg des |l (Alg) nach Zugabe von Butyrylcholin
(BCh; 5-10™ mol-I" serosal) im Vergleich zu einer tiber 3 Minuten gemessenen Baseline direkt
vor der Zugabe. Der weiRe Balken steht fur die Kontrolle ohne Hexamethonium, der graue
Balken steht fiir den Versuch mit Hexamethonium (10 mol-I" serosal). Die Balken stellen
Mittelwerte fir den Anstieg des Alg. dar. Die vertikalen Linien stehen fir den SEM; n = 5-6, T-
Test fur abhéngige Stichproben * p < 0,05 versus Alg. der entsprechenden Kontrollgruppe.
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Daraus lasst sich schlieRen, dass dieser Ester auch nikotinerge Rezeptoren am Epithel
stimuliert. Da interessanterweise sowohl Atropin (Abb. 3.10) als auch Hexamethonium (Abb.
3.15) die Antwort auf Butyrylcholin um jeweils mehr als 50 % hemmen, deutet dies
moglicherweise auf eine Potenzierung der sekretorischen Antwort hin, wenn beide
Rezeptoren gleichzeitig stimuliert werden oder, dass eine Costimulation von Muskarin- und
Nikotinrezeptoren womoglich letztlich notwendig ist, um eine volle Antwort am Epithel

auszubilden.

Im Gegensatz dazu filhrten am Mucosa-Préaparat 10 mol-I*(serosal) Hexamethonium zu
keiner signifikanten Hemmung der Propionylcholinantwort: Die Antwort auf Propionylcholin
(5-10* mol-I'serosal) im Hexamethonium vorbehandeltem Mucosa-Praparat war lediglich
tendenziell mit 6,34 + 1,38 pEqg-h™-cm® (n = 6) im Vergleich zu 9,49 + 1,75 pEg-h*-cm? in

der dazu gehdorigen Kontrollserie ohne Hexamethonium verringert.

3.6.4 Wirkung von Hexamethonium und Eserin am Mucosa-Praparat

Da Butyrylcholin starkere Anstiege des I als Propionylcholin ausléste (vgl. z.B. Abb. 3.4 und
3.5) und auch um die Zahl der benétigten Versuchstiere zu reduzieren, wurden folgende
Versuche nun mit Butyrylcholin als prototypisches Beispiel eines atypischen Cholinesters
durchgefihrt.

Zuerst wurde untersucht, ob der transiente Zeitverlauf der Is.-Antwort auf Butyrylcholin durch
einen Abbau durch Acetylcholinesterasen, die am Kolonepithel histochemisch nachgewiesen
worden sind (Bader und Diener 2015), beruht. In dieser Versuchsreihe wurde Eserin als
Acetylcholinesterasehemmer (Koelle 1946) eingesetzt. Gleichzeitig stabilisiert Eserin
nikotinerge Acetylcholin-Rezeptoren in ihrer offenen Konformation (Albuquerque et al. 1984)
und fungiert somit als Nikotinagonist. Dies machte eine Vorbehandlung mit Hexamethonium
als nikotinergen Acetycholin-Rezeptor-Blocker (Baranowska et al., 2008) notwendig, um die
sekretionsauslésende Wirkung von Eserin durch Stimulation epithelialer nikotinerger

Rezeptoren auszuschalten.

Die Kontroll-Butyrylcholin-Antwort (5-10* mol-I* serosal) betrug 9,41 + 2,75 pEqg-h™*-cm?,
Nach einer Zugabe von 10° mol-I* Hexamethonium und 10 mol-I* Eserin betrug die
Butyrylcholin-Antwort nur noch 1,05 + 0,31 puEq-h™-cm™. Dies bestatigt noch einmal, dass die

Wirkung von Butyrylcholin auch Uber nikotinerge ACh-Rezeptoren vermittelt sein konnte.

Zusétzlich war an den Kurvenverlaufen des Alg. nach der Butyrylcholin-Gabe bei vorheriger

Behandlung der Mucosa mit Hexamethonium und Eserin im Vergleich zu den Kontrollen ein
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weniger steiler Abfall zu beobachten. Dieser verlangsamte Abfall verlief annahernd

exponentiell. In Abb. 3.16 wurde an Hand der gemessenen Daten eine e-Funktion ermittelt.

Der Versuch zeigt, dass die Blockade der Acetylcholinesterase die Wirkung von Butyrylcholin
verlangert (Abb. 3.17).
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Abb. 3.16 Eserin senkt die Geschwindigkeit des A I Peak-Abfalls

Die schwarze Kurve stellt die gemessenen Werte des Butyrylcholin-Peak-Abfalls nach Zugabe
von BCh (5-10™ mol-I"* serosal) bei Vorbehandlung der Mucosa mit 10> mol-I Hexamethonium

und 10 mol-I* Eserin serosal dar. Die rote Kurve ist die e-Funktion, die aus diesen Werten
ermittelt wurde.
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Abb. 3.17 Eserin verlangert die Zeit des A I Peak-Abfalls

Dieses Balkendiagramm zeigt die gemittelten Zeitkonstanten des Alg. Peak-Abfalls. Der weil3e Balken
zeigt den Wert nach alleiniger Zugabe von Butyrylcholin (5-10'4 mol-I* serosal). Der graue Balken gibt
den Wert bei vorheriger Behandlung des Mucosa-Praparats mit 10 mol-I* Hexamethonium und 10
mol-I" Eserin serosal an (n=6).

3.6.5 Wirkung des IP3-Rezeptor-Blockers
2-Aminoethoxydiphenylborat

Ein Anstieg der zytosolischen Ca?**-Konzentration kann eine CI-Sekretion induzieren (Hennig
et al. 2008). Das Calcium kann hierbei aus intrazellularen Speichern oder durch den
Einstrom aus dem Extrazellularraum ins Zytosol gelangen. Ein intrazellularer Speicher ist
z.B. das Endoplasmatische Retikulum, an dem sich IP3;-Rezeptoren befinden (Yoshida und
Imai 1997).

2-Aminoethoxydiphenylborat (2-APB) inhibiert diese 1P;-Rezeptoren (Maruyama et al. 1997,
Bootman et al. 2002). IP; ist ein second messenger, der sich vom
Phosphatidylinositolbisphosphat (PIP;) ableitet. IP; bewirkt tber die Stimulation von IP;-
Rezeptoren die Freisetzung von Ca** aus intrazellularen Calciumspeichern (Kapitel 1.4). Im
folgenden Versuch wurde 2-APB verwendet, um die Bedeutung der intrazellularen

Calciumfreisetzung bei der Signalkaskade der Butyrylcholinwirkung zu untersuchen.
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2-Aminoethoxydiphenylborat wurde im Lésungsmittel DMSO geldst. Lésungsmittelkontrollen,
um die alleinige Wirkung von DMSO auf das Gewebe zu ermitteln, ergaben, dass bei der
Zugabe von reinem DMSO die Kurvenverlaufe sich  nicht von den

Desensitivierungsversuchen unterschieden.

2-APB (10” moll* serosal) hemmte signifikant die Butyrylcholin-Antwort gegeniiber der
ersten Kontroll-Butyrylcholin-Gabe (510 moll* serosal) (vgl. Abb. 3.18). Die butyrylcholin-
induzierte CI'-Sekretion ist also von der Aktivierung des IP3;-Rezeptors und somit wesentlich
vom intrazellularen Calciumspeicher abhangig.

Zusatzlich konnte beobachtet werden, dass 2-APB auch die Baseline senkte, sodass man
davon ausgehen kann, dass die basale CI-Sekretion ebenfalls von 2-APB gehemmt wird.

A Isc (MEgh™'em™)
induziert durch BCh
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Abb. 3.18 Der IP;-Rezeptorblocker 2-APB hemmt die Wirkung von Butyrylcholin.

Dargestellt ist der Anstieg des Isc (Als) nach Zugabe von Butyrylcholin (BCh; 510" moll™
serosal) im Vergleich zu einer Gber 3 Minuten gemessenen Baseline direkt vor der Zugabe. Der
weil3e Balken steht fiir die Kontrolle ohne Inhibitor, der graue Balken steht fir den Versuch mit
2-Aminoethoxydiphenylborat (2-APB; 10 moll™* serosal). Die Balken stellen Mittelwerte fir den
Anstieg des Is. dar. Die vertikalen Linien stehen fir den SEM; n = 7, T-Test flr abhéngige
Stichproben * p < 0,05 versus Als. der entsprechenden Kontrollgruppe.

3.6.6 Wirkung von Butyrylcholin in Ca**-freiem Puffer

Nun wurde der Einfluss des extrazellularen Ca®* auf die butyrylcholin-induzierte CI-Sekretion
untersucht. Hier wurde wieder zunadchst serosal Butyrylcholin (5-10* moll™) zugegeben.
Dann wurde das Gewebe drei Mal im Abstand von fiinf Minuten mit Ca**-freiem Puffer

gewaschen. AnschlieRend wurde nach der Stabilisierung der Baseline ein zweites Mal
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Butyrylcholin (5-10* moll™ serosal) appliziert. Es konnte dabei eine geringe, aber statistisch
signifikante Abschwéachung des zweiten Butyrylcholin-Peaks um ca. 40% beobachtet werden
(Abb. 3.19). Die Anwesenheit von extrazellularem Ca?" scheint also fiir die Auslésung einer

Chlorid-Sekretion durch diesen Cholinester nicht essenziell zu sein.
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Abb. 3.19 Wirkung von Butyrylcholin in der An- und Abwesenheit von Ca®* auf der serosalen
Seite.

Dargestellt ist der Anstieg des I (Als;) nach Zugabe von Butyrylcholin (BCh; 510 moll™ serosal) im
Vergleich zu einer Uber 3 Minuten gemessenen Baseline direkt vor der Zugabe. Der weif3e Balken
steht fur die Kontrolle mit normalem calciumhaltigem Puffer, der graue Balken steht fur den Versuch in
calciumfreiem Puffer (appliziert auf der serosalen Seiten). Die Balken stellen Mittelwerte fir den
Anstieg des I, dar. Die vertikalen Linien stehen fir den SEM; n = 8, T-Test fUr abhangige
Stichproben, * p < 0,05 versus Als. der entsprechenden Kontrollgruppe.

3.6.7 Wirkung des Calmodulin-Antagonisten Calmidazolium auf den
Butyrylcholin-Peak

Der Ca”/Calmodulin-Weg ist eine Signalkaskade, die zur Aktivierung von
calciumabhangigen Chloridkanalen fuhrt (Hartzell et al. 2005). Hierbei muss zunéachst das
Ca’* an das intrazellulére Rezeptorprotein Calmodulin binden. Der Ca**/Calmodulin-Komplex
vermittelt die Offnung der Chloridkanale.

Calmidazolium ist ein Hemmstoff des Calmodulins (Adkins et al. 2000). Dieser Calmodulin-
Antagonist (eingesetzt in einer Konzentration von 5-10” moll* serosal) hatte jedoch keine

Wirkung auf den durch Butyrylcholin ausgeldosten Anstieg des Is. (Abb. 3.20).
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A Isc (MEgh'em™)
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Abb. 3.20 Wirkung von Calmidazolium auf die Butyrylcholinantwort

Dargestellt ist der Anstieg des I, (Alsg) nach Zugabe von Butyrylcholin (BCh;
510 moll™* serosal) im Vergleich zu einer iber 3 Minuten gemessenen Baseline direkt vor der
Zugabe. Der weil3e Balken steht fur die Kontrolle ohne Inhibitor, der graue Balken steht fir den
Versuch mit Calmidazolium (5-107 moll* serosal). Die Balken stellen Mittelwerte fiir den

Anstieg des Is. dar. Die vertikalen Linien stehen fir den SEM; n = 12. T-Test fur abhangige
Stichproben mit p = 0,2.
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3.7 Versuche mittels Ca?*-Imaging

Die Ussing-Kammer-Versuche mit 2-ABP deuten auf eine Rolle von Ca®* aus intrazelluldren
Speichern bei der Wirkung von Butyrylcholin am Kolonepithel hin. Um dies zu Uberprifen,
wurden Ca**-Imaging-Versuche an isolierten Krypten (s. Kapitel 2.6) durchgefiihrt.

3.7.1 Wirkung von Butyrylcholin und Acetylcholin an isolierten

Krypten

Isolierte Krypten aus dem Kolon wurden mit Fura-2 beladen, sodass Anderungen der
zytosolischen Ca®*-Konzentration an Hand von Anderungen des Fura-2-Ratio-Signals
sichtbar gemacht werden konnten. Dabei wurde die Wirkung von Butyrylcholin (10 mol-I™)
mit derjenigen von ACh (10 mol-I") verglichen. Es wird in dieser Arbeit angenommen, dass
hohere Konzentrationen der Cholinester als bei den Ussing-Kammern-Versuchen ben6étigt
wurden, um eine Wirkung zu erzielen, da die Versuche an den isolierten Krypten bei
Raumtemperatur und nicht, wie die Ussing-Kammer-Versuche, bei 37 ° C stattfanden,
sodass das fehlende Temperaturoptimum durch eine héhere Konzentration kompensiert
wurde. Beide Substanzen wurden per Superfusion (Superfusionsgeschwindigkeit von 250
ml-h™ bei einem Kammervolumen von ca. 2 ml, was eine schnelle Applikation der Ester

erlaubte) den isolierten Krypten zugefuhrt.

Butyrylcholin bewirkte im Vergleich zu ACh nur eine geringere und inkonsistentere Erhéhung
der zytosolischen Ca®'-Konzentration (Abb. 3.21). Gemessen wurden 71 Zellen, denen
zuerst Butyrylcholin und nach einem Waschschritt ACh appliziert wurde. 21 % der Zellen
reagierten auf Butyrylcholin mit einem Anstieg des Fura-2-Ratio-Signals von 0,15 + 0,01 (n =
15). Demgegentber standen 66 % der Zellen, die auf die nachfolgende Zugabe von ACh mit

einem Anstieg der Fura-2-Ratio um 0,43 + 0,06 (n = 47) reagierten.
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Abb. 3.21 Wirkung von Butyrylcholin und Acetylcholin auf die zytosolische Ca®*-
Konzentration

Hier ist ein Originalkurvenverlauf einer Fura-2-Imaging-Messung an einer Kryptenzelle
dargestellt. Die Zugabe von Butyrylcholin (10'3 mol-l'l) fahrte im Vergleich zu der Zugabe von
Acetylcholin (10'3 moI-I'l) nur zu einem geringen Anstieg des Fura-2-Ratio-Signals.

3.7.2 Dimethylphenylpiperazinium und Butyrylcholin an isolierten

Krypten

In den Ussing-Kammer-Versuchen lie3 sich die Wirkung von Butyrylcholin zu mehr als 95 %
durch Atropin und zu mehr als 70 % Hexamethonium hemmen. Diese ,Uberadditivitat* deutet
an, dass mdglicherweise eine Co-Stimulation von epithelialen Muskarin- und
Nikotinrezeptoren, die sich in ihrer Wirkung gegenseitig potenzieren, notwendig ist, um einen
maximalen Effekt auszulésen. Um diese Hypothese zu testen, wurde Butyrylcholin
gemeinsam mit Dimethylphenylpiperazinium (DMPP), einem nikotinergen Agonisten
(Trapper und Lewand 1981), appliziert und Anderungen im Fura-2-Ratio Signal der isolierten
Krypten gemessen. DMPP alleine bewirkt keinen Calcium-Anstieg in der Fura-2-Imaging-

Messung (personliche Mitteilung Prof. Dr. M. Diener, 2018).

Im Vergleich zur alleinigen Applikation von Butyrylcholin (10 mol-I") (Abb. 3.21) kam es bei
der Gabe von Butyrylcholin (10° mol-I") in Kombination mit DMPP (10 mol-I'") zu einem
signifikant groBeren Anstieg des Fura-2-Signals. An 107 getesteten Zellen loste die
Kombination beider Agonisten an 8 Zellen (8 %) einen Anstieg des Fura-2-Ratio-Signals um
0,25 + 0,05 aus (Abb. 3.22). Dies war signifikant hoher als die Antwort auf Butyrylcholin allein
(Abb. 3.23). Hier reagierten 15 von 71 der Zellen (21 %) auf Butyrylcholin mit einem Anstieg
des Fura-2-Ratio-Signals von 0,15 + 0,01.
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Die nachfolgende Applikation von ACh (10° mol-I?) fiihrte bei 65 der getesteten 107 Zellen
(ca. 60 %) zu einem Anstieg des Fura-2 Signals um 0,47 + 0,05. So wurde sichergestellt,

dass an vitalen Zellen gemessen wurde.
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Abb. 3.22 DMPP unterstitzt die Butyrycholin-Antwort

Hier ist ein Originalkurvenverlauf einer Fura-2-Imaging-Messung an einer Kryptenzelle
dargestellt. Die Zugabe von Butyrylcholin (10 mol-I") in Kombination mit DMPP (10®° mol-I™)
fuhrte zu einer Veranderung der zytosolischen Calcium-Konzentration. Am Ende des Versuchs
wurde Acetylcholin (10"3 moI-I"l) appliziert, um die Reaktionsfahigkeit der Kryptenzelle auf die
Stimulation cholinerger Rezeptoren zu Uberprifen. Statistik s. Abb. 3.23.
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Abb. 3.23 DMPP verstarkt die Butyrylcholin-Antwort signifikant

Der weil3e Balken stellt den Anstieg der zytosolischen Calcium-Konzentration (gemessen als Fura-2
Ratio-Signal) nach Zugabe von Butyrylcholin (10'3 moI'I'l) im Vergleich zu einer Uber 3 Minuten
gemessenen Baseline direkt vor der Zugabe dar (n = 15). Der graue Balken steht flir den Anstieg der
zytosolischen Calcium-Konzentration nach Zugabe von Butyrylcholin (10° molT™®) und DMPP (10°
moI-I'l) (n = 8). Die vertikalen Linien stehen fur den SEM. T-Test flr unabhangige Stichproben * p <
0,05 versus AFura-2-Ratio bei der alleinigen Zugabe von Butyrylcholin.
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4 Diskussion

ACh ist nicht nur ein Neurotransmitter, sondern wird auch parakrin als Mediator von Zellen
des so genannten non-neuronalen cholinergen Systems freigesetzt. Zu diesem System
gehdren hauptsachlich epitheliale Zellen mit Barrierefunktion, z.B. in der Haut, in den
Luftwegen oder im Gastrointestinaltrakt, sowie Zellen mit Abwehrfunktion wie Makrophagen
oder Granulozyten. All diese Zellen produzieren ACh und setzen diesen Botenstoff frei
(Wessler et al. 2003).

Bader (2014) charakterisierte Transporter und Enzyme des non-neuronalen Acetylcholins am
Kolon der Ratte und zeigte, dass lediglich die bereits von Klapproth (1997) nachgewiesene
Cholinacetyltransferase vom Oberflachenepithel exprimiert wird und an der Synthese von
ACh beteiligt ist.

Bader (2014) brachte auRerdem Butyrylcholin und Propionylcholin als atypische Agonisten
im non-neuronalen cholinergen System des Rattenkolon in die aktuelle Diskussion. Bislang
war lediglich das Ausgangsprodukt von Propionylcholin - die kurzkettige Fettsdure Propionat
- als Induktor einer Acetylcholinfreisetzung am Kolonepithel bekannt (Yajima et al. 2011a).
Ziel der vorliegenden Arbeit war es, Vorkommen und Funktionsweise beider atypischen

Ester am distalen Rattenkolon genauer zu untersuchen.

Fur die Publikation aus dem Jahre 2016 (siehe Kapitel 7) wurde der ECso-Wert (Wert der
mittleren effektiven Konzentration) am Mucosa-Préparat mit ca. 10 mol-I* fiir Butyrylcholin
und ca. 2-10™ mol-I"* fiir Propionylcholin ermittelt. Dies zeigt eine deutlich geringere Affinitat
der atypischen Ester fiir die Acetylcholin-Rezeptoren. Der maximale Anstieg des I lag
jedoch im gleichen Bereich wie derjenige, der durch Acetylcholin hervorgerufen wurde, was
darauf hinweist, dass sie als volle Agonisten wirken. Fur Propionylcholin wurde auf3erdem

ein konstanter Anstieg des I bis zu einer Konzentration von 10 mol-I'* gemessen.

4.1 Physiologisches Vorkommen von Butyrylcholin und Propionylcholin

Es ist bekannt, dass hohe Mengen an kurzkettigen Fettsauren im Kolon durch bakterielle
Fermentation entstehen. Hierbei fallen Acetat, Propionat und Butytrat in einem Verhaltnis
von 60:20:20 bei einer Gesamtkonzentration von etwa 100 mmol-I* an (Binder 2010). Da
diese kurzkettigen Fettsduren schnell Uber Diffusion oder Anionentransporter (vgl.
Hadjiagapiouet al. 2000) in die Zelle gelangen, stellte sich die Frage, ob die epitheliale

Cholinacetyltransferase daraus auch die entsprechenden Cholinester synthetisiert.

Fur das Rattenkolon konnte in DESI-Messungen tatsachlich der Nachweis fir das

physiologische Vorkommen von Propionylcholin und Butyrylcholin erbracht werden. Die
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Signalstarke von Propionylcholin betrug 2,6 + 0,85 % im Vergleich zu epithelialem ACh.
Butyrylcholin wies eine Signalstarke von 2,3 + 0,46 % im Vergleich zu epithelialem ACh auf.
Unter dem hohen Druck und der hohen Spannung des Elektrosprays werden bei den DESI-
Messungen vermutlich die Zellmembranen des Kolonepithels zerstort, sodass man
annehmen kann, dass diese Messungen die intrazellularen Konzentrationen der Ester

zeigen.

In dieser Arbeit wurde somit hachgewiesen, dass das Epithel mit seiner (wie in Kapitel 4.1.1.
noch beschrieben) Enzymausstattung auch Butyrl- und Propionylcholin neben ACh
produzieren kénnte. Man kann folglich annehmen, dass unter physiologischen Bedingungen
im Kolon der Ratte kontinuierlich verschiedene Cholinester freigesetzt werden. Die jeweiligen
Konzentrationen hangen von der aufgenommenen Nahrung ab, da abhéngig vom
Substratangebot die bakterielle Flora unterschiedliche kurzkettige Fettsduren synthetisiert
(Bugaut 1987).

Es bleibt also noch herauszufinden, inwieweit Uber ein Eingreifen in die Produktion der
kurzkettigen Fettsduren im Kolon (beispielsweise Uber ballaststoffreiche Nahrung oder
Antibiotikatherapie) die jeweiligen Konzentrationen moduliert werden kdénnen und ob dies
Auswirkung auf die Regulation der Funktion der Darmschleimhaut durch das epitheliale
cholinerge System (Yajima et al. 2011b) hat. Auch bleibt noch offen, ob die Bakterienflora
ebenfalls die atypischen Ester produziert.

4.1.1 Synthese und Abbau

Am Gehirn der Ratte wurde schon friih nachgewiesen, dass die Cholin-acetyltransferase
dieselbe Affinitat flr Acetyl-CoA, Propionyl-CoA und Butyryl-CoA aufweist (Rossier 1977).
Die Expression der Cholinacetyltransferase wurde bereits im Kolonepithel des Menschen
(Klapproth et al. 1997) nachgewiesen. Bader (2014) zeigte diese Expression auch im Kolon
der Ratte, sodass man aufbauend auf den DESI-Analysen nun davon ausgehen kann, dass
auch Propionyl- und Butyrylcholin von der epithelialen Cholinacetyltransferase im Kolon der

Ratte produziert werden.

Der Abbau von ACh erfolgt - wie am Kolonepithel histochemisch nachgewiesen (Bader und
Diener 2015) - u.a. Uber die Acetylcholinesterase bzw. Butyrylcholinesterase. Aul3erdem
kann man annehmen, dass die Acetylcholinesterase der Ratte starker von Eserin gehemmt
wird als die Butyrylcholinesterase der Ratte (Bitzinger et al. 2016). In dieser Arbeit konnte
gezeigt werden, dass die Blockade der Acetylcholinesterase die Wirkung von Butyrylcholin
am Mucosa-Praparat verlangert und so der Abbau von Butyrylcholin auch durch die

Acetylcholinesterase katalysiert wird.
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4.2 Atypische Agonisten im non-neuronalen cholinergen System

Die mdgliche Rolle von Butyrylcholin und Propionylcholin als Agonisten des non-neuronalen
ACh untersuchte schon Bader (2014): In Ussing-Kammer-Versuchen am Mucosa-
Submucosa-Praparat wurde von ihr nachgewiesen, dass Butyrylcholin und Propionylcholin
einen konzentrationsabhangigen Anstieg des Kurzschlussstroms bewirkten.

Darauf aufbauend wurde in der vorliegenden Arbeit untersucht, ob diese Ester auch am
Mucosa-Praparat, also in Abwesenheit des Plexus submucosus, eine Anionensekretion
auslosen. Hierbei wurden durch die mechanische Ablation der Submucosa die
sekretomotorischen Neuronen des Plexus submucosus entfernt, sodass die Cholinester nur
Uber Rezeptoren direkt an den Epithelzellen wirken konnten. Beide Ester fihrten in Ussing-
Kammer-Versuchen mit Mucosa-Praparaten zu einem Anstieg des Kurzschlussstroms. Die
Amplitude des durch die atypischen Ester induzierten ls. ist von der GréRenordnung her
vergleichbar mit dem maximalen Anstieg, den klassische Agonisten von cholinergen
Rezeptoren wie ACh oder Carbachol auslésen (Strabel und Diener 1995). Sie wirken also als
volle Agonisten an den cholinergen Rezeptoren. Vergleicht man die notwendigen
Konzentrationen in Relation zu ACh (s. z.B. Diener et al. 1989a), so fallt auf, dass hdhere
Konzentrationen der beiden atypischen Ester notwendig sind, um eine CI-Sekretion
auszultsen; sie scheinen also eine insgesamt eine niedrigere Affinitat als natives ACh zu
den beteiligten cholinergen Rezeptoren zu besitzen. Diese atypischen Ester haben
womoglich bei den physiologisch vorkommenden Konzentrationen Uber eine
Desensitivierung der Rezeptoren eher eine modulierende Funktion auf das starker wirkende
und in héheren Konzentrationen vorkommende ACh. Dies &hnelt der Wirkung von Cholin im
Kolon der Ratte, welches die muskarinergen Rezeptoren desensitiviert (Bader und Diener
2015).

Im darauf folgenden Anionensubstitutionsversuch waren die Butyryl- und auch die
Propionylcholin-Antwort unter chloridfreien Bedingungen signifikant reduziert. Beide Ester

fihren also zu einer Chlorid-Sekretion - so wie ACh (Strabel und Diener 1995).

Eine Vorbehandlung mit Tetrodotoxin flhrte zu keiner signifikanten Veranderung des durch
die atypischen Cholinester induzierten Stromanstiegs, sodass eine Beteiligung von

Natriumkandalen an verbliebenden Nervenendigungen unwahrscheinlich ist.
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4.2.1 Rezeptorwirkung

Um der Frage, an welchen Rezeptoren Butyrylcholin und Propionylcholin ihre Wirkung
entfalten, nachzugehen, wurde Atropin als muskarinerger Antagonist eingesetzt. Da Bader
und Diener (2014) nachweisen konnten, dass auch nikotinerge Acetylcholin-Rezeptoren im
Kolonepithel der Ratte von funktioneller Bedeutung sind, wurde zudem Hexamethonium als
unselektiver Hemmer von nikotinergen Acetylcholin-Rezeptoren (Baranowska et al. 2008)
eingesetzt. Atropin wie auch Hexamethonium fuhrten am Mucosa-Préparat zu einer
signifikanten Hemmung der Butyrylcholinantwort. Die Propionylcholinantwort wurde lediglich
durch Atropin signifikant gehemmt. Im Gegensatz dazu fihrte am Mucosa-Préaparat

Hexamethonium zu keiner signifikanten Hemmung der Propionylcholinantwort.

Daraus lasst sich schlieBen, dass womdglich eine Co-Stimulation von Muskarin- und
Nikotinrezeptoren notwendig ist, um eine volle Antwort auf Butyrylcholin auszubilden. Diese
Potenzierung der sekretorischen Antwort, wenn beide Rezeptoren gleichzeitig stimuliert

werden, scheint bei Propionylcholin weniger ausgepragt zu sein.

Da am Kolonepithel M1 und M3 muskarinerge Acetylcholin-Rezeptoren beschrieben sind
(Lindqgvist et al. 1998, Haberberger et al. 2006, Khan et al. 2013), wurden die Effekte von
Butyrylcholin und Propionylcholin in Gegenwart von selektiven M1- und M3-Antagonisten
untersucht, um zu Uberprifen, welcher muskarinerge Acetylcholin-Rezeptorsubtyp ihre
Antwort vermittelt. Die selektiven M1-Rezeptor-Blocker (Pirenzepin und Telenzepin)
bewirkten zwar eine statistisch signifikante Hemmung der Butyrylcholinantwort, die im
Vergleich zu der Gber 80 %-igen Hemmung Uber die M3-Rezeptor-Blocker (Darifenacin und
J104129) aber wesentlich geringer war. Ein ahnliches Muster, d.h. eine moderate Hemmung
durch die M1-Rezeptorblocker Telenzepin und Pirenzepin und eine starke Hemmung durch
die M3-Rezeptorblocker Darifenacin und J104129, wurde in der vorliegenden Arbeit auch bei
der Antwort der Mucosa-Praparate auf Propionylcholin beobachtet. Es spielen somit beide
Subtypen von muskarinergen Rezeptoren bei der Vermittlung der epithelialen Antwort auf
atypische Cholinester eine Rolle. Die starkere Hemmung durch M3-Antagonisten kdnnte
bedeuten, dass entweder M3-Rezeptoren starker vom Epithel exprimiert werden als M1-
Rezeporen oder aber, dass sie mit hoherer Effektivitat an die intrazellularen Signalwege, die
in die Regulation der intestinalen CI-Sekretion eingebunden sind, gekoppelt sind. Abb. 4.1
zeigt einen Uberblick der eingesetzten Rezeptorblocker und den Kreislauf der atypischen

Cholinester am Kolon der Ratte.
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Abb. 4.1 Ussing-Kammer-Versuche: Rezeptorwirkung

Die Abbildung zeigt schematisch eine Zelle des Kolonepithels. An der serosalen Seite sind die
muskarinergen Rezeptoren (M1- und M3-Rezeptor), ein nikotinerger Acetylcholin-Rezeptor (nAChR),
sowie die membrangebundene Acetylcholinesterase (AChE), die die Cholinester in kurzkettige
Fettsduren (SCFA) und Cholin spaltet, dargestellt. Auf der mucosalen Seite sind die Cl-Kanéle
abgebildet. Zudem sind alle eingesetzten Hemmsubstanzen in den Ussing-Kammer-Versuchen zur
Untersuchung der Rezeptorwirkung eingetragen. Die Hakchen bedeuten, dass die Wirkung der
eingesetzten Hemmstubstanzen (bzw. die Vermittlung des l.-Anstiegs, den atypische Cholinester
auslésen, durch eine CI"-Sekretion) experimentell in dieser Arbeit Uberprift wurden.

4.2.2 Intrazellulare Signalkaskade

Aus den Ussing-Kammer-Versuchen geht hervor, dass Butyrylcholin eine etwas hohere
Affinitat zu muskarinergen Rezeptoren als Propionylcholin aufweist, da hohere
Konzentrationen an Atropin notwendig waren, um eine vergleichbare Hemmwirkung zu
erzielen. Zur Untersuchung der Signaltransduktion wurde daher lediglich Butyrylcholin als
Agonist eingesetzt.

Butyrylcholin  bewirkt Uber die Stimulation von muskarinergen sowie nikotinergen
Acetylcholin-Rezeptoren eine CI-Sekretion am Mucosa-Praparat. Ein Anstieg der
zytosolischen Ca®*-Konzentration kann eine ClI-Sekretion induzieren (Hennig et al. 2008).
Das Calcium kann hierbei aus intrazellularen Speichern oder durch den Einstrom aus dem
extrazellularen Raum ins Zytosol gelangen. Die Versuche mit 2-APB und die Calcium-
Substitutionsversuche ergaben, dass ein calciumfreier Puffer nur eine geringe (und
statistisch nicht signifikante) Abschwéchung von ca. 40 % der Butyrylcholinantwort bewirkte.

Der intrazellulare Calcium-Speicher, das Endoplasmatische Retikulum, scheint Gber die 1P;-
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Rezeptoren eine deutlich einflussreichere Rolle in der Signalkaskade zu spielen. Hierbei
kann der Ca*/Calmodulin-Weg, der zur Aktivierung von calciumabhéngigen Chloridkanalen
fuhrt (Hartzell et al. 2005), als Sighalweg von Butyrylcholin ausgeschlossen werden, da ein

Calmodulinantagonist, das Calmidazolium, unwirksam war.

4.2.3 Rolle des intrazellularen Calciums

Die Rolle von Ca** aus intrazellularen Speichern bei der Wirkung von Butyrylcholin am
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Abb. 4.2 Ussing-Kammer-Versuche: intrazellulare Signalkaskade

Die Abbildung zeigt schematisch eine Zelle des Kolonepithels. An der serosalen Seite sind die
muskarinergen Rezeptoren (M1- und M3-Rezeptor), ein nikotinerger Acetylcholin-Rezeptor
(nAChR), sowie die membrangebundene Acetylcholinesterase (AChE), die die Cholinester in
kurzkettige Fettsauren (SCFA) und Cholin spaltet, dargestellt. In der Zelle ist das
endoplasmatische Retikulum (ER) schematisch abgebildet. Auf der mucosalen Seite sind die CI’
-Kanéle abgebildet. In dieser Abbildung sind die Blocker und die Puffervariation ,calciumfrei*
eingetragen. Die Hékchen bedeuten wieder, dass diese Substanzen eine Wirkung auf die
Butyryl- bzw. Propionylcholinantwort erzielten. Die umkreisten, durchgestrichenen Substanzen
hatten keinen Einfluss auf die Butyryl- bzw. Propionylcholinantwort.

Kolonepithel wurde weiter in Ca®*-Imaging-Versuchen an isolierten Krypten untersucht.
Hierbei bewirkte Butyrylcholin im Vergleich zu ACh nur eine geringere und inkonsistentere
Erhéhung der zytosolischen Ca®*-Konzentration: Nur ein kleiner Anteil der Zellen reagierte

auf Butyrylcholin, wahrend die Uberwiegende Mehrheit auf ACh eine Antwort zeigte.
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4.3 Co-Stimulation von muskarinergen und nikotinergen Acetylcholin-

Rezeptoren

Da sich in den Ussing-Kammer-Versuchen die Wirkung von Butyrylcholin zu mehr als 95 %
durch Atropin und zu mehr als 70 % durch Hexamethonium hemmen liel3, wurde
weitergehend in Imaging-Versuchen Butyrylcholin gemeinsam mit DMPP, einem nikotinergen
Agonisten (Trapper und Lewand 1981), an isolierten Krypten appliziert und Anderungen im
Fura-2-Ratio-Signal gemessen, um eine Co-Stimulation des Ca?*-Signalwegs zu zeigen.
Diese Messungen bestatigten in der Tat, dass es bei der Gabe von Butyrylcholin in
Kombination mit DMPP zu einem signifikant grof3eren Anstieg des Fura-2-Signals kommt,
wenn beide Agonisten kombiniert werden. Diese ,Uberadditivitat‘ deutet an, dass eine Co-
Stimulation von epithelialen Muskarin- und Nikotinrezeptoren, die sich in ihrer Wirkung
gegenseitig potenzieren, notwendig ist, um einen maximalen Effekt der Butyrylcholinantwort

auszulosen.
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4.4 Fazit: Rolle der Agonisten am Kolonepithel der Ratte

Durch bakterielle Fermentation von Strukturkohlenhydraten am Kolonepithel entstehen
kontinuierlich Konzentrationen von etwa 20 mmol-I'* Butyrat und Propionat (Binder 2010).
Die Gesamtkonzentration an kurzkettigen Fettsduren betragt 100 mmol-I* (Bugaut 1987).
Damit stellen Acetat, Butyrat und Propionat den Hauptteil der Anionen im Kolonlumen dar
(Charney et al. 1998). Die epitheliale Cholinacetyltransferase ist im Rattenkolon
nachgewiesen worden und wird fiir die Synthese von ACh funktionell verantwortlich gemacht
(Bader 2014). Die kurzkettigen Fettsauren Butyrat und Propionat gelangen Uber Diffusion
(Hadjiagapiou et al. 2000) oder einen apikalen SCFA-HCOs-Austauscher (Mascolo et al.
1991, Harig et al. 1991, Harig et al. 1996) in die Epithelzellen. Die Fragen, ob die dann
entstehenden Ester in der Zelle gespeichert werden und wie sie freigesetzt werden, bleiben
noch offen. Gesichert wurde durch diese Arbeit das physiologische Vorkommen der beiden
vermeintlich ,untypischen“ Ester. Diese fungieren, wie auch ACh, im Kolon als non-
neuronale Botenstoffe, die Auskunft Uber das aktuelle Darmmilieu und die aktuelle
Bakterienaktivitat bzw. das Mikrobiom (,Darmflora“) geben kdnnen. Ihre Wirkung gleicht auf
den ersten Blick der von ACh: Uber eine Erhéhung der intrazellularen Calciumkonzentration
kommt es zu einer Sekretion von Chlorid in das Darmlumen. Doch aufgrund der
physiologisch weitaus geringeren Konzentration im Vergleich zu ACh muss ihre Wirkung
mehr als modulierend interpretiert werden. Die atypischen Ester binden an die gleichen
Rezeptoren wie ACh und bewirken eine Chlorid-Sekretion. Diese fallt jedoch auch
affinitatsbedingt geringer aus, sodass diese Rezeptoren fir eine volle Wirkung des starkeren

Acetylcholins vielmehr desensitiviert werden.

Kurzkettige Fettsduren, die Ausgangsstoffe von ACh bzw. der beiden atypischen Cholinester
in der Darmschleimhaut, spielen aber auch eine Rolle bei der Antibiotika-assoziierten
Diarrhoe (Rao et al. 1988) oder anderen Darmerkrankungen. Das Ausgangsprodukt von
Propionylcholin - die kurzkettige Fettsdure Propionat — gilt als Induktor einer

Acetylcholinfreisetzung am Kolonepithel (Yajima et al. 2011a).
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Abb. 4.3 Ergebnisse im Uberblick

Die Abbildung zeigt schematisch eine Zelle des Kolonepithels. An der serosalen Seite sind die
muskarinergen Rezeptoren (M1- und M3-Rezeptor), ein nikotinerger Acetylcholin-Rezeptor (nAChR),
sowie die membrangebundene Acetylcholinesterase (AChE), die die Cholinester in kurzkettige
Fettsauren (SCFA) und Cholin spaltet, dargestellt. Zudem ist ein Natriumkanal einer Nervenendigung
schematisch serosal abgebildet. In der Zelle ist das endoplasmatische Retikulum (ER) schematisch
abgebildet. Auf der mucosalen Seite sind die Cl'-Kanale abgebildet. In dieser Grafik sind die Blocker,
die in den Ussing-Kammer-Versuchen eingesetzt wurden, mit dem jeweiligen Wirkort sowie die
Puffervariationen (chloridfrei bzw. calciumfrei) eingetragen. Die Hakchen bedeuten, dass diese
Substanzen eine Wirkung auf die Butyrylcholin- bzw. Propionylcholinantwort erzielten. Die umkreisten,
durchgestrichenen  Substanzen hatten keinen Einfluss auf die Butyrylcholin-  bzw.
Propionylcholinantwort.

Die Idee, uber Probiotika Darmerkrankungen wie die Antibiotika-assoziierte Diarrho
prophylaktisch zu behandeln (Beniwal 2003), konnte somit um das non-neuronale cholinerge
System erweitert werden. Nicht nur die Bakterienkolonisation, sondern auch das
Substratangebot fir die epitheliale Cholinacetyltransferase spielt hierbei eine wichtige Rolle.
Bei Wiederkauern konnte nachgewiesen werden, dass die Zusammensetzung des Futters
die Produktion von kurzkettigen Fettsduren im Vormagen wesentlich beeinflusst (Church
1988). Das heilt, tiber die Anderung der Nahrung oder auch der Darmflora kénnte man die
Produktion kurzkettiger Fettsduren beeinflussen. Hier stellt sich die Frage, wie diese primar
auf die CI-Sekretion wirken: Zum einen konnen sie direkt tber eine Stimulierung der
Freisetzung von ACh eine CI'-Sekretion bewirken, aber womaoglich auch gleichzeitig Uber die

Freisetzung von atypischen Cholinestern, die wiederum die Rezeptoren desensitivieren, die
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Sekretion dampfen. Zum anderen sind sie notwendige Substrate, damit die atypischen

Cholinester tberhaupt synthetisiert werden kénnen.

4.5 Das non-neuronale cholinerge System

Das Kolonepithel ist Teil des sogenannten non-neuronalen cholinergen Systems, zu dem in
der Hauptsache epitheliale Zellen mit Barrierefunktion wie z.B. in der Haut, in den Luftwegen
oder im Gastrointestinaltrakt, sowie Zellen mit Abwehrfunktion wie Makrophagen oder
Granulozyten gehoren (Wessler et al. 2003).

Haut und Schleimhéaute erfiillen eine Barriere- und Abwehrfunktion. Beide sind Teil des
angeborenen Immunsystems. Damit sie diese lebenswichtige Aufgabe erfiillen kénnen, muss
die Haut bzw. missen die Schleimhéaute intakt sein und Uber einen Signalweg verfligen, der
u.a. die Zellen des angeborenen Immunsystems alarmiert. Intakt bzw. geschiitzt vor
mechanischen und pathogenen mikrobiellen Einfliissen bleibt die Schleimhaut, wenn sie
Uber eine adaquate Mucusschicht verfugt. In diesem, auf den ersten Blick, einfachen
Zusammenhang haben mittlerweile bereits viele Arbeiten eine besondere Rolle des non-
neuronalen cholinergen Systems gezeigt (Wessler et al. 2003). Im Gastrointestinaltrakt von
Saugetieren synthetisieren also auch Epithelzellen des Kolons ACh (Klapproth et al. 1997,
Bader et al. 2014) und, wie in der vorliegenden Arbeit gezeigt wurde, zuséatzlich Butyrylcholin

und Propionylcholin.

Im non-neuronalen System des respiratorischen Epithels werden von luminal aus cholinerge
Rezeptoren auf Makrophagen und apikale Rezeptoren des Lungenepithels parakrin Uber
non-neuronales ACh angesprochen. AufRerdem erhalten auch sensorische Neurone der
oberen Atemwege Uber nikotinerge Rezeptoren von non-neuronalem bzw. epithelialem ACh
Informationen wie z.B. Uber pathogene Keime (Kummer und Krasteva-Christ 2014). Auch
spielen muskarinerge Acetylcholin-Rezeptoren womdgglich eine wichtige Rolle in der
Kontrolle der neuronal stimulierten Schleimsekretion in den Luftwegen (Rogers 2002). Hier
scheint ACh auch am inflammatorischen Prozess der COPD beteiligt zu sein (Gosens et al.
2004, Profita et al. 2005, Bateman et al. 2009, Profita et al. 2009).

Auch im Urothel konnte ein eigenstdndiges non-neuronales cholinerges System
nachgewiesen werden (Klapproth et al. 1997, Lips et al. 2007b). Dieses unterscheidet sich
bezlglich der Synthese und Freisetzung vom klassischen neuronalen cholinergen System,
sodass hier ein neuer pharmakologischer Ansatz fur die Therapie beispielsweise der
Uiberaktiven Blase gefunden werden konnte (Lips et al. 2007b). Auch dieses System kodnnte

der Abwehr von pathologischen Keimen dienen.
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In einer anderen Studie wurde gezeigt, dass auch in der Plazenta non-neuronal ACh
synthetisiert wird (Wessler et. al 2001). In der Plazenta soll ACh die Aufnahme von
Nahrstoffen, den Blutfluss in den PlazentagefalRen und die Vaskularisierung wahrend der
Plazentaentwicklung Uber die Stimulierung von nikotinergen Acetylcholin-Rezeptoren und
muskarinergen Acetylcholin-Rezeptoren steuern (Lips et al. 2005).

Das non-neuronale cholinerge System spielt zusatzlich in der Kutis eine herausragende
Rolle: Hier sorgt es - wieder Uber nikotinerge und muskarinerge Acetylcholin-Rezeptoren
vermittelt - fir den Zusammenhalt der Keratinozyten, also die Zell-Zell-Adhasion, sowie fir
die Zell-Matrix-Adhasion (Grando et al. 2006). Dies ist besonders fiur Krankheiten wie z.B.
dem Pemphigus vulgaris interessant, bei denen autoimmunbedingt die Zell-Zell-Kontakte
gestort sind. Beim Pemphigus vulgaris finden sich Auto-Antikdrper gegen das Desmoglein
der Desmosomen. Es wird aber diskutiert, dass womoglich weitere AntikGrper gegen
Acetylcholin-Rezeptoren diese Krankheit mit bedingen (Grando et al. 2006). In-vivo-
Experimente an Mausen mit Pemphigus vulgaris zeigten, dass cholinerge Agonisten die
Lasionen reduzierten (Fania et al. 2012). ACh wird aber nicht nur in den Keratozyten,
sondern auch in den Endothelzellen und insbesondere in immunkompetenten Zellen der
Haut synthetisiert (Kurzen et al. 2007). Eine zusammenfassende Darstellung einer Auswabhl

der Organe des non-neuronalen cholinergen Systems gibt Tab. 1.1.

Das Kolonepithel ist durch seinen intensiven Kontakt mit dem Mikrobiom, mit welchem der
Sauger in Symbiose lebt, ein besonderer Teil dieses allgemeinen non-neuronalen
cholinergen Systems: Alle (Schleim-)haute, die sich im standigen Kontakt mit der AuRenwelt
befinden, verfligen Uber eine physiologische mikrobielle Flora. Dies gilt fur die Kutis, die
Schleimhéute des oberen Respirationstrakts und des Urogenitaltrakts und, wie in den
vorangehenden Kapiteln ausfihrlich geschildert, fir die des Gastrointestinaltrakts. Diese
Darmflora produziert also womdglich nicht nur im Kolon, sondern auch in anderen
Schleimhéuten aus abgeschilferten Epithelzellen verschiedene kurzkettige Fettsduren. Es
bleibt herauszufinden, ob die cholinergen Agonisten Butyrylcholin und Propionylcholin in
weiteren non-neuronalen cholinergen Systemen zu finden sind und eine besondere

modulierende Rolle bei der cholinergen Signalibertragung spielen.
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5 Zusammenfassung

Das Kolonepithel produziert ACh, welches freigesetzt wird, nachdem die kurzkettige
Fettsdure Propionat an G-Protein gekoppelte Rezeptoren bindet. ACh wiederum induziert
Uber cholinerge Rezeptoren eine epitheliale Anionensekretion. Das Schliisselenzym der
Acetylcholinsynthese, die Cholineacetyltransferase, verestert Cholin unselektiv mit
kurzkettigen Fettsauren. Da Uber die bakterielle Fermentation das Kolonepithel permanent
hohen Konzentrationen von verschiedenen kurzkettigen Fettsduren ausgesetzt ist, stellte
sich die Frage, ob auch andere Cholinester (also nicht nur ACh) wie PCh oder BCh am
Kolonepithel produziert werden. In der Folge war zu untersuchen, ob diese ,atypischen®
Ester ebenfalls cholinerge Rezeptoren stimulieren, was wiederum eine Anionensekretion
bewirkt.

Experimentelles Vorgehen: Desorption electrospray ionization mass spectroscopy (DESI-
MS) und Ussing-Kammer-Versuche wurden an Mucosa-Praparaten des distalen
Rattenkolons durchgefuhrt. Zusatzlich wurden zur Darstellung der intrazellularen

Calciumkonzentration Fura-2-Messungen an Kolonkrypten durchgefihrt.

Ergebnisse: Die Analyse mit der DESI-MS bestétigte das physiologische Vorkommen von
ACh, PCh und BCh. In der Ussing-Kammer bewirkten beide atypischen Cholinester tber die
Stimulation einer Anionensekretion einen konzentrationsabhdngigen Anstieg des
Kurzschlussstroms. Die Versuche mit Blockern wurden an Mucosa-Praparaten ohne
Submucosa durchgefiihrt, um den Einfluss der Somata sekretomotorischer Neuronen des
Plexus submucosus zu verringern und die Wirkung der Cholinester hauptsachlich auf die
Rezeptoren direkt an den Epithelzellen zu beschranken. Im Gegensatz zu BCh, welches
nikotinerge und muskarinerge Rezeptoren stimulierte, wirkte PCh Uberwiegend an
muskarinergen Rezeptoren. Die Ergebnisse dieser Arbeit legen eine Co-Stimulation beider
Rezeptortypen nahe, die sich gegenseitig in ihrer Wirkung potenzieren. Dies konnte auch mit
Ca®*-lmaging mit BCh bestéatigt werden. In weiteren Ussing-Kammer-Versuchen wurde als

Ursache fiir die Erhéhung des I, eine Ca**-abhangige CI'-Sekretion nachgewiesen.

Schlussfolgerung und Ausblick: Diese Ergebnisse weisen auf einen Signallbertragungsweg
hin, der der Kommunikation zwischen den Darmmikroben und dem Wirt dient, welche
kurzkettige Fettsduren produzieren. Hierbei wird Uber die epitheliale Produktion von
Cholinestern das Kolonepithel parakrin beeinflusst. Hier stellt sich die Frage wie man den
modulierenden Einfluss der atypischen Cholinester in der Therapie bzw. Prophylaxe von

Diarrhd anwenden kdnnte.
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6 Summary

The colonic surface epithelium produces acetylcholine, which is released after binding of
propionate to G-protein coupled receptors for this short-chain fatty acid (SCFA). The
consequence is the induction of epithelial anion secretion via stimulation of cholinergic
receptors by epithelial acetylcholine. The key enzyme responsible for acetylcholine
synthesis, choline acetyltransferase, is known to be unselective concerning the fatty acid
used for esterification of choline. The colonic epithelium is permanently exposed to high
concentrations of different SCFA, which are produced by bacterial fermentation. In this thesis
the question was asked whether choline esters other than acetylcholine, i.e. propionylcholine
or butyrylcholine, are produced by the colonic epithelium, too, and whether these ‘atypical’
esters are able to stimulate cholinergic receptors involved in the regulation of colonic ion
transport.

Experimental approach: Desorption electrospray ionization mass spectroscopy (DESI-MS)
and Ussing chamber experiments were performed at the mucosa of the distal colon of the

rat. In addition the signal from Fura-2 in Ca®*-imaging experiments was measured.

Key results: DESI-MS analyses revealed the production of acetylcholine, propionylcholine
and butyrylcholine in the colonic surface epithelium. In Ussing chamber experiments, both
atypical choline esters caused a concentration-dependent increase in short-circuit current,
i.e. stimulated epithelial anion secretion. Inhibitor experiments in the absence of the
submucosal plexus revealed mainly the stimulation of epithelial cholinergic receptors. While
butyrylcholine obviously stimulated both nicotinic and muscarinic receptors, propionylcholine
predominantly stimulated muscarinic receptors. Overadditve actions of antagonists for
muscarinic and nicotinic suggest a co-stimulation of both receptor types at level of the
epithelium. Ca**-imaging experiments with butyrylcholine directly confirmed this conclusion a
co-stimulation. Additional Ussing chamber experiments revealed that the increase in short-
circuit current is caused by a secretion of chloride, which is modulated by the intracellular

calcium concentration.

Conclusions and Implications: These results suggest a novel pathway for communication
between intestinal microbes producing SCFA and the host. This communication is mediated
via modification of epithelial production of choline esters involved in the paracrine regulation
of the colonic epithelium. Thus the question arises how the modulating effect of atypical

choline esters could be used in therapy or prophylaxis of diarrhea.
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