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Abklrzungen
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Pd Potentia differenz

r Korrelationskoeffizient

SEM mittlerer Fehler des Mittelwerts (standard error of the mean)
TEA Tetraethylammonium

TTX Tetrodotoxin

VIP V asoaktives I ntestinal es Polypeptid



|. Einleitung

1.1 Adrenalin
1.1.1 Biologische Grundlagen

Adrenalin zéhlt zu den korpereigenen Catecholaminen, neben Nor-
adrenalin und Dopamin (Starke und Palm, 1996). Es fungiert im Organismus a's
Neurotransmitter und als ergotropes Hormon (Dudel, 1995a); deswegen wird
auch die Bezeichnung ,Neurohormon® verwendet (Burks, 1994). Als
Transmitter kommt es ausschlieflich in Nervenzellen des zentralen
Nervensystems vor, die grofenteills in der Medulla oblongata liegen. Als
Hormon wird es vom Nebennierenmark ausgeschittet (Starke, 1996a).
Synthese, Speicherung und Freisetzung von Adrenalin finden in den zentralen
Neuronen oder in den sogenannten chromaffinen Zellen oder Chromaffino-
zyten des Nebennierenmarks statt. Der Name stammt von der hohen Affinitat
der zytoplasmatischen Granula dieser Zellen zu Chromsalzen, mit denen sie sich
anférben lassen. Diese von einer einfachen Membran begrenzten Granula sind
Trager der Markhormone Adrenalin und Noradrenalin und werden deshalb auch
als Catecholamingranula bezeichnet (Ddcke und Kemper, 1994). Dabel wird
Adrenalin in anderen Zellen synthetisiert als Noradrenalin. Morphologisch
betrachtet sind diese Zellen des Nebennierenmarks den postganglionéren
sympathischen Neuronen homolog (Lefkowitz et al., 1990; Janig, 1995). Das
Nebennierenmark entspricht damit einem modifizierten sympathischen
Ganglion, daher das Synonym ,, Paraganglion suprarenale* (Décke und Kemper,
1994).

Es gibt zwei verschiedene Mechanismen der Regulation der Biosynthese
von Nebennierenmark-Catecholaminen: Zum einen gibt es eine sympathische
Innervation durch praganglionéare, cholinerge Neurone (Lefkowitz et al., 1990).
Uber deren Stimulierung wird die Aktivitat der an der Synthese beteiligten

Enzyme gesteigert und die Freisetzung der Hormone induziert. Diese Wirkung



wird offenbar Uber Cotransmitter des Acetylcholins in den pragangliondren
Nervenendigungen moduliert, v. a. Vasoaktives Intestinales Polypeptid (VIP),
Substanz P und Enkephaline. Das vermittelnde Signal stellt wahrscheinlich ein
Anstieg der intrazellulédren Ca2t-Konzentration tiber Einstrom durch Calcium-
Kande dar. Daneben Uben auch Glucocorticoide und ACTH
(Adrenocorticotropes Hormon) einen steigernden Einflufd auf die Adrenalin-/
Noradrenalin-Synthese im Nebennierenmark aus. Zur kurzfristigen Regulation
gibt es einen negativen feed back-Mechanismus durch freie Catecholamine auf
die eigene Synthese (D6cke und Kemper, 1994).

Ausgangspunkt des Adrenalin-Zusammenbaus ist die Aminosaure Tyro-
sin. Sie wird aus dem Extrazellularraum in die synthetisierenden Nerven- oder
Nebennierenmarkzellen aufgenommen. Dort katalysieren verschiedene zyto-
plasmatische bzw. vesikelsténdige Enzyme tber mehrere Zwischenprodukte die
Bildung des sekunddren Amins Adrenain (Abb. [.1.A und 1.1.B; Starke,
19964).
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Abb. [I.1.A: Schematische Darstellung der Synthese, Speicherung und
Freisetzung von Adrenalin (modifiziert nach Burks, 1994).
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Abb. .1.B: Strukturformel von Adrenalin.

Die Freisetzung des Adrenalins aus den Chromaffinozyten wird ge-
triggert Uber cholinerge Synapsen préaganglionarer Neurone aus dem Thorakal -
mark. Die Aktivierung des Nebennierenmarks erfolgt v. a. bel physischem oder
psychischem Stref3 Gber den Hypothalamus und das limbische System (Janig,
1995). Ein ankommendes Aktionspotential induziert, genau wie bei den
adrenergen Neuronen, einen Ca2t-Einstrom. Die so erhéhte intrazellulére
Calcium-Konzentration setzt die Fusion der Veskelmembran mit der
neuronalen bzw. der Zellmembran Uber sog. ,docking proteins’ in Gang.
Diesem Schritt folgt die Exozytose der Speichersubstanz in den synaptischen
Spalt bzw. den Extrazellularraum um die Chromaffinozyten.

Dabei bestehen die aus dem Nebennierenmark ausgeschutteten Cate-
cholamine zu ca 80% aus Adrenalin und zu ca. 20% aus Noradrenalin
(Lefkowitz et al., 1990).

1.1.2 Adrenerge Rezeptoren

Die Wirkung von Adrenalin wird Uber adrenerge Rezeptoren auf den
Zielzellen vermittelt. Nach der Freisetzung diffundiert Adrenain zu den
Rezeptoren, stimuliert diese wéhrend der reversiblen Agonist-Rezeptor-
Bindung und [6st nach Aktivierung intrazellulérer Vermittlungssysteme, zu
denen z. B. die Adenylatcyclase, Phophoinositolbisphosphat und lonenkanédle
zahlen, schliefdlich seine biologische Antwort aus (Burks, 1994).



Bei den Adrenozeptoren handelt es sich um mehrfach membrangangige
Peptidketten, die an der Innenseite der Cytoplasmamembran an ein G-Protein (=
Guaninnucleotid-bindendes Protein) gekoppelt sind (Meyer, 1994). Die
Bindung des Agonisten an den extrazelluldren Rezeptor-Bereich fihrt eine
Konformationsdnderung im Rezeptormolekil herbei (Burks, 1994). Das Signal
wird von dem G-Protein aufgenommen und Uber die second messenger-Syste-
me an die Effektoren weitergeleitet (Fichtl et al., 1996). Diese Zielproteine -
Enzyme oder lonenkandle der Zielzelle - sind schliefdich die Trager der biolo-
gischen Wirkung des Agonisten am Rezeptor, und ihre Aktivitdt wird Gber die
G-Proteine reguliert (Burks, 1994). Da jedes aktivierte G-Protein mehrere
Zielproteine beeinflussen kann, stellt dieser Transduktionsmechanismuns eine
chemische Multiplikation jedes Signals dar, das vom Rezeptor ausgeht (Fichtl et
al., 1996).

Die klassische Einteilung der Adrenozeptoren unterscheidet, nach ihrer
pharmakol ogischen Empfindlichkeit, einen a- und einen 3-Rezeptortyp und ihre
jeweiligen Subtypen a1, a2, B1, B2 und B3 (Lefkowitz et a., 1990). Eine
modernere Eintellung klassifiziert 3 Haupttypen: a1, a2 und 3. Grundiage
dieser neueren Unterteilung sind zum einen die 3 verschiedenen second
messenger-Systeme, die diesen Rezeptortypen jewells nachgeschaltet sind. Zum
anderen sprechen neuere Erkenntnisse Uber die Aminosdure-Sequenzen der
Rezeptormolkile fir diese Dreitellung (Bylund et al., 1994). Jede dieser 3
Hauptgruppen &3t sich weiter in pharmakologisch bzw. molekularbiologisch
definierte Subtypen differenzieren.

B-Rezeptoren aktivieren tber ein stimulatorisches G- (= Gg-) Protein die
Adenylatcyclase. Uber cAMP und Proteinkinase A werden schlieldlich
Zielproteine phosphoryliert, d. h. ihrerseits aktiviert. Dies kann u. a. zu einer
Offnung von Ca2*t-Kandlen filhren. Daneben kann durch gesteigerte
intrazellul&re Ruckspeicherung die Calcium-Konzentration sinken, was z. B. ein
Erschlaffen glatter Muskulatur ausl6st (Lefkowitz et al., 1994).



31-Rezeptoren sprechen auf Adrenalin und Noradrenalin gleichermalien
an. Bo-Rezeptoren hingegen sind fur Adrenalin 100fach empfindlicher als fir
Noradrenalin. Présynaptisch stellen sie einen positiven feed back-M echanismus
dar, Uber den die Catecholamin-Ausschittung gesteigert wird (Lefkowitz et al.,
1990). Seit kirzerer Zeit ist die Existenz eines dritten [3-Rezeptor-Subtyps
bekannt. Da er auf die verfligbaren Betablocker nicht anspricht, wurde er auch
as ,atypischer* [-Rezeptor bezeichnet (Burks, 1994). An diesem [33-Rezeptor
ist Noradrenalin etwa 10mal wirksamer als Adrenalin (Lefkowitz et al., 1990).

a1-Rezeptoren sind an ein bislang nicht naher definiertes G-Protein
gekoppelt. Uber Aktivierung der Phospholipase C wird Phosphatidylinositol-
bisphosphat in Inositoltriphosphat (IP3) und Diacylglycerol gespalten. IP3
mobilisiert Ca2t aus intrazelluldren Speichern. In vielen Geweben kommt noch
ein Einstom von extrazelluld&rem Calcium hinzu; ein Resultat ist u. a. die
Kontraktion glatter Muskulatur. Diacylglycerol und Calciumionen aktivieren
Proteinkinasen, die wiederum Zielproteine phosphorylieren (Lefkowitz et al.,
1990). Enterale Neurone kénnen Uber a1-Rezeptoren gehemmt werden, indem
das freigesetzte Ca2+ Kalium-Kanale 6ffnet und so die neuronale Membran
hyperpolarisiert wird (Burks, 1994).

Uber das inhibitorische G- (= Gj-) Protein des a»-Rezeptors wird die
Adenylatcyclase deaktiviert; der intrazelluldre cAMP-Spiegel und damit die
Aktivitdt der Proteinkinase A sinken. Ist der Rezeptor présynaptisch lokalisiert,
werden membranstandige Ca2*-Kandle gehemmt und die K*-Leitfahigkeit
erhoht. Daraus resultiert eine Membranhyperpolarisation. Auf diesem Weg kann
der Transmitter as negativer feed back-Mechanismus seine eigene
Ausschittung mindern oder auch die Acetylcholin-Freisetzung aus cholinergen
Nervenendigungen reduzieren (Lefkowitz et al., 1990). Neben diesen
prasynaptischen Auto- bzw. Heterorezeptoren gibt es ao-Rezeptoren auch in
postsynaptishen Membranen. Hierilber werden mittels eines nicht genau

geklarten Mechanismus membrandre Ca2t-Kandle gedffnet und, ahnlich den



o 1-Rezeptoren, die intrazelluldre Calcium-Konzentration gesteigert (Bylund et
a., 1994). Solche postsynaptischen ap-Rezeptoren sind u. a. auf enteralen
Epithelzellen nachgewiesen worden (Burks, 1994).

Diese second messenger-Systeme sind die am besten untersuchten, aber
nicht die einzigen Mechanismen der Signaltransduktion nach Adrenozeptor-
Aktivierung. Abhangig vom jewelligen Gewebetyp kommt z. B. auch die
direkte oder indirekte Beeinflussung von lonenkandlen oder -austauschern oder
von verschiedenen Phospholipasen in Frage (Bylund et al., 1994).

Die Beendigung der Wirkung wird eingeleitet durch den Abtransport des
Adrenalins aus dem synaptischen Spalt bzw. aus der Umgebung des Rezeptors
(Dudel, 1995b). Die Substanz wird entweder Uber einen aktiven, Cocain-
sensitiven Mechanismus in die freisetzende Zelle wiederaufgenommen oder
diffundiert in die Effektorzelle (Burks, 1994). Sie unterliegt dort der
Metabolisierung durch die Enzyme Catechol-O-Methyltransferase und Mono-
aminoxidase oder wird Uber einen hochspezifischen Carrier in die Catechol-
amingranula riickgespeichert (D6cke und Kemper, 1994). Letzterer Mechanis-

mus Uberwiegt im Magen-Darm-Trakt (Burks, 1994).

1.1.3 Wirkungen des Adrenalins

Adrenalin Ubt im Gesamtorganismus die algemein bekannten Wirkun-
gen u. a. auf das Herz, auf die glatte Muskulatur in Atemwegen, Gefal3system,
Magen-Darm-Trakt, Genitaltrakt und auf den Stoffwechsel aus.

Am Darm, dem hier untersuchten Organsystem, beeinflu®t Adrenalin
neben der glatten Muskulatur auch die lonentransportverhaltnisse der Mucosa.
Friihe Untersuchungen lief3en auf proresorptive Effekte der Substanz schlief3en:
Am lleum des Kaninchens wurden in vitro die Nat- und Cl--Resorption
stimuliert und daneben die basale wie auch cAMP-stimulierte HCO3™-Sekretion
gehemmt (Field und McColl, 1973). Weliterfuhrende Versuche wiesen auf eine

Wirkungsvermittlung Uber ao-Rezeptoren direkt auf den Enterozyten hin



(Chang et al., 1982). Am Dinndarm des Meerschweinchens schien der
resorptionsférdende Effekt indirekt, Gber eine Hemmung spontan aktiver
sekretomotorischer Neurone des Plexus submucosus durch Adrenalin, induziert
zu werden (Keast et al., 1986). Diese Einstufung des Adrendins as
proresorptives Agens wurde durch Versuche am Colon der Ratte anscheinend
bestétigt. Racusen und Binder fanden 1979 eine Steigerung der Na*- und Cl--
Resorption.

Spéter zeigte sich jedoch die ausgeprégte Spezies- und Segmentspezifitat
der Adrenalin-Antwort. Am Dickdarm des Kaninchens wurde ein Anstieg der
K*+-Sekretion ohne Anderung der Nat- und CI--Nettofliisse gefunden (Halm,
1984). Hier waren [Bo-adrenerge Rezeptoren, lokalisiert auf den Enterozyten,
involviert (Smith und McCabe, 1986). Ahnliche Befunde wurden am distalen
Colon des Meerschweinchens erhoben (Rechkemmer et al., 1996).

Interessanterweise beschrénkt sich der sekretionsfordernde Einflul von
Adrenalin und auch Noradrenalin offenbar auf Kaliumionen, im Gegensatz zu
verschiedenen bekannten Sekretagoga, die zugleich K*- und Cl--Sekretion
steigern, wie z. B. Prostaglandin Ep, Forskolin oder Cholera-Toxin (Rech-
kemmer et a., 1996; Field et al., 1975).

1.2 Das Colon der Ratte
1.2.1 Anatomie und Histologie

Das Colon der Ratte, an dem die vorliegenden Versuche durchgefihrt
wurden, a3t sich makroskopisch in 3 Abschnitte gliedern. Das proximale Colon
ist durch eine charakteristische, schrage Schleimhautféltelung gekennzeichnet,
die eine palmblétterartige Musterung ergibt. Es geht in die grof3e Colonflexur
Uber, die cranial an Leber und Magen stofdt. Die grofde Flexur und das sich
anschliel3ende distale Colon besitzen eine langs geféltelte Mucosa. Den

colorectalen Ubergang markiert ein groRer Lymphknoten in der Darmwand 3 -



3,5 cm vor dem Anus. Lymphoide Plagues liegen gleichméaldig im Colon verteilt
(nach Olds und Olds, 1984, Lindstrém et al., 1979).

Die Darmwand ist aus mehreren konzentrischen Schichten aufgebaui.
Aullen wird das Colon von der Tunica serosa umschlossen. Die aul3erste
Begrenzung aus Peritonealzellen deckt die Tela subserosa aus Binde- und
Fettgewebe ab. Nach innen schliefit sich die Tunica muscularis mit einer
externen, longitudinalen und einer internen, circuldren Lage glatter Muskulatur
an. Zwischen diesen beiden Schichten liegen die Ganglionzellen des Plexus
myentericus (Auerbach-Plexus). Darauf folgt die Tela submucosa. In ihrem
lockeren Bindegewebe sind Blut- und Lymphgefal3e, lymphatisches Gewebe
und neuronale Strukturen, der Plexus submucosus (Meissner-Plexus), einge-
bettet. Die aullere Begrenzung der Tunica mucosa, der eigentlichen Darm-
schleimhaut, wird von der Lamina muscularis mucosae gebildet. Subepithelial
schliefdt sich die Lamina propria an, die hauptsachlich aus Bindegewebszellen
besteht, in die Blutgefée, Lymphfollikel (Folliculi lymphatici solitarii) und
zahlreiche Immunzellen eingelagert sind. Die Oberflachenschicht der Mucosa,
Lamina epithelialis, ist zusammengesetzt aus Becherzellen zur Schleimpro-
duktion und aus hochprismatischen Zylinderepithelzellen, den Enterozyten
(Abb. 1.2). Die Mucosa des Colons ist zottenlos und bildet dicht neben-
einanderstehende Krypten (Glandulae intestinales). Morphologische Besonder-
heiten des proximalen Segments sind die noch schmaleren, hoheren
Epithelzellen, die ungewohnlich grofRen Becherzellen mit negativer PAS-
Reaktion (Perjodsaure-Schiff-Reaktion zum Nachweis von (Muco-)Poly-
sacchariden, Muco- und Glycoproteiden durch Rotfarbung) sowie die kurzen,
an der Basis leicht verastelten Krypten (nach Leonhardt, 1985; Lindstrom et al.,
1979).
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Abb. 1.2: Schematische Darstellung der Colon-Wand, Lupenvergrof3erung
(nach Sobotta und Becher, 1972).

Die Epithelzellen besitzen eine polare Struktur. Die der Blutseite
zugewandte Plasmamembran wird as basolaterale Membran bezeichnet. Die
seitlichen Bereiche der basolateralen Membranen, die lateralen Zellmembra-
nen, begrenzen die Interzellulérspalten. Die funktionelle Aul(enseite des Epi-
thels wird von der apicalen Membran abgeschlossen, die am Colon mit
Microvilli zur Oberflachenvergrof3erung ausgestattet ist, also eine Birsten-
saummembran bildet (Fromm und Hierholzer, 1995).

Eine wichtige Aufgabe des Epithels, neben der Tranportfunktion, ist die
Bildung einer Barriere zwischen AuRenwelt und Korperinnerem. Zu diesem
Zweck sind die einzelnen Enterozyten eng miteinander verbunden (Alberts et
a., 1995). Im Epithel kommen drei Arten von Zell-Zell-Verbindungen vor: Die
Konnexone oder gap junctions ermoglichen die Passage elektrischer oder
chemischer Signale von Zelle zu Zelle. Die Desmosomen oder intermediate
junctions (= Zonulae adhaerentes) stellen den mechanischen Zusammenhalt im
epithelialen Zellverband her. Die Schluflleisten oder tight junctions (= Zonulae
occludentes) dienen zum einen der Abdichtung der Intermediérspalten. Sie

verhindern unkontrollierte Diffusionsvorgange zwischen Korperinnerem und



Darminhalt, wie die Ruckdiffusion resorbierter Molekile in das Darmlumen.
Zum anderen halten sie die Transportproteine der apicalen und der basolateralen
Zellmembranen voneinander getrennt, was erst einen gerichteten Stofftransport
durch das Epithel ermdglicht (Alberts et a., 1995; Fromm und Hierholzer,
1995).

1.2.2 lonentransport im proximalen und distalen Rattencolon

Wesentliche Funktionen des Darms bestehen in der Aufnahme von
Nahrstoffen und Wasser, in der Abgabe von Ausscheidungsprodukten und in
der Beteiligung an der Regulation des Elektrolythaushalts im Koérper. Dem
lonenaustausch durch das Epithel hindurch stehen die apicale und die baso-
laterale Zellmembran entgegen, die aufgrund ihres lipophilen Charakters
undurchléssig fir geladene und damit hydrophile Teilchen sind. Einerseits
ermoglicht dies den Aufbau und die Aufrechterhaltung von Konzentrations-
gradienten geloster Teilchen zwischen Zellinnerem und Extrazellularraum. So
kann Energie in Form von elektrochemischen Gradienten in der Zelle gespei-
chert werden, die als treibende Kraft fir weitere Austausch- und Transport-
prozesse dient. Andererseits entsteht dadurch die Notwendigkeit von Trans-
portmechanismen fur bestimmte hydrophile Partikel durch die Membranen
hindurch.

Zu diesem Zweck sind in die Membranen Transport- und Kanalproteine
integriert. Transporter besitzen spezifische Bindungsstellen fir ihr Substrat und
verschieben dieses Uber eine Relthe von Konformationsénderungen von einer
Membranseite auf die andere. Kande ermdglichen durch Offnen und Schlieflen
einen kontrollierten, passiven Durchtritt von lonen durch die Membran (Alberts
et al., 1995). Dabei wird ein Transport aus dem Darmlumen zur Blutseite, also
von mucosal (apical) nach serosal (basolateral), als Resorption, in umgekehrter
Richtung als Sekretion bezeichnet. Der transepitheliale Transport setzt sich aus
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transzelluldren und parazelluléaren Stoffbewegungen zusammen (Fromm und
Hierholzer, 1995).

Eine zentrale Rolle im lonenaustausch der Zelle nimmt die Nat-K+*-
ATPase in der basolateralen Zellmembran ein. Diese Pumpe bringt unter ATP-
Verbrauch 2 Kalium-lonen in die Zelle hinein, wahrend sie gleichzeitig 3
Natrium-lonen aus der Zelle entfernt (Abb. 1.3; Alberts et a., 1995). Beide
Aktionen laufen entgegen den herrschenden Konzentrationsgradienten durch
den hohen K*- und geringen Nat-Gehalt im Zellinneren ab (Kashgarian, 1980).
AuRerdem ist das innen negative Membranpotential dem Nat-Aus
waértstransport entgegengerichtet. Die Pumpe arbeitet selbst elektrogen und tragt
so einen Teil zum Ruhe-Membranpotential bei. Der von der Nat-K*+-Pumpe
erzeugte elektrochemische Gradient zwischen Intra- und Extrazellulérraum
dient als treibende Kraft fir eine Reithe weiterer lonenbewegungen (Alberts et
al., 1995). Daran sind die Ht-K*-ATPase, der Nat-H*- und der CI--HCO3--
Austauscher, der basolaterale Nat-K*+-2 Cl--Cotransporter sowie Cl-- und K*-
Kandle beteiligt (Alberts et al., 1995; Fromm und Hierholzer, 1995).

Im Colon finden sowohl eine aktive K*-Resorption als auch eine aktive
K*-Sekretion statt. Der unidirektionale Mucosa-nach-Serosa-Transport kommt
durch Kalium-Aufnahme via H*-K+-ATPase in der apicaen Membran und
Kalium-Austritt durch basolaterale K*-Kanadle zustande (Diener et al., 1996;
Schultheif3 und Diener, 1997). Das proximale Segment weist nur ca. 20% der
H*-K*+-ATPase-Aktivitdt der distalen Colonmucosa auf (Del Castillo et al.,
1991). Doch sowohl die HT-K*+-ATPase-mRNA als auch das -Protein sind auch
in der apicalen Membran des proximalen Rattencolons nachgewiesen (Sangan
et al., 1997). Der sekretorische FluR setzt sich aus basolateraler K*-Aufnahme
mittels der elektrogenen Nat-K+-Pumpe und dem elektroneutralen Nat-K+-2
Cl--Cotransporter und einem Austritt durch apicae K*-Kandle zusammen
(Diener et al., 1996). Daneben erfolgt ein K*-,Recycling”, indem aktiv

aufgenommenes Kalium die Zelle passiv Uber benachbarte K -Kanéle derselben

11



Membran wieder verldfdt (Binder und Sandle, 1994; Schultheil3 und Diener,
1997).

Nat und Cl- werden Uber einen elektroneutralen Prozef resorbiert
(Binder und Sandle, 1994). Im distalen Segment werden in der apicalen
Membran paralel Natrium gegen Protonen und Chlorid gegen Bicarbonat
ausgetauscht (Nobles et al., 1991). H* und HCO3- stammen zum grof3en Tell
aus dem zelleigenen CO»-Stoffwechsel (CO2 + H2O ~ H2CO3 « Ht +
HCOz3; Frizzell et al., 1976). Basolateral verlassen Chlorionen die Zelle durch
Cl--Kandle (Diener et al., 1992); Natrium wird von der Nat-K*-ATPase aus der
Zelle gebracht. Proximal ist in der apicalen Membran lediglich der Na*t-H™*-
Austauscher nachgewiesen. Der Resorptionsweg des Cl- in diesem Segment ist
unklar. Mdglicherweise folgt der Hauptanteil der Chlorionen dem aktiv
resorbierten Natrium parazellulér (Sandle und McGlone, 1987).

Fir die auch unter physiologischen Bedingungen wichtige Cl--Sekretion
wird Chlorid Uber den elektroneutralen Nat-K+-2 Cl--Cotransporter von baso-
lateral in die Zelle aufgenommen. Die primér treibende Kraft fur diesen Vor-
gang liefert die Nat-K+-Pumpe, die die intrazellulare Natriumkonzentration
niedrig halt. Diesem Gradienten folgt das extrazellulare Nat und bringt die
Chlor- (und Kaium-)lonen mit in die Zelle hinein. Vervollstandigt wird die
Sekretion Uber apicalen Austritt durch Cl--Kanéle (Binder und Sandle, 1994).

Der apicale Cl--HCO3 -Austauscher betreibt distal neben der Chlorid-
Resorption die aktive Bicarbonat-Sekretion. Das sezernierte HCO3™ liefert zum
groBen Teil der innerzelluldren Stoffwechsel (s.0.; Frizzell et a., 1976).
Daneben verldit Bicarbonat die Zelle distal und proximal auch Uber apicale
HCO3-Kande (Schultheil3 et al., 1998). Einen weiteren Beitrag zur Entfer-
nung von Bicarbonat aus der Zelle dirfte der fUr die basolaterale Membran
postulierte Cl--HCO3-Austauscher leisten (Binder und Sandle, 1994;
SchultheiB et al., 1998; Abb. 1.3).
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Abb. 1.3: Modell zum lonentransport am Colon der Ratte. Der apicale CI™ -
HCO3 -Austauscher existiert nur distal. Die H +K +-ATPase weist proximal nur
ca. 20% der Aktivitét im distalen Segment auf (s. Text).

1.2.3 Seuerung des lonentransports

Wie die Motilitét (Peristaltik und Sphinkterfunktion) und die Durch-
blutung des Magen-Darm-Trakts wird auch der Elektrolyttransport in der
Mucosa sowohl nerval als auch humoral gesteuert (Wood, 1994).
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Die nervale Regulation wird duch das enterale Nervensystem geleistet,
das autonom arbeitet (Vaupel und Ewe, 1995). Der Informationstibermittlung
zwischen enteralem Nervensystem und Epithel dient eine Vielzahl von Trans-
mittern; dazu zdhlen Acetylcholin, Noradrenalin, Serotonin, VIP, Substanz P,
Neuropeptid Y, Somatostatin u. a. (Bridges et al., 1986; Binder und Sandle,
1994). Das zentrale und das vegetative Nervensystem dienen lediglich der
Modulation der Aktivitéten des enteralen Nervensystems.

Das enterale Nervensystem stellt ein neuronales Netzwerk im Magen-
Darm-Trakt dar, das aus mehreren, mikroskopisch voneinander abgrenzbaren
Elementen zusammengesetzt ist (Vaupel und Ewe, 1995). Der Plexus myente-
ricus zwischen longitudinaler und circuldarer Schicht der Tunica muscularis
kontrolliert schwerpunktmafdig die glatte Muskulatur des Magen-Darm-Traktes,
also den Tonus und die Kontraktionsrhythmik, die fir die Peristaltik sorgt.

Der Plexus submucosus, der im lockeren Bindegewebe der Tela sub-
mucosa eingebettet ist, steht in enger Verbindung zu den Epithelzellen und
beeinflu3t deren resorptive und sekretorische Funktionen (Vaupel und Ewe,
1995). Spontan aktive, inhibitorische Neurone des Plexus submucosus senken
den auf maximale Resorption eingestellten Set-point der Mucosa ab (Andres et
a., 1985). Daneben steuert er die Schleimhaut-Durchblutung Uber eine vaso-
dilatatorische Innervation der Submucosa-Gefalie (Surprenant, 1992).

Das dritte Element des enteralen Nervensystems ist der schon vor 140
Jahren erstmals beschriebene Plexus mucosus (Billroth, 1858), der von Bridges
et a. 1986 naher untersucht wurde. Feine Nervenfasern umgeben jede einzelne
Schleimhaut-Krypte und stehen mit einem Netz stérkerer Fasern in Verbindung,
die unmittelbar Gber der Lamina muscularis mucosae liegen. Nachgewiesen ist
sein Einflud auf den Elektrolyttransport in den Enterozyten (Bridges et a.,
1986). Zusammenhange mit der Regulation der Motilitét und der Durchblutung

der Mucosa sind noch Spekulation.
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Wichtige Faktoren der humoralen Steuerung des epithelialen Elektrolyt-
transports sind Hormone des Verdauungstrakts, z. B. Sekretin, Gastrin und
Cholezystokinin, und Entzindungsmediatoren, wie Prostaglandine, Leuko-
triene, Zytokine oder Histamin (Vaupel und Ewe, 1995).

Prostaglandine arbeiten bel der Modulation des lonentransports in enger
Verbindung mit dem darmeigenen Nervensystem. Sie stiumulieren Cber
Neurone des Plexus submucosus die Chlorid-Sekretion der Mucosa. Daneben
kénnen Prostaglandine die sekretorische Funktion auch durch eine direkte
Aktivierung der Enterozyten steigern (Diener et al., 1988). Zugleich wird der
Mucosa-nach-Serosa-Transport von Cl- und Nat gehemmt (Binder und Sandle,
1994; Beubler und Juan, 1978). Neben der Transportfunktion beeinflussen
Prostaglandine auch die Durchblutung der Schleimhaut, indem sie eine
Dilatation von Arteriolen induzieren (Surprenant, 1992).

Der Hauptantell der mucosal wirksamen Prostaglandine wird von
subepithelialen Zellen gebildet (Craven und DeRubertis, 1984), insbesondere
von den in die Lamina propria eingelagerten Mastzellen und Phagozyten
(Binder und Sandle, 1994). Als auslésender Reiz fiur die Prostaglandin-
Ausschittung wirkt z. B. die mechanische Stimulation des Gewebes (Beubler
und Juan, 1978); unter experimentellen Bedingungen ist das die Manipulation

des Darms bel der Préparation fur den Versuch.
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1.3 Fragestellung

Allgemein findet im Dickdarm unter physiologischen Verhéltnissen eine
Wasser- und NaCl-Resorption statt. Viele Durchfallerkrankungen gehen mit
einer Umkehr resorptiver bzw. Steigerung sekretorischer lonentransport-
prozesse einher. Die Sekretion der Elektrolyte wird von einem H2O-Verlust
begleitet, da das Wasser passiv den lonen, z. B. vermehrt sezerniertem K+ oder
Cl-, folgt (Foster et al., 1983; Fromm und Hierholzer, 1995). Um diese
sekretorischen Diarrhoen causal behandeln zu kdnnen, ist die genaue Kenntnis
der Regulation der verschiedenen lonentransportsyteme V oraussetzung.

In diesen Zusammenhang félt auch die Frage, ob bzw. inwieweit der
Anstieg des Adrenalin-Blutspiegels am Zustandekommen der Stref3-induzierten
Diarrhoe betelligt ist.

Das Catecholamin Noradrenalin ist as Transmitter des enteralen
Nervensystems direkt an der Steuerung des Elektrolyttransports beteiligt. Da
Adrenalin und Noradrenalin sehr @nliche Wirkungen im Organismus haben,
Noradrenalin aber eine geringe Affinitdt zu [32-Rezeptoren besitzt, wahrend
Adrenalin eine gleichmaidige, unspezifische a- und [(3-adrenerge Aktivierung
herbeifiinrt, fiel die Wahl auf Adrenalin als Versuchssubstanz, um auch
eventuelle Bo-Effekte an der Darmschleimhaut erfassen zu kénnen.

Deswegen wurde jetzt der Einflufd von Adrenalin auf den Transport von
K*, Nat, Cl- und Bicarbonat im Colon der Ratte genauer untersucht. Konkret
sollten folgende Fragen beantwortet werden:

- Induziert Adrenalin eine K*-Sekretion am Colon der Ratte ?

- Gibt es Segmentunterschiede in der Wirkung ?

- Wie wird der Effekt vermittelt ?

- Welche Rezeptoren werden dabel stimuliert ?
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1. Material und Methoden

2.1 Elektrolytlosungen

Die nicht gesondert aufgeftihrten Versuche wurden in Standard-Parsons-
Losung (Parsons und Paterson, 1965) durchgefihrt. Deren Zusammensetzung
lautete (mmol-1-1): NaCl 107, KCl 4,5, NaHCO3 25, NapHPO4 1,8, NaH2PO4
0,2, CaClo 1,25, MgSO4 1, Glucose 12. Der pH-Wert wurde mit HCI/NaHCO3
auf 7,4 eingestellt und die Lbésung wahrend der gesamten Dauer der
Verwendung mit Carbogen (5 % CO2 / 95 % O2) begast.

Fir die Rb*-FlulR-Messungen wurde KCI durch die gleiche Konzen-
tration an RbCl ersetzt.

In Cl--freien Lésungen wurde NaCl durch die gleiche Konzentration an
Natriumgluconat ersetzt. In diesem Fall wurde die Calcium-Konzentration auf
5,8 mmol-I-1 angehoben, um die Ca2*-puffernden Eigenschaften des Gluco-
nats auszugleichen (Kenyon und Gibbons, 1977).

Fir die Versuche zur Messung der Bicarbonat-Sekretion wurde eine
pufferfreie Parsons-Lésung verwendet (mmol--1): NaCl 1358, KCl 4,5,
Glucose 12,2, CaCl2 1,25, MgSOg4 1,0. Diese LGsung wurde aus zur Entfernung
von CO9 abgekochtem (30 min) Aqua dest. hergestellt, das durch permanente
O2-Begasung mit Sauerstoff geséttigt war. Der pH-Wert wurde mit HCI/NaOH
auf 7,4 eingestellt.

2.2Versuchstiere

Fur die Versuche wurden mannliche und weibliche Wistar-Ratten
zwischen 180 g und 220 g aus dem Institut fir Veterinar-Physiologie der Justus-
Liebig-Universitét Giefsen und von Harlan-Winkelmann, Borschen, verwendet.
Die Tiere wurden unter einem 12 h-hell-12 h-dunkel-Regime gehalten und

hatten uneingeschrankten Zugang zu Futter und Wasser.
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2.3 Gewebepraparation

Unmittelbar vor Versuchsbeginn wurden die Ratten durch einen Schlag
auf den Kopf und anschlief3endes Ausbluten getotet (Genehmigung der Tétung
der Tiere zur Organentnahme durch das Regierungsprasidium Gief3en).
Anschlief3end wurde die Bauchhdhle entlang der Linea alba er6ffnet. Das Colon
descendens wurde aufgesucht und unmittelbar distal des Lymphknotens am
Ubergang Colon-Rectum (Lindstrom et al., 1979) abgesetzt. Das Colon wurde
stumpf vom Mesenterium abprapariert und proximal am Ubergang zum Caecum
abgetrennt.

Danach wurde das Lumen mit eisgekihlter Parsons-Ldsung von Darm-
inhalt freigespllt und der Darm auf einen PV C-Stab, Durchmesser 5 mm, auf-
gezogen. Nach einer zirkuléren Inzision mit einem stumpfen Skalpell ca. 5 mm
vom distalen Darmende entfernt wurden Tunica serosa und muscularis in
proximaler Richtung vorsichtig abgestreift. Das verbleibende Mucosa-Sub-
mucosa-Préparat wurde in vier ca. 3 cm lange Segmente unterteilt, jedes Stuick
langs eroffnet und anschlief3end in der Ussing-Kammer eingespannt.

Zur Unterscheidung des distalen vom proximalen Colonabschnitt dient
die markante, palmblétterartige Schrégstreifung der Schleimhaut, die aus
schliefdlich am proximalen Colon zu finden ist (Lindstrom et al., 1979).

2.4 Ussing-Kammer

Alle Versuche wurden mit Hilfe modifizierter Ussing-Kammern (Abb.
11.1) ausgefthrt. Eine Ussing-Kammer besteht aus zwei Plexiglasquadern. Das
Gewebepragparat (s. 0.) wird auf einer der Kammerhalften zwischen 7 Nadel-
spitzen aufgespannt. Beide Halften werden durch Schrauben miteinander
verbunden, nachdem zuvor die Kontaktflachen zum Abdichten mit Silikon
(Baysilone®-Paste mittelviskds, Bayer AG, Leverkusen) bestrichen wurden.

Zwischen beiden Kammerhalften verbleibt eine freie Gewebefliche von 1 cm?2
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mit beidseitigem Kontakt zur Nahrlosung. Durch die Offnungen an der
Oberseite der Kammer werden die Losungen eingefillt bzw. abgesaugt und
durch frische Losung ersetzt sowie Wirkstoffe zugegeben. An der Unterseite
besitzt die Kammer zwel Fritten flr die kontinuierliche Begasung der Elektro-
lytlosungen. Zweck der Begasung ist die Konstanthaltung des pH-Werts der
Losung sowie die Sauerstoffversorgung des Gewebes. Zudem besteht in der
Kammer, ohne Verbindung zum Ldsungsreservoir, ein Durchfluf3system mit
Anschluf3 an einen Warmwasserkreislauf, womit die Nahrlésung auf konstant
38°C gehalten wird. Das Ldsungsvolumen betrégt auf beiden Seiten des
Gewebesje 3,5 ml.

Wasserbad
] \CU’/\
i—r
D)
/— I _
|- ]
( < 11: 8
L A Schraube
Nadel
Strom- Potential- Gas
Elektrode Elektrode

Abb. 11.1: Schema einer modifizierten Ussing-Kammer.

Unter diesen Bedingungen bleibt das Colongewebe lber 5 Stunden
lebens- und funktionsfahig. Elektronenmikroskopisch sind nach dieser
Versuchsdauer keine morphologischen Veranderungen festzustellen (Diener et
al., 1989).
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Die durch das Darmgewebe transportierten Elektrolytmengen sind zu
gering, um die resultierenden Konzentrationsénderungen in den N&hrlésungen
auf beiden Seiten des Gewebes durch chemische Analysen bestimmen zu
konnen. Die Ussingkammer-Technik ist eine Methode zur Erfassung des
Transports von Ladung - in Form von lonen - durch die biologische Membran.
Diese elektrischen Messungen sind empfindlich genug, um die vom Gewebe

erbrachten Ladungsverschiebungen mit ausreichender Genauigkeit zu messen.

2.5 Elektrische M essungen

Zur Durchfihrung der elektrischen Messungen wurden die Ussing-
Kammern an eine computerkontrollierte Voltage-Clamp-Anlage (Ing. Buro fur
Mef3- und Datentechnik, Dipl. Ing. K. Muller, Aachen) angeschlossen. Die
Kammern besal3en Silber-Silberchlorid-Elektroden zur kontinuierlichen Mes-
sung der Potentialdifferenz (Pd) zwischen beiden Kammerhdften, die Uber
leitfahige Agarbriicken und KCI-Lésung (3 mol-1-1) mit den Elektrolyt-
|Gsungen in der Kammer in Kontakt standen.

Vor den eigentlichen Versuchsbeginn war eine Mef3periode vorge-
schaltet, in der die Kammern die im jewelligen Versuch eingesetzte Elektrolyt-
|6sung enthielten, aber noch kein Gewebe. In dieser Phase wurden der
Widerstand der Losung und die Potentialdifferenz zwischen den beiden Pd-
Elektroden selbst ermittelt.

Die Agarbriicken, die die Elektrolytlosungen auf beiden Gewebeseiten
mit den Mel3elektroden verbinden, dienen dem Schutz des Gewebes vor Kon-
takt mit der hochkonzentrierten KCI-Losung, in die die Elektroden eintauchen
und die das Gewebe zerstoren wirde. Die Kontaktflachen zwischen den Agar-
bricken und der Nahrlosung sind so klein, dal3 der lonenaustausch zwischen

Agar und LOsung vernachlassigbar gering ist.
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Das zwischen den Kammerhélften eingespannte Rattencolon sezerniert
spontan Anionen (CI- und HCOz3; Strabel et al., 1995), wodurch sich zwischen
der mucosalen und der serosalen Gewebeseite eine Spannung aufbaut. Die
beiden Agarbriicken mit Verbindung zu den Pd-Elektroden enden dabei in
grofltmaoglicher Nahe zum Gewebe (Abstand 1 mm). So wird die durch das
Gewebe erzeugte Potentialdifferenz moglichst wenig vom L 6sungswiderstand
zwischen den Bricken und dem Gewebe abgeschwécht. Aul3erdem erfolgt
durch den Computer eine automatische Korrektur der gemessenen Pd um den in
der Vorlaufphase ermittelten Potentialunterschied zwischen den Elektroden
selbst (Messung im sog. ,,Open-Circuit“-Modus, Abb. [1.2.A).

Messung des Kurzschluf3stroms (Isc) in der
Ussing-Kammer:

A) Open-Circuit B) Voltage-Clamp
| D | | b |
+5 0 -
mV Cl- mV Cl
— - |—
Isc
serosal mucosal serosal mucosal

Abb. 11.2: Das Gewebe baut spontan eine Potentialdifferenz zwischen
mucosaler und serosaler Seite auf, die alstreibende Kraft fir lonenbewegungen
wirkt. Sie wird durch die Applikation des Kurzschluf3stroms (Isc) aufgehoben.

Um den elektrischen Gradienten as treibende Kraft fir eine lonen-
bewegung durch das Gewebe auszuschlief3en, wurde die spontane Potential-
differenz durch Applizieren eines sog. Kurzschluf3stroms (Isc) Uber die Strom-

elektroden kompensiert, d.h. auf Null ,,geklemmt*.
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Die Applikation des Isc erfolgte Uber ein zweites Paar Ag/AgCl-
Elektroden, das ebenfalls durch Agarbriicken von den Kammern getrennt war.

Die Agarbrtcken der Stromelektroden enden mdglichst weit entfernt vom
Gewebe und besitzen einen relativ grof3en Durchmesser. Dadurch ist die
Entfernung zwischen Agar und Gewebe in der Mitte der Mel¥flache nur
unwesentlich kleiner als am Rand. Dies gewéhrleistet eine gleichmaldige Isc-
Applikation Uber die gesamte Gewebeflache (Messung im sog. , Voltage-
Clamp“-Modus, Abb. I1.2.B).

Durch die Verwendung identischer lonenkonzentrationen in der muco-
salen und serosalen Elektrolytlésung sowie gleicher Lésungsvolumina auf bei-
den Seiten des Gewebes wurden auch chemische und hydrostatische Gradien-
ten ausgeschlossen. Die gemessenen Isc-Anderungen kénnen somit nur durch
aktiven Trasport von lonen durch das Gewebe zustande kommen. Ein positiver
Isc zeigt einen aktiven Netto-K ationentransport durch das Gewebe von mucosal
nach serosal bzw. einen Netto-Anionentransport in umgekehrter Richtung an.

Zur Ermittlung der Gewebeleitfahigkeit (Gt) wurde alle 60 s ein bipolarer
Stompuls von 50 pA Uber eine Dauer von 200 ms auf das Gewebe appliziert.
Aus der resultierenden Potentialdnderung wurde anschlief?end nach dem
Ohm’schen Gesetz die Gt berechnet (R = U/l; Gt ist der Kehrwert des
Widerstands R). Der Losungswiderstand zwischen den Agarbriicken wurde
automatisch kompensiert. Isc, Pd und Gt wurden kontinuierlich aufgezeichnet
und jede Minute ausgedruckt. Der Isc wurde als Ladungstransfer pro Zeit und
Gewebeflache (LEq-h-1.cm2) angegeben, um einen direkten Vergleich mit den
lonenfliissen zu erméglichen (26,9 pA-cmr2 = 1 pEg-h-1.cmr2).

Unter Standard-Versuchsbedingungen (identische ElektrolytlGsungen in
beiden Kammerhdalften) werden mit der Ussing-Technik nur die aus den aktiven
lonentransporten resultierenden Netto-Strome gemessen. Um differenzieren zu

konnen, inwieweit Kationen- bzw. Anionenbewegungen dazu beitragen, in
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welcher Richtung die einzelnen Transporte erfolgen und welche lonen im
einzelnen beteiligt sind, werden zusétzlich Versuche durchgefihrt, bei denen

ein Tell der lonen durch die entsprechenen Radioisotope ersetzt ist.

2.6 Messungen unidirektionaler Ionenfliisse
2.6.1 K*-Flusse

Zur Messung der resorptiven (Jms) und sekretorischen (Jgm) K*-lonen-
flisse wurde im Versuch K+ durch Rb* ersetzt. Rb* wird Uber die gleichen
Mechanismen wie K* in der Darmwand transportiert (Foster et al., 1984); das
verfiighare Radoisotop 86Rb* besitzt aber eine erheblich langere Halbwertzeit
(17d) als das 42K *-| sotop.

Nach einer 60-minttigen Phase, in der sich der Isc auf ein gleichmaliiges
Niveau stabilisierte, wurde 86Rb+ (37 kBq) auf einer Seite des Gewebes
zugegeben, zur Messung der Rb*-Resorption auf der mucosalen Seite, zur
Messung der Sekretion auf der serosalen Seite. Nach weiteren 20 Minuten, in
denen der Isotopenflul3 ein stabiles Niveau erreichte, wurde der basale
unidirektionale Rb*-Flul bestimmt. Dazu wurden zu Beginn und am Ende einer
20-Minuten-Periode aus der nicht radioaktiv markierten Kammerhélfte
Doppelproben von je 250 pl entnommen und durch frische RbCl-Parsons-
Losung (unmarkiert) ersetzt. Aus der Zunahme an radioaktiver Strahlung Uber
diesen Zeitraum wurde die Rb*-Transportrate errechnet. Durch Wiegen der
Probengefdl?e vor und nach Einflllen der enthommenen Proben wurde das
exakte Probenvolumen ermittelt.

Funf Minuten nach Ende dieser Basalflul-Periode wurde Adrenalin
(5x10-6 mol-I-1) serosal zugegeben. Weitere 5 Minuten danach startete die
zweite FluRperiode von 20 Minuten, in der die Veranderungen des Rb*-Trans-
ports nach Adrenalin bestimmt wurde. Aus den gemessenen unidirektionalen

Fliissen wurden Netto-1onenfl tisse berechnet: JRPret = JRDyg - JRDg,.
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Die Radioaktivitét in den Proben wurde nach Zusetzen von 5 ml Szintil-
|ationsfliissigkeit (rotiszint® eco plus, Carl Roth GmbH, Karlsruhe) in einem -
Szintillationscounter (TRI-CARB® 2000CA Liquid Scintillation Analyzer,
Packard, Frankfurt) gemessen. Die Hintergrundaktivitédt wurde anhand von

L eerwerten mitbestimmt und von den Gbrigen Mel3werten subtrahiert.

2.6.2 Nat- und Cl--Flisse

Nach dem gleichen Prinzip wie die Rb*-Flisse wurden die uni-
direktionalen Nat- und Cl--Flusse bestimmt. In diesem Fall wurde mucosal
bzw. serosal ein 22Na/36Cl-Gemisch zugegeben (59 kBq 22Na/29 kBq 36Cl).
60 min nach Versuchsbeginn wurden die Isotope mucosal oder serosal zuge-
setzt. Nach weiteren 20 min zur Stabilisation der lonenflu3raten wurde der
Basalionenflul sowie 5 min nach Adrenalinzugabe dessen Anderung Uber
Perioden von je 20 min bestimmt.

Die Messung der Aktivitdt erfolgte fir 22Na in einem y-Szintillations-
counter (Auto-Gamma® 5000 Series MINAXI, Packard, Frankfurt), fir 36Cl in
einem B-Counter (TRI-CARB® 2700 TR Liquid Scintillation Analyzer,
Packard, Frankfurt). 22Na strahlt in das 36Cl-Zshlfenster ein. Daher wurden
Proben mitgemessen, die ausschlieRlich 22Na enthielten, und anschlieRend die
Kontamination durch die 22Na-Strahlung von den 36Cl-Mefiwerten abge-
zogen.

Der ResidualionenfluB JRpet, d. h. ale lonenbewegungen auer Nat- und
Cl--Flussen, wurde wie folgt berechnet: JRnet = Isc - (INaqgt - IClhet). Ein
positiver Residualionenflul® bedeutet entweder eine Kationen-Resorption oder

elne Anionen-Sekretion.
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2.6.3 Sekretorischer HCO3~-Fluld

Zur Messung der Bicarbonat-Sekretion wurde eine Titrationstechnik
verwendet, bei der die Alkalinisierung einer ungepufferten Elektrolytldsung
bestimmt wurde. Diese pH-Wert-Anhebung kam infolge des HCO3-Trans
ports von einer Gewebeseite auf die andere zustande (Winterhager et al., 1986).
Dazu wurde die Nahrlosung auf der mucosalen Gewebeseite durch pufferfreie
Parsons-L dsung ersetzt. Serosal wurde Parsons-Standard-L 6sung verwendet.

Nach einer Stabilisationsphase von 60 min wurde der Puffer auf beiden
Seiten des Gewebes durch frische Ldsungen ersetzt (mucosal: pufferfreie
Parsons-Losung mit O2-Begasung, serosal: Parsons-Standard-Puffer mit
Carbogen-Begasung). Wahrend 2 Perioden von jeweils 30 min wurde der basale
sekretorische Bicarbonat-Transport bestimmt. Zu Beginn der 3. Periode wurde
in den Testgeweben jeweils Adrenalin (5x10-6 mol-I-1) serosal zugegeben und
die Anderung der Bicarbonat-Transportrate wahrend der 3. und 4. Flux-Periode
(ebenfalls je 30 min) ermittelt. Ein Vergleich erfolgte mit einer Kontrollgruppe,
die kein Adrenalin erhielt. Zur Probennahme wurde das Kammervolumen
mucosal und serosal vollstandig abgesaugt und mit je 3,5 ml frischen Losungen
wieder aufgefllt, die, falls notwendig, auch Adrenalin enthielten.

Alle Versuche wurden mit Bumetanid-Vorbehandiung (104 mol.I-1
serosal) durchgefiihrt, um die spontane und Adrenalin-stimulierte Cl--Sekre-
tion zu unterdrtcken.

Die Bestimmung der Bicarbonat-Konzentration erfolgte titrimetrisch und
anhand des Vergleichs mit einer Eichkurve: Zur Erstellung der Eichkurve
wurde eine Bicarbonat-Verdiinnungsreihe (0,1 - 1 mmol-1-1, unter Verwendung
von sauerstoffgeséitigtem A. dest., s. 0.) hergestellt. Proben jeder Ver-
dinnungsstufe mit einem Volumen von 2,5 ml wurden unter O2-Begasung mit

0,5 mmol-I-1 HCI-Lésung auf pH 7,0 titriert. Die aus den verbrauchten
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Volumina an HCl sich ergebende Eichkurve (s. Abb. I1.3) hatte einen linearen
Verlauf (Korrelationskoeffizient r = 0,996).

Bicarbonat-Eichkurve:
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NaHCO3 (mmol F1)

Abb. [1.3: Die SEM-Werte werden von den Symbolen der Mittelwerte
(Quadrate) verdeckt. Die gestrichelte Linie stellt die Bestgerade dar
(Eichkurve: r = 0,996). n=6.

Zur Ermittlung der Bicarbonat-Transportrate durch das Gewebe wurden
2,5 ml der mucosa gewonnenen Proben unter O-Begasung mit 0,5 mmol-I-1
HCI auf pH 7,0 titriert. Die dem verbrauchten HCI-Volumen entsprechende
Bicarbonat-Konzentration in der Probe wurde an der Eichkurve abgelesen und
daraus die Konzentration in der mucosalen Kammerhdlfte und die Transport-

rate pro Zeit und Stunde errechnet.
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2.7 Chemikalien:

Adrenalin, Atenolol (Geschenk von Zeneca, Plankstadt), Atropin-Sulfat,
Hexamethonium-Chlorid, IClI 118551 (1-[2,3-(Dihydro-7-methyl-1H-inden-4-
yl)oxy]-3-[(1-methylethyl)amino]-2-butanol-Hydrochlorid,  Tocris, Bristal,
Grofbritannien), Prazosin-Hydrochlorid (Geschenk von Pfizer, Karlsruhe),
Propranolol (Aldrich, Steinheim) und Tetraethylammonium-Chlorid (TEA)
wurden in einer wassrigen Stamml 6sung angesetzt.

Tetrodotoxin (TTX) wurde in 20 mmol-I-1 Citratpuffer gel6st.

Bumetanid, Indometacin, Quinin-Hydrochlorid und Y ohimbin wurden in
Ethanol gelost (maximale Ethanol-Endkonzentration in der Kammer 0,25
Vol%).

Phentolamin-Methansulfat (Aldrich, Steinheim) wurde in DM SO gel st
(maximale Endkonzentration in der Kammer 0,28 V0l %).

Falls nicht anders angegeben, waren alle Chemikalien von Sigma,
Deisenhofen.

Die Radioisotope stammten von NEN Life Science Products, KoIn. Die
spezifischen Aktivititen betrugen fur 22Na: 3,9 TBq/g, fir 36Cl: 550 MBg/g;
die anfangliche Aktivitat von 86Rb betrug 411 GBa/g.
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2.8 Auswertung

Alle Ergebnisse wurden als Mittelwerte = mittlerer Fehler des Mittelwerts
(SEM) angegeben. Statistische Vergleiche wurden mit verbundenem oder
unverbundenem Student’s t-Test durchgefiihrt oder, falls der F-Test signifikante
Abweichungen zwischen den Varianzen der zu vergleichenden Mittelwerte
ergab, mit dem U-Test. Ein p-Wert < 0,05 wurde als statistisch signifikant
angesehen. Regressionsgeraden wurden anhand des linearen Korrelations-
koeffizienten r getestet. Die Grof3e der Variabilitdt, d. h. des Auftretens oder
Nicht-Auftretens der 1. bzw. 2. Phase der Adrenalin-Antwort, wurde mittels
X2-Test (Vierfelder-Test) ermittelt. Die Standardabweichung errechneter Werte
(Netto-lonenfltisse) wurde nach dem Fehlerfortpflanzungsgesetz aus den

Abweichungen von Jms und Jgm errechnet.
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I1l1. Resultate

3.1 Die Wirkung von Adrenalin auf die elektrischen Parameter
3.1.1 Segmentabhangigkeit

Der basale Kurzschluf3strom (Isc) im Colon der Ratte sank von einem zu
Versuchsbeginn hoheren Niveau wahrend einer einstindigen Stabilisie-
rungsphase auf 3,4 + 0,1 pEg-h-1.cmr2 im distalen (n = 86) wie im proximalen
Colon (n = 85). Die Gewebeleitfahigkeit (Gt) war distal mit 15,7 + 0,8 mS-cm-2
(n = 86) um etwa die Hélfte geringer as proximal (32,4 + 2,3 mS-cmr2, n = 85,
p < 0,05 versus distales Colon).

Nach Zugabe von Adrenain (5-:10-6 mol-I-1) in die serosale Kammer-
halfte war in beiden Segmenten eine biphasische | sc-Antwort zu beobachten: In
der 1. Phase stieg der Isc kurzfristig um 0,2 + 0,0 pEq-h-1.cm-2 distal (n =86, p
< 0,05) bzw. 0,3 + 0,0 uEg-h-1-cmr2 proximal (n = 85, p < 0,05) an und fiel in
der 2. Phase um 0,9 + 0,1 uEg-h-1.cmr2 distal (n = 86, p < 0,05) bzw. 0,7 + 0,1
UEq-h-1.cm2 proximal (n = 85, p < 0,05) unter den Basalwert ab (Abb. 111.1).
In der 2. Phase war zudem ein Gt-Anstieg zu beobachten, der proximal mit einer
Zunahme um 0,8 + 0,6 mS.cm-2 erheblich deutlicher ausfiel als distal (0,1 + 0,1

mS-cmr2, p < 0,05 versus proximales Colon; Tab. 1).
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B) Proximales Colon:
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Die Wirkung von Adrenain auf den Kurzschluf3strom

(Isc):1. Phase: ein kurzer Isc-Anstieg

Abb. 111.1: Die Kurven zeigen typische Isc-Antworten der Gewebe auf die

Zugabe von Adrendin (5x106 mol 1 serosal).



3.1.2 Zeitlicher Verlauf der Isc-Anderung

Als Parameter fUr den zeitlichen Verlauf der beiden Phasen der Adrena-
lin-Antwort wurde die Zeitdauer bis zum Erreichen der halbmaximalen Isc-
Anderung verwendet. Diese Halbwertszeit (t1/2) betrug fir die 1. Phase,
gemessen ab Zugabe von Adrenalin, 21 + 5 sdistal (n =7) bzw. 31 £ 7 s
proximal (n = 6). Nach 46 = 9 s (distales Colon, n = 7) bzw. 105 + 33 s
(proximales Colon, n = 5) war der Strom wieder auf das Niveau der Grundlinie
vor Adrenalingabe abgesunken.

Als Anfang der 2. Phase wurde der Zeitpunkt angesehen, zu dem nach
Abklingen der 1. Phase der Isc den Basalwert wieder erreicht hatte. Die zwelite
Phase entwickelte sich mit einer t1/2 von 104 + 14 sdistal (n = 7) bzw. 173 +
49 s proximal (n = 7) und war tber mehr als 900 s stabil (Tab. 1).

Tabelle 1. Adrenalin-Effekt auf elektrische Parameter und Halbwertszeit (t1/2)

der Isc-Antwort:

Distales Colon Proximales Colon

1. Phase 2. Phase 1. Phase 2. Phase n

Alsc (LEg-h-l.em2) | 02£0,0% -09+0,1* 0,3+0,0* -0,7 £ 0,1* 85-86

A Gt (mScm2) 01%0,1 03+0,1* | 08%06 2,6+04# |85-86
t1/2 () 21+5 31+ 7 104 + 14 173+49 |57
Dauer (s) 46+ 9 > 900 105+ 33 > 900 5.7

Isc und Gt sind angegeben als Anderung der Parameter (A) im Vergleich zur
Baseline unmittelbar vor Zugabe von Adrendin (5-10-6 mol-I-1 serosal). Die
Dauer der beiden Phasen wurde definiert als Intervall zwischen der Zugabe von
Adrenalin und dem Zeitpunkt, zu dem das Niveau der Baseline vor Zugabe der
Substanz wieder erreicht wurde. Alle Werte sind Mittelwerte + SEM, * p < 0,05
versus Baseline, # p < 0,05 versus distales Colon.
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Die Verteilung der Auspragung der Isc-Anderung nach
Adrenalin:

A) Distales Colon
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Abb. 111.2: n=85 - 86.
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3.1.3 Variabilitat

Nicht alle Gewebe zeigten solch eine Isc-Antwort. Wenn ein Adrenalin-
Effekt als Anderung des Isc um mindestens 0,1 pEg-h-1.cm-2 definiert wurde,
erfolgte der Stromanstieg distal lediglich bel 60 von 86, proximal bel 67 von 85
Geweben, d.h. in 70% (distal) bzw. 79% (proximal) der Versuche. Die Isc-
Senkung dagegen war in 93% der Falle (80 von 86 Geweben) distal bzw. 92%
der Féle (78 von 85 Geweben) proximal zu beobachten. Daraus ergab sich in
beiden Segmenten bei einem Vergleich mittels X2-Test fir die 1. Phase der |sc-
Antwort auf Adrenalin eine signifikant hohere Variabilitét als fur die 2. Phase
(Abb. 111.2).

3.1.4 Konzentr ationsabhangigkeit

Die niedrigste Adrenalin-Konzentration, die eine signifikante Isc-Antwort
in beiden Phasen hervorrief, betrug distal 5-10-8 mol-I-1 (n = 8) und proximal
5.10-7 mol-I-1 (n = 6). Die 2. Phase des Effekts von Adrenalin, d. h. der Abfall
des Kurzschlul3stroms, zeigte eine relativ flache Konzentrations-Wirkungs-
beziehung. Ein ausgeprégter Isc-Anstieg konnte jedoch erst bei einer Zugabe
von 5:10-6 mol-I-1 Adrenalin beobachtet werden (Abb. 111.3). Eine Erhdhung
der Konzentration auf 5-10-2 mol-I-1 brachte keine weitere VergréRerung der
Antwort (Daten nicht gezeigt).

Alle weiteren Versuche wurden deshalb mit einer Adrendlin-
Konzentration von 5-10-6 molI-1 durchgefiihrt, um in beiden Phasen der

Antwort auf Adrenalin enen deutlichen Effekt zu erzielen.
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Die Konzentrationsabhangigkeit der |sc-Anderung nach
Adrenalin:

[ ] Distales Colon 1. Phase
0,67 [[] Proximales Colon
0,4
wf‘\
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D
=
g 04
2 2. Phase
(&)
%]
o -
-0,4-
I I I
5.10-8 5.10-7 5.10-6
Adrenalin (mol I-1)

Abb. 111.3: Die Schwelle fur einen signifikanten Effekt in beiden Phasen liegt
bei 5x10-8 mol I-1im distalen und bei 5x10-7 mol I-1im proximalen Segment.
Die Werte sind Mittelwerte (Quadrate) + SEM (vertikale Linien). n=6 - 8.

3.1.5 Desensitivierung
Wurde Adrenalin zu ein und demselben Gewebe wiederholt, mit jewells

zwischengeschaltetem Auswaschen, zugegeben, wurde eine Verkleinerung der
Antwort von Zugabe zu Zugabe deutlich, die allerdings nur in der 2. Phase im
distalen Segment signifikant war (n = 6; Tab. 2). Daraus geht hervor, dal3
Adrenalin am Colon der Ratte zu einer Desensitivierung des Gewebes fihrt. Um



einen Einfluld dieses Desensitivierungseffekts auf die Ergebnisse der Gbrigen
Versuche mit Adrenalin auszuschlief3en, wurde in der Folge grundsétzlich nur
einmal pro Gewebe und Versuch Adrenalin zugesetzt, und es wurden alle
Effekte von Blockern mit einer paralel durchgefihrten, unabhangigen

Kontrollgruppe verglichen.

Tabelle 2: Desensibilisierung bel wiederholter Adrenalin-Zugabe:

Distales Colon Proximales Colon

1. Phase 2. Phase 1. Phase 2. Phase n

Alsc (uEg-h-l.ecm2)

1.Zugabe 0,1+0,1 -0,7+ 0,2* 02+0,1* -06+0,2* |6
2. Zugabe 0,0+0,0 -0,3+0,1* 0,1+0,0* -04+0,1* |6
3. Zugabe 01+0,1 -0,2 + 0,0*# 01+0,1 -04+0,1* |6

Effekt bei wiederholter Zugabe von Adrenalin (5-10-6 moll-1 serosal) zu dem-
selben Gewebe auf den Isc. Alle Werte sind Mittelwerte £ SEM. * p <0,05
versus Basdline; # p < 0,05 versus erste Zugabe.

Die Beobachtung, dal3 nicht alle Gewebe die zu erwartende Isc-Antwort
aufwiesen und dal3 Adrenalin einen Desensitivierungseffekt am Rattencolon
auslbte, fhrte zu der Frage, ob dies mit dem Streld der Versuchstiere vor der
Totung zur Entnahme des Darms und dem damit verbundenen, individuell
unterschiedlich erhéhten endogenen Adrenalinspiegel in Zusammenhang stand.
Daher wurde eine Kontrollversuchsserie mit Tieren durchgefihrt, die, anders als
die sonst verwendeten, ab der Geburt an alle mit der Versuchsvorbereitung
verbundenen Umstande (Entnahme aus dem Gruppenkéfig, Wiegen, Transport,
Aufenthalt im Labor etc.) gewdhnt worden waren. Diese ,,gehandelten” Ratten
zeigten daraufhin auch bis unmittelbar vor Versuchsbeginn keine der sonst
auftretenden Stref3reaktionen (Erschrecken, Fluchtversuche, ,, Stref3putzen” u.d.).
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Dieser Zusammenhang konnte nicht bestdtigt werden; die Reaktionen dieser
Gewebe auf Adrenalinzugabe unterschieden sich nicht von den sonst
gefundenen (Tab. 3).

Tabelle 3: Adrenalin-Effekt auf die elektrischen Parameter bel Verwendung der
»gehandelten* Ratten:

Distales Colon Proximales Colon
1. Phase 2. Phase 1. Phase 2. Phase n
Alsc (uEgh-Lcm?) | 00£0,1 06+01* | 03+01 -03+02 |56
A Gt (mScm-2) 00+0,1 04%0,1 0,8+0,7 23+04 |56

Isc und Gt sind angegeben als Anderung der Parameter (A) im Vergleich zur
Baseline unmittelbar vor Zugabe von Adrenalin (5-10-6 mol -1 serosal). Alle
Werte sind Mittelwerte + SEM, * p < 0,05 versus Baseline.

3.2 1onale Abhangigkeit des Adrenalin-Effekts
3.2.1 Anionensubstitutionsver suche und Wirkung von Transportinhibitoren

Um zu Uberprifen, ob der Stromanstieg wéahrend der ersten Phase wie im
Meerschweinchencolon (Rechkemmer et al., 1996) durch eine Cl--Sekretion
verursacht wird, wurde zunéchst die Abhangigkeit der Adrenalin-Wirkung von
der Anwesenheit von Chlorionen getestet. Unter Cl--freien Bedingungen war in
beiden Colon-Segmenten nach Zusetzen von Adrenalin kein Stromanstieg zu
beobachten (n = 8). Die 2. Phase der Adrenalin-Antwort blieb dagegen
unverandert (Tab. 4; Abb. 111.4).
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Die Phase 1 der Isc-Anderung durch Adrenalin ist
Folge

der Auslosung einer Cl -Sekretion.

- lonensubstitutionsversuche:

2,4 -
2,2 -

distal

Isc (LEQ Hlcm?2 )

proximal

CI™ -frei

Abb. I11.4: Unter Cl-freien Bedingungen fehlt die Phase 1 der Isc-Antwort
auf Adrenalin vollstandig. Die Kurvenverlaufe sind représentativ fur 8
Versuche unter gleichen Bedingungen.

Auf der basolateralen Seite des Gewebes ist der Na*-K*+-2 Cl--
Cotransporter der wesentliche Faktor fur die Cl--Sekretion, d. h. fur die Auf-
nahme von Cl- in die Zelle (Chipperfield, 1986). Dementsprechend fehlte auch
nach Vorbehandlung mit Bumetanid (10-4 mol-I-1 serosal), einem Hemmer des
Nat-K*-2 Cl--Cotransporters (Cabantchik und Greger, 1992), der Isc-Anstieg.
In diesem Fall war alerdings auch die Senkung des KurzschlufR3stroms reduziert
(n=7; Tab. 4; Abb. 111.5).
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transporters Bumetanid:

36 i" . .
Die Phpse 1 ,der*¥&&\nderung durch Adrenalin ist
FolgederAusI sung eiiger Cl Sekretlon
- Versiche mit dem BiSarwmsE 12 CI--Co-
transpo t;e;rs Bu etanld 5 min
36 — N distal
3,2 -
o
S AB ).
H'c_— Isc-Anslleg nach Adrendlin a
> \é?rg.]c_l”e.
L
E:
o 2
v
1,6 7 distal
Bumetanid

Abb. I11.5: Durch Vorbehandlung mit Bumetanid (104 mol -1 ser.) wird der
Isc-Anstieg nach Adrenalin aufgehoben. Das Ergebnis ist repréasentativ fir 7

Versuche.

Desweiteren wurde Uberprft, ob die Isc-Absenkung der 2. Phase auf eine
K *-Sekretion zuriickgeht, wie es im Colon von Kaninchen (Smith und McCabe,
1986) und Meerschweinchen (Rechkemmer et al., 1996) der Fall ist. Die
Vorbehandlung mit dem K*-Kanal-Blocker Quinin (10-3 mol-I-1 mucosal;
Cook und Quast, 1990) beeinfluléte die 1. Phase nicht, hemmte aber wiederum
die 2. Phase partiell (n = 5 - 6). Tetraethylammonium (5-10-3 mol-I-1 mucosal;
Cook und Quast, 1990), ein weiterer K*+-Kanal-Blocker, war unwirksam (n = 6;

Tab. 4; Abb. 111.6).
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Tabelle 4: Wirkung von Anionen-Ersatz oder Transportinhibitoren auf den
Adrenalin-Effekt:
Distales Colon Proximales Colon
1. Phase 2. Phase 1. Phase 2. Phase n
Alsc (uEg-h-1.cm2)

Cl--frei 0,0+0,0 -0,5+0,1* 0,0+0,0 -0,6 +0,1* 8
Kontrolle 06+0,3 -0,5+0,2* 05+0,2* -0,7 £ 0,1* 6
Bumetanid 0,1+ 0,0v# -0,1+0,0* 0,1+ 0,0# -0,3+0,1* 7
Kontrolle 02+0,1 -0,6+0,3 0,3+0,2 -0,5+0,2* 5-7
Quinin 03+01 0,5+ 0,1*# 0,0+0,0 -0,1+0,2 o7
Kontrolle 01+01 -0,7+0,2* 0,2+0,1* -0,7 £ 0,1* 6
TEA -0,1+0,1 -0,5+0,3 02+0,1 -0,8+0,1* 6

Effekt von Adrendin (5-10-6 mol-I-1 serosal) in Cl--freier Nahrlésung oder in
Abwesenheit (Kontrolle) und Anwesenheit von Bumetanid (10-4 mol-I-1
serosal), TEA (5-10-3 mol'l™* mucosal) und Quinin (10-3 mol-I-1 mucosal). Alle
Werte sind Mittelwerte + SEM. * p <0,05 versus Baseline; # p < 0,05 versus
Kontrolle.

Diese Ergebnisse lassen darauf schlief3en, dald die 1. Phase der Isc-
Anderung nach Adrenalin auf eine Cl--Sekretion zurtickzufuhren ist, wahrend
der 2. Phase eine K *-Sekretion zugrundeliegt.

Der Abfal des Isc trat unter Cl--freien Bedingungen mit einer
Halbwertszeit von 52 + 5 s distal (n = 8) bzw. 92 + 23 s proxima (n = 8)
deutlich schneller als unter Kontrollbedingungen ein, wobel allerdings proximal
die Signifikanz des Unterschieds verfehlt wurde. Dies zeigt, dal3 die fur die
Stromsenkung  verantwortliche K*-Sekretion schon unmittelbar  nach
Adrenalinzugabe einsetzt, aber in der 1. Phase der Reaktion von einer

kurzfristigen, grofderen Cl--Sekretion tberlagert wird.
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Die Phase 2 der Isc-Anderung durch Adrenalin ist
Folge einer Steigerung der Kaliumsekretion.

- Versuche mit dem K +-Kanal-Blocker Quinin:

*
[] nur Adrenalin
0,5 - [ Adrenalin nach Quinin

-

S 0

e

O

LLl

= *

2  -0,54 |

distal proximal

Abb. 111.6: Der Kaliumkanal-Blocker Quinin (10-3mol 1-1 muc.) unterdriickt
die Stromsenkung durch Adrenain bzw. kehrt sie im distalen Colon um. Die
Werte sind Mittelwerte (Saulen) £ SEM (vertikale Linien). * p < 0,05 versus
Adrenalin-Effekt unter Kontrollbedingungen. n=5 - 6.

3.2.2 Messung unidirektionaler K*-Fliisse

Um die dem Stromeffekt von Adrenalin zugrundeliegenden Veranderun-
gen in den Bewegungen der einzelnen lonen direkt zu erfassen, wurden Mes-
sungen unidirektionaler lonenfllsse durchgefihrt. Diese erfolgten wahrend
einer 20-mindtigen Kontrollperiode sowie wahrend einer zweiten, gleichlangen
Periode, die 5 Minuten nach Adrenalin-Zugabe begann. Die lonenfluR-Ande-

rungen wahrend des kurzdauernden |sc-Anstiegs wurden somit nicht erfalt.

40



Bei der Messung des unidirektionalen 86Rb*-Flusses, als Marker fiir den
K*-Transport, wurde eine spontane Netto-Sekretion im distalen und keine
signifikante Netto-Rb*-Bewegung im proximalen Segment ermittelt (n = 9 -
10). Durch Adrenalin wurde in beiden Segmenten der sekretorische Rb*-Fluf3
(JRbgy, n = 9 - 10, p < 0,05; Tab. 5; Abb. 7) stimuliert. Damit wurde die
Annahme aus den Versuchen mit Quinin und Bumetanid bestatigt, dal’ der Isc-
Abfall mit einer K*-Sekretion einhergeht.

Die Phase 2 der Isc-Anderung durch Adrenalin ist
Folge einer Steigerung der Kaliumsekretion.

- Unidirektionale Rbt-Flul3-Messungen:

<& [] Kontrolle
e @ [0 Adrenalin
© e

s

— S 0,54

o 2

L 8 1 1

S

@ P —

=

L 0

=+ ~

o]

x 5

8 =

© (&]

c 0

g 5 057 | |

° £

5 *
o (D]

S o *

- distal proximal

Abb. 111.7: Unidirektionale lonenfluR-Messungen mit86Rb* as Marker fiir
Kaium. Die Stromsenkung durch Adrenain (Phase 2) geht mit enem
signifikanten Anstieg der Kaliumsekretion einher. Die Werte sind Mittelwerte
(Saulen) £ SEM (vertikale Linien). * p < 0,05 versus Kontrolle. n =9 - 10.
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Tabelle 5: Wirkung von Adrenalin auf unidirektionale und Nettofllisse von Rb*

im distalen und proximalen Colon:

JRbms JRbgm JRbnet Isc Gt

(LEgq-h-1.cm2) (mScm2)
Distales Colon

Kontrolle 0,33+0,04 0,50 + 0,08 -0,17+£0,09 |1,3+0,2 83+04

Adrendin  |0,35+0,04 |063+0,1* |-0,28+0,11 (0,8+0,1 79+04

Proximales Colon
Kontrolle 0,57+0,11 0,51+ 0,08 0,06+0,14 [1,1+01 226+ 3.2
Adrenalin 0,63+0,12 0,57+ 0,07* 0,06+0,14 |0,7+0,1* 224+ 33

Alle Werte sind Mittelwerte + SEM, n=9- 10, * p < 0,05 versus Kontrolle.

3.2.3 Messung unidirektionaler Na* - und Cl--Fliisse

In beiden Colon-Segmenten erfolgte spontan sowohl eine Netto-Na*- als
auch Netto-Cl--Resorption (n = 8; Tab. 5). In der Testperiode nach Adrenalin
nahm distal der Mucosa-nach-Serosa- (JClg) wie auch der Serosa-nach-
Mucosa-Cl--FIuR von Cl- (Clgm, n = 8, p < 0,05) ab; proximal blieb er
unverandert. Umgekehrt stieg proximal, nicht aber distal, der JNagy, an (n = 8,
p < 0,05; Tab. 6). Fur die Nettobewegungen beider lonen ergaben sich daraus
jedoch keine signifikanten Verénderungen. Adrenalin verandert die Nat- und

Cl-- Transporte aso nur marginal.

42



174

9]|0UOM SNSIBA GO0 > d 4 ‘g = U ‘INTS FaLOMPBRIN puiS 8LoM 3|V

HBTFELT STOFTT v'CF6'v- 6TFEY TTFGGT GT 86T GTFEOT B80FT. CTFV'LT uleuaipy
8'TF99T TOFET GCF6'G- 0CF9€ CTFT9T LTFL'6T GTF80T L'0F99 €TFG/LT 9|10UOH
UOJ0D SS[ew X0 id
9'0F9'TT «0%F.0 €CF80- 0CFT'S| LOTFL. L TFLTT ZTF99 G'0F9'9 0TFCET uleuaIpy
8'0F0CT COFTT 0C Ft'0- 9T 8V L'0F9°0T ST FV'qT TTFE9 9'0F09 6'0F¥'CT 9|10UOH
uojod seessia
AN-Eo.mEv AN-Eo.H-s._om_&
19 25| BUYC Bu ol WS of SWiof BleNC WSeNC SteNC
:uoj0D

uefewxoid pun WaeISIP Wi -[J pun ;BN UOA 8SSNJJONBN Pun a[euoyR.IpILN Jrie UlfeusIpy UOA BundII 9 dpdeL




Der sekretorische Bicarbonat-Transport wird durch
Adrenalin nicht verandert:

A) Distales Colon
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Abb. [11.8: Titrimetrische Bestimmung des sekretorischen Bicarbonat-
Trangports (Alkalinisierung einer pufferfreien Elektrolytliosung auf der

mucosalen Gewebeseite). + Adrenalin: n=11 - 15.

In Vergleichsversuchen mit dem Sekretagogon Forskolin lief3 sich dagegen eine

signifikante Steigerung der Transportrate nachweisen.n=6- 7.

Alle Werte sind Mittelwerte (Quadrate) £ SEM (vertikale Linien).



3.2.4 Messung sekretorischer HCO3-FlUsse

Es wurde untersucht, ob parallel zu der durch Adrenalin induzierten K*-
Sekretion auch eine Veranderung des sekretorischen Bicarbonat-Transports
stattfand. Als indirekter Parameter fir die HCO3™-Sekretion wurde dazu der
pH-Anstieg der ungepufferten, Bicarbonat-freien mucosalen ElektrolytlGsung
Uber Titration mit 0,5 mmol-1-1 HCI-Lésung gemessen (Stewart et al., 1989).

Die Bestimmung des JHCO34, ergab eine spontane Bicarbonat-Sekre-
tion, die Uber den Versuchszeitraum von 2 h almahlich abnahm (n = 11 - 14).
Adrenalin beeinflufe diesen Verlauf, und damit den sekretorischen Bicar-
bonat-Transport, nicht (n = 13 - 15; Abb. 111.8).

Zur Uberprifung der verwendeten MefRmethodik wurden Vergleichs-
versuche mit dem Sekretagogon Forskolin (5-10-6 mol-I-1 mucosal und sero-
sal) durchgefihrt, einem Aktivator der Adenylatcyclase (Seamon et al., 1981).
Damit konnte bel gleichem Versuchsprotokoll eine deutliche HCO3-Sekretion
- hier Uber die Erhéhung des intrazelluldren cAMP-Gehalts - ausgel st werden
(n=6-7; Abb. 111.8).

Demnach wirkt Adrenalin nicht auf diesen intrazelluldren Regulations-

mechani smus des sekretorischen HCO3~-Transports ein.

3.3 Betelligung subepithelialer Strukturen

Die Wirkung vieler Sekretagoga erfolgt indirekt tber eine Zwischen-
schaltung von Neuronen des enteralen Nervensystems oder von Eicosanoiden.
Um dies fir die Wirkungsweise von Adrenalin zu untersuchen, wurden Inhibi-
toren dieser beiden Wege eingesetzt. Durch Vorbehandlung des Gewebes mit
Indometacin (10-6 mol-I-1 mucosal und serosal), einem Cyclooxygenase-Hem-
mer (Curtis-Prior, 1976), wurde im distalen Colon-Segment der Isc-Anstieg
aufgehoben (n = 6, p < 0,05 versus Kontrolle). Der Isc-Abfal blieb distal
unverandert (Tab. 7; Abb. I11.9).
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Am distalen Cc_)_lon wirkt Adrenalin indirekt; die 1.
Phase der Isc-Anderung wird Uber Prostaglandine
vermittelt;

Isc (LEQ Hlcm2 )

Indometacin

Abb. 111.9: Der Cyclooxygenase-Blocker Indometacin (10-6mol -1 muc. +
ser.) hebt die 1. Phase der Isc-Antwort auf Adrenalin auf. Der Verlauf der Kurve

Ist typisch flr 6 Versuche.

Das Neurotoxin des Kugelfischs, Tetrodotoxin (Catterall, 1980) (10-6
mol-I-1 serosal), hemmte dagegen distal die 2. Phase, ohne die 1. Phase zu
beeinflussen (n = 6, p < 0,05 versus Kontrolle; Tab. 7; Abb. 111.10). Beide
Substanzen waren am proximalen Segment unwirksam (n = 6). Daraus geht
hervor, dal3 die Wirkung von Adrenalin am distalen Colon indirekt, in der 1.
Phase durch Prostaglandine, in der 2. Phase Uber enterale Neurone, vermittelt
wird, wahrend der Effekt am proximalen Colon direkt an den Enterozyten

ausgel 6st wird.
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Enterale Neurone vermitteln die 2. Phase des
Arenain-Effekts am distalen Coln:

Isc (LEq h'lcm'z)

1,8

Abb. I11.10: Der Adrenalin-induzierte Isc-Abfall wird durch das Neurotoxin
Tetrodotoxin (5x106 mol 1 ser.) aufgehoben. Der Effekt ist repréasentativ fur
6 Versuche unter gleichen Bedingungen.

Hier stellte sich die Frage, ob die weitere Ubermittlung der Adrenalin-
Wirkung am distalen Colon cholinerg oder nicht-cholinerg erfolgt. Versuche
mit cholinergen Antagonisten brachten folgende Ergebnisse: Eine Vorbehand-
lung mit dem Blocker nicotinerger Rezeptoren Hexamethonium (Tapper und
Lewand, 1981) (10-2 mol-I-1 serosal) verkleinerte die Isc-Senkung distal (n = 6,
p < 0,05 versus Kontrolle), ohne den Isc-Anstieg zu verandern (Tab. 7). Atropin
(106 mol-I-1 serosal), ein Blocker muscarinerger Rezeptoren (Kaiser und
Rzeszotarski, 1987), war wirkungslos (n = 6; Tab. 7). Dies deutet auf eine
Beteiligung von nicotinergen Rezeptoren bei der Vermittlung des Adrenalin-
Effekts am distalen Colon hin, allerdings ohne eine direkte Einwirkung von

Acetylcholin auf die Epithelzellen des Colons Uber muscarinerge Rezeptoren.
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Wie aus den Versuchen mit Tetrodotoxin zu erwarten, waren alle diese

Inhibitoren am proximalen Colon unwirksam (n = 6; Tab. 7).

Tabelle 7: Vermittlung der Adrenain-Antwort durch Prostaglandine und

enterische Neurone;

Distales Colon Proximales Colon
1. Phase 2. Phase 1. Phase 2. Phase n
Alsc (uEg-h-l.ecm2)

Kontrolle 0,6+0,3 -1,0+04 0,3+0,2 -0,5+0,2* 6
Indometacin 0,0+ 0,0# -0,8+0,1* 0,3+ 0,0* -0,2+0,2 6
Kontrolle 02+0,1 -1,4+0,2* 0,4 +0,1* -0,5+0,2 6
Tetrodotoxin 0,3+0,1* -0,1+0,1# 04+0,1* -0,4 +0,1* 6
Kontrolle 0,0+£0,0 -1,2+0,1* 04+0,2 -0,8 £ 0,3* 6
Hexamethonium | 0,1 + 0,0 -0,6 £ 0,1*# 0,3+0,1* -0,3+0,2 6
Kontrolle 0,1+ 0,0* -0,4+0,3 0,2+ 0,1* -0,8+0,1* 6-8
Atropin 0,2+ 0,0* -0,9 £ 0,2* 0,3+0,1* -0,8 £ 0,2* 6

Wirkung von Adrenalin (5-10-6 mol-I-1 serosal) in Abwesenheit (Kontrolle)
und Anwesenheit von Indometacin (10-6 mol-1-1 mucosal und serosal), Tetro-
dotoxin (10-6 mol-I-1 serosal), Hexamethonium (10-> mol-I-1 serosal), oder
Atropin (10-6 mol-I-1 serosal). Alle Werte sind Mittelwerte + SEM. * p <0,05
versus Baseline; # p < 0,05 versus Kontrolle.

3.4 Differenzierung der adrenergen Rezeptoren

Die Beteiligung und mdgliche Lokalisation verschiedener adrenerger
Rezeptoren an der Vermittlung der Wirkung von Adrenalin wurde durch den
Einsatz diverser Rezeptorblocker getestet. Wurden die Gewebe mit Propranol ol
(5106 mol-I-1 serosal), einem unselektiven P-Rezeptor-Blocker (zu allen
Adrenozeptor-Blockern s. a. Bylund et al., 1994), vorbehandelt, war der
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KurzschluBstrom-Abfall im distalen Segment verkleinert (n = 6, p < 0,05 versus
Kontrolle). Der selektive Bo-Blocker 1CI 118551 (102 mol-I-1 serosal) rief
denselben Effekt hervor (n = 7, p < 0,05 versus Kontrolle); der (31-Blocker
Atenolol (104 mol -1 serosal) hatte dagegen keinen EinfluR auf die Adrena-
lin-Antwort (n = 6). Im proximalen Segment war keiner der [3-Blocker wirksam
(n=6; Tab. 8; Abb. I11.11).

Adrenalin induziert eine Kaliumsekretion am distalen
Colon tber ,-Rezeptoren auf enteralen Neuronen:

[] nur Adrenalin
[ Adrenalin nach Rezeptorblocker
0
% *
N g
= 0,5
o * |
A -
e
O
I
2 _
-1,5— ‘
Propranolol ICI
P 118551 Atenolol

Abb. I11.11: Der nicht-selektive B-Rezeptor-Blocker Propranolol (5x10-6 mol
I-1 ser.) und der selektive Bo-Rezeptor-Blocker ICI 118551 (10-5mol -1 ser.)
hemmen die Stromsenkung durch Adrenalin am distalen Colon.n=5-7.

Der selektiveg, -Blocker Atenolol (5x10 motd  ser) hat keinen EinfluR
auf

den Isc-Abfall. n=6.

Die Werte sind Mittelwerte (Saulen) + SEM (vertikale Linien). * p < 0,05
versus Adrenalin-Effekt unter Kontrollbedingungen.
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Eine Vorbehandlung mit dem nicht-selektiven a-Rezeptor-Blocker
Phentolamin (10-4 mol-I-1 serosal), wie auch mit dem a2-Blocker Y ohimbin
(10-5 mol-I-1 serosal), hemmte umgekehrt die 2. Phase der Isc-Anderung nach
Adrenalin im proximalen, nicht aber im distalen Colon-Abschnitt (n = 6, p <
0,05 versus Kontrolle). Prazosin (5-10-6 mol-I-1 serosal), ein a1-Blocker, ver-
anderte die Adrenalin-Antwort nicht (n =6 - 7; Tab. 8; Abb. 111.12).

Am proximalen Colon induziert Adrenalin ene
Kaliumsekretion Uber a2 -Rezeptoren wahrscheinlich
auf Epithelzellen:

] nur Adrenalin
[0 Adrenalin nach Rezeptorblocker
0 T
i *
SO *
=
‘T‘O _0’5 —
e
O
g - |
=
2
_1 — ‘
Phentolamin Yohimbin Prazosin

Abb. I11.12: Der nicht-selektive o -Rezeptor-Blocker Phentolamin (10-4 mol I-1
ser.) sowie der selektive o yRezeptor-Blocker Yohimbin (10-5mol [-1ser.)
heben die Isc-Senkung durch Adrenalin am proximalen Colon auf. n=5 - 6.

Der selektive q¢-Blocker Prazosin (106 mol |-1ser.) beeinflu’t die Isc-
Senkung nicht. n=5 - 6.

Die Werte sind Mittelwerte (Saulen) £ SEM (vertikale Linien). * p < 0,05
versus Adrenalin-Effekt unter Kontrollbedingungen.
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Aus diesen Ergebnissen |a3t sich schlief3en, dal3 am distalen Colon [o-
Rezeptoren an der Vermittlung der 2. Phase der Adrenain-Wirkung beteiligt

sind, am proximalen Colon dagegen a2-Rezeptoren.

Tabelle 8: Effekt von Adrenalin auf den Isc in Abwesenheit und Anwesenheit

von Blockern adrenerger Rezeptoren:

Distales Colon Proximales Colon n
1. Phase 2. Phase 1. Phase 2. Phase
Alsc (uEg-h-1.ecm2)

Kontrolle 01+0,2 -0,7+0,2* 0,3+0,2 -0,8+0/4 6
Phentolamin 0,9+ 0,1*# -0,5+0,1* 0,8+0,1* -0,1+ 0,0# 6
Kontrolle 01+01 -1,0+0,3* 01+0,1 -0,6+0,2 5-7
Prazosin 0,2+ 0,0* -0,7+0,1* 01+0,1 -1,2+0,1*# S5-7
Kontrolle 02+0,2 -0,6+0.,2* 0,6 +0,1* -0,6 + 0,1* 5
Y ohimbin 0,2+ 0,1* -0,3+0,1* 0,6 + 0,1* 0,0+ 0,2# 6
Kontrolle 0,3+0,1 -1,4+0,3* 0,2+ 0,1* -0,6 £ 0,1* 6
Propranol ol 0,2+ 0,1* -0,2+0,1*# 0,2+ 0,0* -04+0,2 6
Kontrolle 0,1+0,1* -0,8 + 0,3* 0,1+0,1 -1,1+0,2* 6
Atenolol 0,3+0,3 -0,6 £ 0,2* 02+0,1 -0,8 £ 0,2* 6
Kontrolle 02+0,1 -1,2+0,4* 0,3+0,1* -0,5+0,2* 6-7
ICI 118551 0,3+0,1* -0,3+ 0,2# 0,2+0,1* -0,8+0,2* 6-7

Wirkung von Adrenalin (5-10-2 mol-I-1 serosal) in Abwesenheit (Kontrolle)
und Anwesenheit von Atenolol (104 mol-I-1 serosal), ICI 118551 (10-2 mol -1
serosal), Phentolamin (10-4 moll-1 serosal), Prazosin (10-6 mol-I-1 serosal),
Propranolol (5-10-6 serosal), oder Yohimbin (10-2 mol-I-1 serosal). Alle Werte
sind Mittelwerte + SEM. * p < 0,05 versus Basdline; # p < 0,05 versus

Kontrolle.
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V. Diskussion

Der basale Kurzschluf3strom (Isc) am Colon der Ratte zeigt eine charak-
teristische Zeitabhangigkeit: Er ist initial hoch und erreicht nach einer raschen
abfallenden Phase einen mehr oder minder stabilen Wert, der im Laufe der
weiteren Versuchzeit nur noch wenig absinkt. In den hier vorgestellten Versu-
chen sank der Kurzschluf3sstrom in der einstindigen Equilibrierungsphase zu
Versuchsbeginn (Standard-Parsons-Losung auf beiden Seiten des Gewebes,
kein Zusatz von Substanzen) kontinuierlich von anfangs héheren Werten auf
3,4+ 0,1 pEg-h-1.cmr2 im distalen wie im proximalen Colon (vgl. Nobleset al.,
1991). Der initial sehr hohe Strom spiegelt eine starke sekretorische Aktivitét
der Schleimhaut wider. Diese ist zuriickzufihren auf eine anfangs erhthte
Prostaglandinfreisetzung im subepithelialen Gewebe (s. Craven und
DeRubertis, 1986). Sie wird durch die mechanischen Einwirkungen beim
Préparieren des Darms ausgel 6st (Beubler und Juan, 1978) und klingt wahrend
der Stabiliserungsphase in der Kammer allméhlich ab. Verschiedene
Prostaglandine, wie z. B. Prostaglandin E», Foq oder 1o, stimulieren
vorubergehend eine via zwischengeschalteten enteralen Neuronen oder direkt
am Epithe vermittelte Chlorid-Sekretion (Diener et a., 1988).
Dementsprechend &3t sich die Stabilisierungsphase deutlich verkirzen, wenn
man die Prostaglandinbildung durch Hemmung der Cyclooxygenase
unterdrtckt, z. B. mit dem Indolessig-séure-Derivat Indometacin (Nobles et a.,
1991, Curtis-Prior, 1976), bzw. wenn man mit dem Neurotoxin Tetrodotoxin
die Aktivitdt sekretomotorischer Neurone des Plexus submucosus hemmt
(Andres et al., 1985). Dieses Gift des japanischen Kugelfischs blockiert die
spannungsabhéngigen Nat-Kandle auf Nervenzellen, deren Funktion die
Weiterleitung von Aktionspotentialen ist (Catterall, 1995).
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Die proximal unter basalen Bedingungen hohere Gewebeleitfahigkeit
(Gt) reprasentiert ein in diesem Segment ,,undichteres* Epithel (Nobles et al.,
1991) und damit eine héhere passive Permeabilitét im Vergleich zum distalen
Abschnitt. Die Gesamt-L eitfahigkeit des Colonpraparats summiert sich aus der
transzelluldren und der parazelluléren Leitfahigkeit. Erstere wird durch Zell-
membraneigenschaften bestimmt, letztere durch die Morphologie der tight
junctions in den Interzellularspalten. Die tight junctions sind Tréger der - neben
dem Stoff- und FlUssigkeitstransport - zweiten wichtigen Funktion des Epithels:
der Bildung einer (Diffusions-) Barriere zwischen Umwelt und Korperinnerem.
Sie werden aus Strangen vernetzter Faserblndeln (,strands*) gebildet. Diese
Fasern sind spezifische, integrale Membranproteine, die jeweils in einander
benachbarten Plasmamembranen verankert und im Interzellulérspalt nahe den
apicalen Zellpolen nach dem Reil3verschluf3prinzip ineinander verzahnt sind.
Der Unterschied zwischen starker durchldssigem (distalem) und weniger
durchlassigem (proximalem) Epithel kommt dadurch zustande, dal3 die
»dichteren® tight junctions von mehreren, die ,,undichteren* von nur 1 - 2 dieser
verzahnten Faserblndel (,strands*) gebildet werden (Powell, 1981; Sandle und
McGlone, 1987).

Um den Einflufd von Catecholaminen auf die lonentransport-Verhatnisse
im Colon der Ratte zu untersuchen, wurden zunéchst die Wirkungen von
Adrenalin (5-10-6 mol-I-1) auf diese basalen elektrischen Parameter ermittelt.

Adrenalin rief eine biphasische Anderung des Isc hervor. Einem kurzen,
transienten Anstieg folgte eine anhaltende Isc-Absenkung. Vergleichbare Er-
gebnisse fanden bereits Racusen und Binder 1979 am Colon der Ratte. Dagegen
war am lleum und am Colon des Kaninchens (Field und McCaoll, 1973; Smith

und McCabe, 1986) wie auch am Colon des Meerschweinchens (Rechkemmer



et a., 1996) nach Adrenalin-Zugabe nur ein Abfall des Kurzschluf3stroms zu
beobachten.

Die Adrenain-Wirkung zeigte eine beachtliche Variabilitét von Gewebe
zu Gewebe. Die 1. Phase der Adrenalin-Antwort war, abhéngig vom Segment,
lediglich in 70 - 79% der Versuche zu beobachten, ganz anders als die mit 92 -
93% sehr konsistenten Phase 2 (vgl. Abb. 111.2). Diese Inkonstanz des Isc-
Anstiegs wurde ebenfalls schon von Racusen und Binder (1979) gefunden. Die
Hintergrinde dieses Phdnomens wurden wegen des raschen Abklingens des
Effekts nicht ndher untersucht.

Im Gegensatz zum Kaninchen-lleum (Chang et al., 1982) fihrte die
wiederholte Applikation von Adrenalin zu einem Préparat des Rattencolons zu
einer Desensitivierung des Gewebes (Tab. 2). Hinter diesem Effekt kdnnen
vielfdltige Mechanismen stehen, die noch nicht vollstandig gekléart sind. Die
Abschwéachung des Effekts kann auf Rezeptorebene erfolgen - z. B. mittels
Internalisation von Rezeptoren in die Zelle, tUber Abbau oder verlangsamte
Neusynthese von Rezeptoren - oder auf einer nachgeschalteten Ebene. Zu den
hier ansetzenden Mechanismen gehdren die Reduktion der Effizienz der
Rezeptor-G-Protein-Kopplung, z. B. durch Rezeptor-Phosphorylierung, oder die
Reduktion der verflgbaren zyklischen Nukleotide, sowie die Beeinflussung der
Aktivitét der Adenylatzyklase oder der Phosphodiesterase. Bei dauerhafter [3-
Rezeptor-Stimulierung ist eine Abnahme der Kapazitét zur cAMP-Synthese
bekannt, bei a-Rezeptoren ein Zusammenwirken von Rezeptor-Entkopplung, -
Phosphorylierung und -down-regulation (Ubersichten bei: Lefkowitz et al.,
1990; Ross, 1990).

55



Es wurde welterhin ermittelt, welche Modifikationen an den lonen-

transportverhétnissen im Dickdarm den gefundenen Anderungen der elektri-
schen Parameter zugrundeliegen.
Die 1. Phase der KurzschluRstrom-Anderung nach Adrenalinzugabe ist am
Colon der Ratte auf eine Stimulation der Cl--Sekretion zurtickzufthren. Dies
ergaben Versuche unter Cl--freien Bedingungen (Abb. 111.4) sowie mit
Bumetanid. Bumetanid ist ein Derivat einer aromatischen Carbonsaure
(Sulfonamid), das zu den Schleifendiuretika zahlt. Diese hemmen spezifisch
und reversibel den Nat-K*-2 Cl--Cotransporter (Cabantchik und Gereger,
1992), der in der basolateralen Membran der Colonepithelzellen lokalisiert und
mal3geblich am Ablauf eines sekretorischen Cl--Transports der Zelle beteiligt ist
(Abb. 111.5; Chipperfield, 1986).

Die 2. Phase des Adrenalin-Effekts auf den Isc ist auf eine K*-Sekretion
zurtickzufiihren. Daflr spricht z. B. die Beobachtung, dal3 sich die Senkung des
Isc durch Vorbehandlung des Gewebes mit Quinin aufheben liel3. Tetra-
ethylammonium (TEA) hingegen war wirkungslos (Abb. 111.7). Sowohl Quinin
(= Chinin), das Hauptalkaloid der Chinarinde, als auch die quartdre Ammoni-
umverbindung TEA blockieren K*-Kandle (Cook und Quast, 1990). Zudem
ging diese Phase mit einer Steigerung der Serosa-nach-Mucosa-Flisse des
Markers 86Rbt einher (Abb. 111.6, Tab. 7). Sie ist somit auf eine K*-Sekretion
via apikalen, Quinin-sensitiven K*+-Kanalen zuriickzufthren, vergleichbar dem
Colon von Meerschweinchen (Rechkemmer et al., 1996) und Kaninchen (Smith
und McCabe, 1986; Halm, 1984).

Aufféllig ist dagegen, dal3 der Stromabfall nach Adrenalin durch
Bumetanid gehemmt wird, nicht aber unter Verwendung von Cl--freiem Puffer
(Abb. 111.4 und 111.5). Fir die volle Aufrechterhaltung der K*-Sekretion ist die
Aufnahme dieses lons von basolateral Uber den Nat-K*-2 Cl--Cotransporter in

die Zelle notwendig, und dieser Vorgang ist an das gleichzeitige Vorhandensein

56



von Chlorionen in der serosalen Losung gebunden. Fir diesen scheinbaren
Widerspruch durfte der Rest-Chloridgehalt der als ,Cl--frei* bezeichneten
Losung infolge des Vorhandenseins von KCl und CaCl2 sein. Dieser reichte
offenbar aus, um den Nat-K*-2 Cl--Cotransporter zu betreiben und damit
basolateral K+ in die Zelle aufzunehmen.

Das deutlich schnellere Eintreten des Stromabfalls unter Cl--freien
Bedingungen weist darauf hin, dal’ auch die K*-Sekretion, die zur Absenkung
des Isc fuhrt, unmittelbar nach der Adrenalinapplikation stimuliert wurde, aber
unter Standard-Bedingungen anfangs Kkurzfristig von einer grofReren Cl--
Sekretion, die den Isc anhebt, tiberdeckt wurde.

Die Flisse anderer lonen als K+ waren dagegen in der Spétphase der
Adrenalin-Wirkung nur wenig verandert. Wahrend der 2. Phase der Adrenalin-
Antwort wurde der Anstieg der K+-Sekretion lediglich von einer Abnahme des
sekretorischen wie auch des resorptiven Cl--Flusses im distalen bzw. einer
kleinen Steigerung des Serosa-nach-Mucosa-Flusses von Nat im proximalen
Segment begleitet (Tab. 5). Adrenalin hat also nur marginale Effekte auf den
Nat- und den Cl--Transport durch das Colonepithel. Auch die spontane
Bicarbonat-Seketion blieb unverandert (Abb. 111.8).

Die gemessenen lonentransport-Anderungen kénnen die nach Adrenalin
gemessene  KurzschluRstrom-Anderung nicht  vollstandig  erklaren. Die
Anderung im Netto-K+-Transport ist z. B. mit -0,11 pEg-h-1.cm2 im distalen
Colon deutlich kleiner as der parallel gemessene Abfall des Isc von -0,5 pEQ-h-
l.cm-2. Méglicherweise finden also zusitzlich zu den oben beschriebenen
weitere Veranderungen von lonenfliissen statt: entweder so kleine Nat, Cl--
bzw. HCO3~-Flul3&nderungen, dald sie mit den eingesetzten Mef3methoden nicht

erfaf3bar sind und die sich aufsummieren, oder es sind die Transportverhaltnisse

57



anderer als dieser gemessenen lonen betroffen, obwohl dies unwahrscheinlich
erscheint, da in den vorliegegenden Versuchen die Bewegungen aller
quantitativ bedeutsamen Ionensorten erfaldt wurden. Ein weiterer Aspekt mag
hier eine Rolle spielen, der von Rechkemmer et a. (1996) beziiglich einer
ghnlichen , unerklérlichen” Isc-Anderung am distalen Meerschweinchen-Colon
diskutiert wurde: Die mit Hilfe der Tracer-Technik gemessenen sekretorischen
K*-Flisse sind falsch klein, wenn ein- und dieselbe Zelle sowohl an der K+-
Sekretion als auch an der K+-Resorption beteiligt ist. Ist dies der Fall, wird zum
einen der Tracer 86Rbt von der markierten basolateralen Seite durch die Zelle
nach mucosal transportiert. Zum anderen werden aber zugleich von apical
unmarkierte K*-lonen in die Zelle aufgenommen. Dort vermischen sich von
mucosal aufgenommenes wie auch intrazelluléar schon vorhandenes Kt mit
86Rb*, was eine Verdiinnung der von serosal in die Zelle aufgenommenen
Menge an Radioaktivitét bewirkt. Dadurch werden Uber den apicalen K*-
Transportweg mehr lonen sezerniert, als bel den Aktivitdtsmessungen erfafyt
werden konnen. Letzterer Erklarungsansatz durfte in jedem Fal fir das
Zustandekommen dieser Diskrepanz zwischen dem Alsc und den gefundenen
lonenfluf3&nderungen verantwortlich sein, ob allein oder neben einem oder

beiden der davor genannten Punkte, muf3 offen bleiben.

Die Anderungen des KurzschluRstroms nach Adrenalin sind am distalen
wie am proximalen Colon sehr dhnlich; die Vermittlung dieses Effekts hingegen
ist, abhéangig vom Segment, deutlich verschieden.

Am distalen Segment wurde der kurze Isc-Anstieg durch den
Cyclooxygenase-Inhibitor Indometacin unterdriickt (Abb. [11.9). Dies 1&3t auf
eine Zwischenschaltung endogener Prostaglandine schlief3en, die Uberwiegend
im submucosalen Bindegewebe des Darms produziert werden (s. Craven und
DeRubertis, 1986). Das Neurotoxin Tetrodotoxin verhinderte distal den Abfall
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des Isc nach Adrenain (Abb. 111.10). Die K*-Sekretion dieser Phase wird also
durch sekretomotorische enterale Neurone vermittelt. Auf den ersten Blick
widersprichlich sind die Ergebnisse von Racusen und Binder (1979), bei denen
TTX die Isc-Anderung nach Adrenalin am Ratten-Colon nicht beein-flufite.
Doch hier wurde im Gegensatz zu den jetzigen Untersuchungen nicht zwischen
proximalem und distalem Segment differenziert, was ein ganzliches Fehlen
dieser Hemmung vortauschte.

Proximal verursachte keiner der beiden Blocker eine Modifikation des
Adrenalin-Effekts. Hier Gbt Adrenalin seine Wirkung direkt an den enteralen
Epithel zellen aus.

Eine vergleichbare Kombination von indirekten, neuronal bzw. Prosta-
glandin-vermittelten wie auch direkten Wirkmechanismen ist friher schon bei
der Auslosung einer Cl--Sekretion durch Bradykinin am Colon der Ratte
gefunden worden (Diener et al., 1988).

Der nicotinische Rezeptor-Blocker Hexamethonium, wie TEA eine
guartdre Ammoniumverbindung (Starke, 1996b), verringerte den Stromabfall
distal. Demzufolge spielen bei der Weiterleitung der Wirkung von Adrenalin
nicotinerge Rezeptoren eine Rolle. Wie das Fehlen eines Einflusses des
Alkaloids der Tollkirsche, des Tropasaureesters Atropin (Starke, 1996b), auf die
Adrenalin-Antwort zeigt, findet die Vermittlung des Effekts auf die Enterozyten
am distalen Segment ohne Beteiligung von Acetylcholin statt. Eine Stimulation
cholinerger Neurone durch Adrenalin kann jedoch nicht ausgeschlossen
werden. In submucosen Ganglien des Meerschweinchen-Dinndarms z. B.
enthalten ca 75% der cholinergen Neurone weitere Substanzen als
Cotransmitter: meist Substanz P, Neuropeptid Y, Somatostatin oder
Cholezystokinin (Furness et al., 1984). Moglicherweise ist einer dieser nicht-

cholinergen Transmitter in die Weiterleitung der Wirkung von Adrenalin
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involviert. Proximal waren die Cholinozeptor-Blocker erwartungsgemald
unwirksam (Tab. 7).

Die Vermittlung des Adrenalin-Effekts erfolgt tber unterschiedliche
adrenerge Rezeptoren. Um diese genauer zu identifizieren, wurden Versuche
mit verschiedenen nichtselektiven und selektiven Adrenozeptor-Blockern
durchgefihrt. Eingesetzt wurden folgende Substanzen: der nichtselektive [(3-
Rezeptor-Blocker Propranolol, der ebenso wie der [31-selektive Adrenozeptor-
Blocker Atenolol zu den Phenoxypropanolamin-Derivaten z&hlt, daneben ICI
118551 als B2-Rezeptor-Blocker (O'Donnell und Wanstall, 1980). Desweiteren
das Imidazolin Phentolamin zur unselektiven a-Blockade, das Indolalkaloid
Yohimbin zur selektiven ao- und das Piperazinylquinazolin Prazosin zur a1-
Blockade. Die Antagonisten verhindern die Fortleitung des Signals, indem sie
den Einflul? des Rezeptors auf den jewelligen nachfolgenden second messenger
unterbinden. Dabei handelt es sich um Ca2t im Falle des a1-Rezeptors bzw.
um cAMP bei den Ubrigen drei Rezeptortypen (Hoffmann und Lefkowitz, 1990;
Starke und Palm, 1996).

Der neuronal vermittelte Isc-Abfall im distalen Colon-Abschnitt wurde
durch Zugabe des [(-Blockers Propranolol wie auch des [(32-Blockers ICI
118551 gehemmt. Unter (31-Rezeptor-Blockade mit Atenolol dagegen war die
Stromabsenkung unveréndert (Abb. 111.11). Dies |&f3t auf eine Zwischenschal-
tung von [2-Rezeptoren schlief}en, die sich entweder - was das einfachste
Erklarungsmodell darstellt - direkt auf den vermittelnden Neuronen befinden,
oder aber auf anderen Zellen, die ihrereseits die sekretomotorischen Neurone
stimulieren. Die bei North und Surprenant (1985) beschriebene adrenerge,
hemmende Beeinflussung von Neuronen des Plexus submucosus (hier durch
Noradrenalin) wird zwar Uber ao-Rezeptoren Ubertragen. Dies schliefdt aber

ersteren Erklarungsversuch nicht aus; auf anders lokalisierten Nervenzellen
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wurden [B-Rezeptoren schon gefunden (Starke, 1977). Uber welchen Transmitter
das Signal nach adrenerger Stimulation von den enteralen Neuronen
weitergeleitet wird, ist noch nicht geklart.

Am proximalen Segment unterdriickten der a-Rezeptor-Blocker Phen-
tolamin und der ap-Blocker Yohimbin die 2. Phase der Adrenalin-Antwort,
nicht aber der aq-Blocker Prazosin (Abb. [11.12). Also durften hier ap-Adre-
nozeptoren direkt auf den Epithelzellen die K*+-sekretorische Wirkung weiter-
leiten, vergleichbar dem TTX-insensitiven Isc-Abfall nach Adrenalin am Ileum
des Kaninchens (Chang et al., 1982). Ein Uber ap-Rezeptoren direkt auf
Enterozyten ausgelibter Effekt von Catecholaminen auf den lonentransport am
Darm wurde schon bei Burks (1994) beschrieben. Am Kaninchen-Colon hin-
gegen sind [31-Rezeptoren auf Epithelzellen fiur die Steigerung der K*-
Sekretion verantwortlich (Smith und McCabe, 1986).

Die Frage, aus welchem Grund die 1. Phase der Kurzschluf3strom-
Anderung nach Adrenalin durch keine dieser Substanzen beeinfluft wurde, muf
hier unbeantwortet bleiben. Moglicherweise findet hier eine Ubermittlung des
Effekts Uber B3-Adrenozeptoren statt. Diese sog. ,atypischen® [-Rezeptoren
wurden bisher u. a. in Fettgewebe (Lefkowitz et al., 1990) und glatter
Muskulatur des Gastrointestinaltrakts nachgewiesen und sind gegentiber den
konventionellen [3-Rezeptor-Blockern insensitiv (Burks, 1994).

Welterhin bleibt die Frage offen, welche intrazelluldren Mediatoren bei
der Weiterleitung der K*-sekretorischen Wirkung von Adrenalin ein Rolle
spielen. Am Rattencolon wurden als second messenger der K*-Sekretion
sowohl erhéhte cAMP-Konzentrationen (Foster et al., 1983; Diener et al., 1996)
as auch erhohte intrazelluldre Ca2t-Konzentrationen gefunden (Schult-heiRR
und Diener, 1997). Da fiur das distale Colon bisher Hinweise auf den
Transmitter fehlen, der die Adrenain-Wirkung auf die Epithelzellen
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weiterleitet, ist hier noch kein Rickschluf auf die Beteiligung eines bestimmten
second messenger moglich. Durch die Stimulation von a2-Rezeptoren wird
entweder die Adenylatzyklase gehemmt und damit das cCAMP-Level erniedrigt
oder die Ca2+-Konzentration (iber einen Einstrom aus dem Extrazellul&rraum,
ahnlich wie durch a1-Rezeptoren, erhoht (Lefkowitz et al., 1990). Das macht es
wahrscheinlicher, daR intrazelluldres Ca2t der second messenger ist, der die
Adrenalin-stimulierte K*-Sekretion Uber a9-Rezeptoren am proximalen Colon
der Ratte vermittelt.

In welchem Mal3 Adrenalin die Transportfunktion des Colons in vivo
unter physiol ogischen Bedingungen beeinfluft, ist fraglich. Im Plasma der Ratte
wird in Ruhe eine Konzentration von 1,0 + 0,16 nmol-I-1 Adrenalin und 3.0 +
0,27 nmol-I-1 Noradrenalin gemessen, wobei sich die vom Nebennierenmark
und die neuronal abgegebenen Mengen addieren (Docke und Kemper, 1994).
Physiologischer Stref3 kann die Adrenalin-Konzentration im Plasma auf 3 - 40
nmol-1-1 erhdhen. Unter im Versuch herbeigefiihrten, extremen Strefreizen
kénnen Plasma-Adrenalinspiegel von 200 - 300 nmol-I-1 (am narkotisierten
Tier) vorkommen (Szabo B., Institut fir Pharmakologie und Toxikologie der
Universitét Freiburg, personl. Korrespondenz, 1998). Die in den vorliegenden
Untersuchungen eingesetzte Konzentration lag im einstelligen Mikromol-
Bereich. Dies dirfte im lebenden Organismus, insbesondere unter nicht-

experimentellen Umstanden, kaum jemals erreicht werden.

Die Resultate der Untersuchungen lassen sich wie folgt zusammenfassen:
Adrenalin bt auf den lonentransport im Rattencolon einen segmentabhangig
unterschiedlichen Effekt aus. Es werden eine schnell abklingende
Chloridsekretion und eine anhaltende Kaliumsekretion ausgel6st. Distal wird
die erstgenannte Wirkung Uber subepithelial freigesetzte Prostaglandine wei-
tergeleitet, die K*-sekretorische Wirkung Uber 32-Rezeptoren und sekreto-
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motorische enterale Neurone. Proximal erfolgt die Wirkungsibermittlung via
0 2-Rezeptoren, die direkt auf den Enterozyten lokalisiert sind. Diese Wirk-
mechanismen sind abschlief3end in Abb. IV.A und B zur Veranschaulichung
noch einmal schematisch dargestellt.
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Zusammenfassung

Die Wirkungen von Adrenalin auf den Transport von K+, Nat, Cl- und
HCOg3- durch das Rattencolon wurden mit Hilfe der Ussing-Kammer-Technik
untersucht. Adrenalin (5-106 mol-I-1) rief eine zweiphasige Anderung des
Kurzschlul3-Stroms (Isc) im distalen und proximalen Colon hervor: einen
kurzen, transienten Anstieg, gefolgt von einer langanhaltenden Absenkung. Die
1. Phase der Isc-Antwort fehlte unter Cl--freien Bedingungen und nach
Vorbehandlung mit Bumetanid, einem Blocker des Na*-K*+-2 CI--
Cotransporters. Dies deutet auf eine vorlbergehende Stimulierung der Cl--
Sekretion hin. Die 2. Phase des Adrenalin-Effekts wurde durch Zugabe des K *-
Kanal-Blockers Quinin unterdriickt und ging mit einem Anstieg des
sekretorischen Rb*-Flusses (JRPg) einher. Diese war jedoch deutlich kleiner
als die Anderung des Isc. Daneben trat am distalen Colon nach Zusatz von
Adrenalin eine Verminderung des resorptiven und des sekretorischen Cl--
Flusses auf.

Im distalen Segment hemmte der Cyclooxygenase-Blocker Indometacin
die 1. Phase der Antwort auf Adrenalin, wadhrend die 2. Phase durch das
Neurotoxin Tetrodotoxin aufgehoben wurde. Proximal waren beide Substanzen
ohne Wirkung. Der neuronal vermittelte Einflul3 von Adrenalin wurde distal
durch den nicht-selektiven [-Rezeptorblocker Propranolol und den [(o-
selektiven Blocker ICl 118551 unterdriickt. Die Adrenalin-induzierte K*-
Sekretion am proximalen Abschnitt wurde hingegen durch den unselektiven a-
Blocker Phentolamin und den selektiven a2-Blocker Y ohimbin gehemmt.

Diese Ergebnisse deuten auf eine segment-sepezifische Wirkung von
Adrenalin auf den lonentransport hin: auf einen indirekten Einflul3, vermittelt

Uber sekretomotorische Neurone, via [32-Rezeptoren am distalen und auf eine
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direkte Stimulation der Epithelzellen Uber ao-Rezeptoren am proximalen

Colon.
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Summary

The effect of epinephrine on transport of K+, Nat, Cl- and HCO3- across
the colon of the rat was studied with the Ussing chamber technique.
Epinephrine (5-10-6 mol-I-1) induced a biphasic change in short-circuit current
(Isc) in distal and proxima colon: a transient increase followed by a long-
lasting decay. The first phase of the Isc response was abolished in Cl--poor
solution or after administration of bumetanide, an inhibitor of the Nat-K+*-2 Cl-
cotransporter, indicating a transient induction of Cl- secretion. The 2. phase of
the response to epinephrine was suppressed by administration of the K+ channel
blocker, quinine, and was concomitant with an increase in JRPgy, indicating that
epinephrine induced K+ secretion, although this response was much smaller
than the change in Isc. In addition, the distal colon displayed a decrease in
JC! s and JCl gy when treated with epinephrine.

In the distal colon indomethacin, a cyclooxygenase inhibitor, abolished
the 1. phase of the epinephrine effect, whereas the 2. phase was suppressed by
tetrodotoxin. In the proximal colon indomethacin and tetrodotoxin were in-
effective. The neuronally-mediated response to epinephrine in the distal colon
was suppressed by the non-selective (-receptor blocker, propranolol, and by the
3p-selective blocker, ICI 118551, whereas the epithelial response in the
proximal colon was suppressed by the non-selective a-blocker, phentolamine,
and by the selective a2-blocker, yohimbine.

These results indicate a segment-specific action of epinephrine on ion
transport: an indirect action on secretomotor neurons via [3p-receptors in the
distal and a direct stimulatory action on epithelial a2-receptors in the proximal

colon.
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