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1 Einleitung

Anfang des 20. Jahrhunderts unterteilte Langley das periphere autonome Nervensystem
aufgrund anatomischer und funktioneller Kriterien in drel Anteile, den Sympathikus, den
Parasympathikus und das enterale Nervensystem. Jahrzehnte spéater konnte Azetylcholin
(ACh) as parasympathische Transmittersubstanz mit inhibitorischer Wirkung am Herzen
(Loewi et Navratil 1926) und vasodilatatorischer Wirkung am Skelettmuskel (Uvnés 1954)
identifiziert werden. Der entgegengesetzte Effekt, ndmlich die durch Stimulation
sympathischer Nervenfasern hervorgerufene Vasokonstriktion, konnte auf die Ausschiittung
von Noradrenalin (NA) zurtickgefihrt werden (von Euler 1946). Seit der Identifikation
dieser beiden Neurotransmitter, die von den entsprechenden postgangliondren
Nervenendigungen des Sympathikus und des Parasympathikus ausgeschittet werden,
wurden die einzelnen Bereiche des peripheren autonomen Nervensystems auch als adrenerg
und cholinerg bezeichnet. Durch die pharmakologische Blockade der cholinergen
Neurotransmission konnte die durch parasympathische Nervenstimulation hervorgerufene
Vasodilatation jedoch nur geringfligig vermindert werden (Bloom et Edwards 1980).
Ebenso konnte die pharmakologische Blockade der adrenergen Neurotransmission eine
durch sympathische Nervenstimulation hervorgerufene Vasokonstriktion nicht vollstandig
unterbinden (Folkow et Uvnas 1948, Lundberg et Tatemoto 1982). Die Entdeckung bisher
unbekannter vasoaktiver Substanzen in autonomen Nervenzellen legte die Existenz
nichtadrenerger-nichtcholinerger Mechanismen der Blutflussregulation nahe. Im Rahmen
weiterer Forschungsarbeiten konnte eine Vielzahl bisher unbekannter Transmittersubstanzen
identifiziert werden (Said et Mutt 1970, Tatemoto et al. 1982, Burnstock et Kennedy 1986,
Pamer et a. 1987), die von adrenergen und cholinergen Neuronen als sogenannte
Kotransmitter zusétzlich zu den beiden Haupttransmittern ausgeschiittet werden. Erst
jungste Untersuchungen legen jedoch die Vermutung nahe, dass zusétzlich ein tatsdchliches
nichtadrenerges-nichtcholinerges System mit gesonderter anatomischer Lokalisation seiner
Neurone existiert. Welche Bedeutung der nichtadrenergen-nichtcholinergen Innervation der
Thoraxorgane des Meerschweinchens zukommt, sollte in der vorliegenden Arbeit

untersucht werden.



1.1 Die autonome efferente und sensible I nnervation der Organe des Brustraumes

Das autonome Nervensystem hat die neuronale Kontrolle des inneren Milieus zur Aufgabe.
Einer direkten willkdrlichen Einflussnahme entzogen, reguliert es die Funktionen von
Atemwegen, Herz und Gefal3en und passt sie den jeweiligen Bedirfnissen an. Das periphere
vegetative Nervensystem besteht aus drel anatomisch und funktionell weitgehend getrennten
Anteilen, die klassscherweise ads Sympathikus, Parasympathikus und enterales
Nervensystem bezeichnet werden. Die dazugehdrigen zentralen vegetativen Zentren liegen
im Fall des Sympathikus in der intermedidren Zone des Brustmarks, im Fall des
Parasympathikus und enteralen Nervensystems im Nucleus ambiguus und Nucleus dorsalis
nervi vagi im Hirnstamm. Von diesen Zentren ziehen praganglionédre Fasern zur Peripherie,
wo sie in Ganglien auf postgangliondre Neurone umgeschaltet werden (Wang et a. 2001).
Die sympathischen pragangliondren Fasern verlassen das Riuckenmark Uber die
Vorderwurzeln und die Rami communicantes abi und ziehen zu den paravertebralen
Grenzstrangganglien. Dort erfolgt die Signaltbertragung auf postganglionére Neurone, die
Uber die Rami communicantes grisei zu den Effektoren in die Peripherie projizieren
(Jackson et Cunnane 2001).

Die préganglionéren parasympathischen Fasern verlassen den Hirnstamm im Nervus vagus
und ziehen mit ihm zu den Organen im Brustraum. Hier enden sie an lokalen Ganglien in der
N&he oder innerhalb der Erfolgsorgane und werden auf postgangliondre Neurone
umgeschaltet (Hollenberg 1986).

Die vegetativen postgangliondaren Nervenfasern sind entlang ihrer Endaufzweigungen
mehrfach perlschnurartig aufgetrieben. Diese Varikositéten stellen den Kontakt zum
Erfolgsorgan her und dienen der Speicherung verschiedener Neurotransmitter. Als
klassischer Ubertragerstoff an alen pragangliondren vegetativen und postganglionéren
parasympathischen Nervenfasern gilt das ACh (Loewi et Navratil 1926, Uvnés 1954). NA
gilt als der Neurotransmitter an den meisten postganglionaren sympathischen Nervenfasern
(von Euler 1946, 1948, Folkow et Uvnas 1948, Peart 1949). NA und ACh sind jedoch nicht
die einzigen Ubertragersubstanzen im peripheren vegetativen Nervensystem. Aus
experimentellen Untersuchungen geht hervor, dass in viden Organen nach Reizung
vegetativer Nerven Effekte auddsbar sind, die nicht durch Blockade der adrenergen und
cholinergen Ubertragung beseitigt werden konnen. Stickstoffmonoxid (NO) (Palmer et al.



1987, Ignarro et al. 1987), Neuropeptid Y (NPY) (Tatemoto 1982, Lundberg et Tatemoto
1982) und Vasoaktives Intestinales Polypeptid (VIP) (Said et Mutt 1970, Bloom et
Edwards 1980, Lundberg 1980, Uddman et a. 1980) werden neben vielen anderen
Ubertragerstoffen fir solche Effekte verantwortlich gemacht.

Die Organe des Brustraumes werden auf3er durch vegetative Efferenzen auch durch
zahlreiche sensible Fasern innerviert. Diese viszeralen Afferenzen sind in die neuronae
Regulation von Herz, Lunge und Kreidaufsystem eingebunden und melden neben
Schmerzreizen die Reizung der Mechano- und Chemorezeptoren (Kummer 1988, Kummer
et a. 1989). Ihre Zellkérper liegen im Ganglion nodosum und Ganglion jugulare des Nervus
vagus und in den Spinaganglien (Kummer et a. 1992). Die Signallbertragung an der
zentralen Synapse erfolgt zumeist durch Glutamat. Zusétzlich sind in einer Population
sensibler Neurone verschiedene Mediatoren aber auch in der peripheren Endigung zu finden
und werden dort als Antwort auf lokale Reize auch freigesetzt (lokale Effektorfunktion
sensibler Fasern). Klassische Mediatoren an der peripheren Endigung sensibler Neurone sind
z.B. die Tachykinine, aber auch weitere Neuropeptide und NO konnten bereits in diesen
Nervenzellen nachgewiesen werden (Kummer 1988, Kummer et al. 1992, Fischer et al.
1996).

1.1.1 Die autonome efferente und sensible Innervation der Atemwege

Die sympathische und sensible Innervation der Atemwege des Meerschweinchens konnte
durch retrograde neuronale Tracingexperimente differenziert dargestellt werden (Kummer
et a. 1992, Bowden et Gibbins 1992, Fischer et al. 1996).

Sympathische Ursprungsneurone, die mit ihren Fasern die Trachea innervieren, lief3en sich
im Ganglion cervicale superius und im Ganglion stellatum nachweisen. Die Lunge erhét ihre
sympathische Innervation aus dem Ganglion stellatum und den thorakalen
Grenzstrangganglien T2-T4. In den mesten markierten Nervenzellen lieffen sich
Tyrosinhydroxylase  (TH), das  geschwindigkeitsbestimmende  Enzym der
Katecholaminsynthese, und NPY nachweisen (Kummer et a. 1992). In einem geringen
Anteil der getracten Nervenzellen war keine TH, dafur aber NPY (Kummer et al. 1992),



NPY und VIP (Bowden et Gibbins 1992) oder NO-Synthase (NOS) (Fischer et al. 1996)
darzustellen.

Im Bereich der extrapuimonalen Atemwege erhalten vor allem die gefa¥reiche Adventitia
sowie die Muskelschicht und die Lamina submucosa noradrenerge, NPY -immunresktive
Fasern. Intrapulmonal ist bevorzugt die Muscularis, aber auch die Submucosa bis zu den
terminalen Bronchioli NPY /noradrenerg innerviert.

Nichtadrenerge, NPY- und VIP-immunreaktive, sowie nur VIP-immunreaktive Fasern
innervieren vor alem die Muscularis der Trachea und der Bronchi, letztere auch die Lamina
submucosa der extrapuimonalen Atemwege (Uddman et a. 1978, Lundberg et al. 1984,
Kummer et al. 1992, Fischer et al. 1996).

Eine dhnliche Verteilung haben auch die Fasern mit NOS-Immunreaktivitét. Am haufigsten
sind sie in der glatten Muskulatur und der Lamina submucosa der Hauptbronchi zu finden.
Nach proximal zur zervikalen Trachea und nach distal zur Lungenperipherie hin nimmt ihre
Dichte ab (Fischer et al. 1993, 1996).

Die parasympathische Innervation findet Uber lokale Atemwegsganglien entlang des
Tracheobronchialstamms statt, die ihrerseits praganglionére parasympathische Fasern aus
dem Nucleus ambiguus erhalten. Samtliche intrinsschen Atemwegsneurone zeigen
Immunreaktivitét fur Cholinazetyltransferase (ChAT), das ACh synthetisierende Enzym.
Cholinerge Fasern finden sich vor allem im Bereich der Atemwegsmuskulatur von der
Trachea bis zu den Bronchioli terminales und in der Submukosa von Trachea und Bronchien
(Fischer et al. 1996, Canning et Fischer 1997).

Ein weiterer Innervationsweg erganzt die autonome Innervation. Ebenfalls durch neuronale
Tracingexperimente konnten Neurone dargestellt werden, deren Ze lkorper im Osophagus
liegen und von dort die Trachealmuskulatur innervieren. Sie benutzen NO, VIP und NPY
zur Signaltbertragung (Fischer et a. 1998, Moffatt et a. 1998) und sind damit mdgliche
Ursprungsneurone bekannter NOS- und VIP-immunreaktiver Fasern (Kummer et al. 1992).

Sensible Neurone, deren Fasern die Atemwege und die Lunge innervieren, konnten im
Ganglion jugulare und im Ganglion nodosum sowie in thorakalen Spinalganglien dargestellt
werden.

Im Rahmen dieser Arbeit ist von besonderem Interesse, dass 5-10% der retrograd

markierten Ganglion nodosum-Neurone und 10-20% der getracten Ganglion jugulare-



Neurone Immunreaktivitét fur NOS zeigten. Sie kommen somit als Ursprung eines Teils der

oben beschriebenen NOS-immunreaktiven Fasern in Frage (Fischer et al. 1996).

1.1.2 Die autonome efferente und sensible Innervation des Herzens

Die sympathische Innervation des Herzens hat ihren Ursprung in den ersten vier
Grenzstrangganglien und im Ganglion stellatum. Postgangliondre Fasern dieser Neurone
innervieren im Herzen den Sinus- und AV-Knoten, das Myokard, lokale Neurone und die
Herzkranzgeféle (Dalsgaard et al. 1986, Steele et Choate 1994, Kennedy et al. 1998).
Typische Ubertragerstoffe postgangliondrer sympathischer Fasern sind NA und NPY.
Sowohl im Vorhof als auch im Ventrikel kann ein dichtes Netzwerk NPY- und TH-
immunreaktiver Fasern mit zum Teil Uberlappendem Verteilungsmuster beobachtet werden
(Dalsgaard et al. 1986, Steele et Choate 1994). NPY -immunresktive Fasern innervieren
aulBer der Herzmuskulatur auch Koronargefde und intrinsische kardiale Neurone
(Uddmann et al. 1985, Kennedy et al. 1998).

Auf parasympathischer Seite entstammen die pragangliondren Fasern dem Nucleus
ambiguus. Intrinsische Neurone, die den Ursprung der postganglionédren parasympathischen
Fasern darstellen, sind beim Meerschweinchen in zwel Regionen lokalisiert. Die eine ist der
dorsale Bereich des Vorhofseptums an der Miindung der Pulmonalvenen, die andere liegt
subepikardial am rechten Vorhof zwischen den Mindungen der Venae cavae (Steele et
Choate 1994). Sie zeigen ale ChAT-Immunreaktivitdt (Mawe et a. 1996) und in einigen
Falen zusétzlich NPY-Immunreaktivitét (Dalsgaard et al. 1986, Kennedy et al. 1998). In
etwa 5% der kardialen Neurone ist aufferdem NOS nachzuweisen (Hassall et al. 1992,
Klimaschewski et al. 1992, Tanaka et al. 1993, Sosunov et a. 1996). VIP-immunreaktive
Nervenzellkorper konnten in intrinsischen kardialen Ganglien des Meerschweinchens nicht
dargestellt werden (Della et al. 1983).

Cholinerge Fasern innervieren im Herzen das Reizleitungssystem, das Arbeitsmyokard,
lokale Neurone und die Koronargefél3e (Mawe et al. 1996).

NOS ist in Fasern, die den Sinus- und AV-Knoten, das Myokard, |okale Neurone und die
Koronargefélde versorgen, nachzuweisen (Klimaschewski et al. 1992, Tanaka et al. 1993,
Tanaka et Chiba 1995, Sosunov et al. 1995, 1996).



VIP-immunresktive Fasern spidlen in der kardiden Innervation zahlenméldig eine
untergeordnete Rolle (Dellaet a. 1983). Sie sind vor alem im Reizleitungssystem (Weihe et
Reinecke 1981, Steele et Choate 1994) und im Vorhof lokalisiert. Sie kommen hier in
kardidlen Ganglien, im Endokard und im Epikard vor und innervieren auf}erdem die
Koronargefélde (Weihe et a. 1984).

1.1.3 Die autonome efferente und sensible Innervation der pulmonaen Gefélle

Sympathische Fasern, die die pulmonalen Gefél3e versorgen, entstammen Zellkérpern der
zervikalen und ersten funf thorakalen Grenzstrangganglien (Daly et Hebb 1966, Richardson
1979). TH- und NPY-immunreaktive Fasern (Uddman et al. 1984, Kummer et al. 1992),
grofidtenteils sympathischen, postganglionéren Ursprungs, kdnnen beim Meerschweinchen in
arteriellen und ventsen Gefél3en mit einem Durchmesser bis zu 50 pm nachgewiesen
werden (Haberberger et a. 1997).

NOS-immunreaktive Nervenfasern sind dagegen nur an Arterien mit Gber 350 um und an
Venen mit Uber 700 pm Durchmesser mit Uber 50%iger Regelmaliigkeit darstellbar
(Haberberger et al. 1997).

Nichtadrenerge, NPY/VIP-, bzw. nur VIP-immunreaktive Fasern sind an der Innervation
des pulmonalen Gefél3bettes beteiligt (Kummer et a. 1992). Autoradiographisch konnte im
Bereich der glatten Pulmonalgefal3muskulatur eine hohe VIP-Rezeptorendichte gezeigt
werden (Carstairs et Barnes 1986).

Die cholinerge Innervation der Pulmonal gefél3e des Meerschweinchens wird in der Literatur
unterschiedlich beschrieben. Wahrend manche Autoren nur im extrapulmonaen Geféldbett
Azetylcholinesterase-positive  Fasern zeigen konnten (Cech 1973), beschreibt eine
immunhistologische Studie ChAT-immunreaktive Fasern in Arterien und Venen bis zu
einem Durchmesser von 50 pm (Haberberger et al. 1997). Als Ursprung der
prégangliondren parasympathischen Fasern gilt entsprechend der Atemwegsinnervation der
Nucleus ambiguus (Daly et Hebb 1966), wéhrend der Sitz der intrinsischen Ganglienzellen

nach wie vor unklar ist.



1.2 Mediatoren des autonomen Nervensystems

Die Signaltbertragung zwischen Nervenzellen beziehungsweise zwischen Nervenzelle und
Effektororgan an chemischen Synapsen lasst sich schematisch in mehrere Schritte gliedern.
Im algemeinen setzt sie die Synthese einer Transmittersubstanz im préagangliondren Neuron
und ihre Speicherung in dessen présynaptischer Endigung voraus. Auf einen entsprechenden
Reiz hin wird diese Transmittersubstanz in gentigend grof3er Menge freigesetzt, um am
postsynaptischen Neuron oder Effektororgan eine bestimmte Wirkung hervorzurufen.
Hierzu wird die Transmittersubstanz von spezifischen Rezeptoren gebunden, welche
ihrerseits entweder durch direkte Aktivierung von lonenkandlen oder durch sogenannte
Second Messenger-Systeme den biochemischen Zustand der postsynaptischen Zelle
verdndern. Das autonome Nervensystem benutzt drel  unterschiedliche Klassen von
chemischen Substanzen zur Signal Ubertragung — niedermolekulare Transmitter, neuroaktive
Peptide und Gase. Zwischen den drei Klassen bestehen grundlegende zellbiologische
Unterschiede (Holmgren et Jensen 2001). Zu den Neurotransmittern mit niedrigem
Molekulargewicht zéhlen ACh, biogene Amine (Dopamin, NA, Adrenalin, Serotonin und
Histamin), Aminosduren (Gamma-Aminobuttersdure, Glycin und Glutamat) sowie ATP und
seine Abbauprodukte. Sie alle sind kleine Molekile mit kurzen Biosythesewegen, die durch
Enzyme in der Nervenendigung synthetisiert werden. Diese Enzyme werden ihrerseits an
freien Polysomen oder am rauen endoplasmatischen Retikulum des Zellkorpers synthetisiert,
um von dort durch langsamen beziehungsweise schnellen vesikuléren axonalen Transport im
gesamten Neuron verteilt zu werden. Niedermolekulare Transmittersubstanzen konnen
daher in alen Tellen der Nervenzelle synthetisiert werden, insbesondere auch in den
présynaptischen Nervenendigungen, aus denen sie freigesetzt werden. Substrate fir ihre
Synthese sind ubiquitdr vorkommende organische Verbindungen, die dem normalen
Zdlstoffwechsel entstammen. Die Ausschiittung der niedermolekularen Transmitter kann
daher rasch und anhaltend erfolgen, da entleerte Speichervesikel sehr schnell wieder mit
Transmittermolekilen aufgefillt werden kdnnen (Holmgren et Jensen 2001).

Im Gegensatz zu den niedermolekularen Transmittersubstanzen stammen die neuroaktiven
Peptide von Proteinen ab, die nur im Zellkérper an Ribosomen gebildet werden konnen.
Wie dle sekretorischen Proteine werden diese meist 10-30 Aminosduren umfassenden

Polypeptide zunéchst am rauen endoplasmatischen Retikulum synthetisiert und dann im



Golgi-Apparat weiter verandert. Den Golgi-Apparat verlassen die Peptide in sekretorischen
Granula, die durch schnellen axonalen Transport in die prasynaptischen Nervenendigungen
transportiert werden. Die synaptische Freisetzung neuroaktiver Peptidbotenstoffe
unterscheidet sich insofern stark von der oben charakteriserten Freisetzung
niedermolekularer Transmitter, da Peptide erst vom Zellkérper nachgeliefert werden
mussen, bevor eine erneute Freisetzung stattfinden kann (Holmgren et Jensen 2001).

Eine Sonderstellung nimmt das as Transmittersubstanz wirkende Gas NO ein. Im
Gegensatz zu niedermolekularen Transmittern und den neuroaktiven Transmittern kann NO
nicht in den terminalen Nervenendigungen gespeichert werden, sondern wird im Bedarfsfall
durch das Enzym NO-Synthase synthetisert und kann daraufhin frei in sdmtliche
angrenzenden Zellen diffundieren (Bredt et Snyder 1992).

Zuletzt ist auch die rechtzeitige Entfernung der Transmittersubstanz aus dem synaptischen
Spalt fur eine effektive Signallbertragung von entscheidender Bedeutung. Bliebe die
Transmittersubstanz nach ihrer Freisetzung chemisch unveréndert im Spalt, so wirde sie die
Ubertragung neuer Signale auf die postsynaptische Zelle verhindern. Durch die
ununterbrochene Exposition des postsynaptischen Rezeptors gegeniiber dem Transmitter
wirde die Synapse ihre Funktion verlieren. Im Nervengewebe gibt es daher mehrere
Mechanismen, durch die nichtgebundene Transmittermolekile aus dem synaptischen Spalt
entfernt werden konnen. Ein Mechanismus, der einen Tell aler chemischer Botenstoffe
eliminiert, ist die Diffuson. Der enzymatische Abbau von Transmittersubstanzen ist
ebenfalls ein verbreiteter Mechanismus der Inaktivierung. Bekanntestes Beispiel hierfir ist
die enzymatische Spaltung des ACh in Cholin und Azetat durch die Azetylcholinesterase.
Dieses in der Membran verankerte extrazelluldre Enzym hydrolysiert jedes vom Rezeptor
abdissoziierte ACh-Molekiil, so dass dieses nur ein einziges Ma Verwendung findet und die
synaptische Botschaft schnell beendet ist (Leonard et Bertrand 2001). Die Wiederaufnahme
von Transmittersubstanzen ist ein weiterer wichtiger Mechanismus, um den synaptischen
Spalt von chemischen Botenstoffen zu befreien. Hochaffine Transportmolekdile, die in der
Membran von Nervenzellen sitzen, vermitteln diesen sogenannten Reuptake in die
présynaptische Endigung. Da es unterschiedliche Transportmolekile gibt, haben die
einzelnen Neuronentypen jewells ihren eigenen charakteristischen Aufnahmemechanismus.
Neuroaktive Peptide werden aus dem synaptischen Spalt langsamer entfernt as die

niedermolekularen Transmitter. Vermutlich sind Diffusion und enzymatischer Abbau durch



extrazelluld&re  Peptidasen die  enzigen  Eliminationsmechanismen  fir  diese
Transmittersubstanzen. Die langsame Entfernung aus dem synaptischen Spalt trégt zu der
langanhaltenden Wirkung der neuroaktiven Peptide bei (Holmgren et Jensen 2001).

1.2.1 Niedermolekulare Transmittersubstanzen

Azetylcholin (ACh)

ACh gilt as Ubertragerstoff an allen pragangliondren vegetativen Nervenendigungen, an
allen parasympathischen und einigen sympathischen postganglionéren Nervenendigungen.
ACh ist auerdem fur die SignalUbertragung an der motorischen Endplatte und an etlichen
Synapsen des ZNS verantwortlich (Lindstrom 1996, Gotti et al. 1997).

Die Synthese des ACh efolgt im Zytoplasma der Nervenzelle aus Cholin und Azetyl-
Coenzym A. Mit Hilfe des Enzyms Cholinazetyltransferase wird die Azetylgruppe des
Azetyl-Coenzym A auf Cholin Ubertragen. Azetyl-Coenzym A wird innerhab der
Mitochondrien gebildet, wahrend Cholin aktiv aus dem Extrazellularraum aufgenommen
werden muss. Die Cholinazetyltransferase wird im Zellkorper der Nervenzelle synthetisiert
und axoplasmatisch zu den Nervenendigungen transportiert. In den Nervenendigungen wird
ACh nach seiner Synthese in Vesikeln gespeichert, die bei Eintreffen eines Aktionspotentials
in den synaptischen Spalt entleert werden (Lindstrom 1996). Die Wirkung von ACh auf die
postsynaptische  Membran der postgangliondren Neuronen lésst sich durch Nikotin
simulieren, die hier vorherrschenden Rezeptoren werden daher as nikotinerg bezeichnet.
Nikotinerge Rezeptoren sind in die postsynaptische Membran eingebaute Proteine, die
lonenkandle bilden. ACh bewirkt am nikotinergen Rezeptor eine alosterische
Formveranderung, die durch Aufweitung eines zentralen Kanals zur Durchgangigkeit fur
Natrium- und Kaium-Kationen fuhrt (Gotti et a. 1997). Die Wirkung von ACh auf die
Effektorzellen wird durch Muskarin, ein Gift des Fliegenpilzes, smuliert, weshalb man die
hier vorherrschenden Rezeptoren als muskarinerg bezeichnet. Sobald sich ACh an den
muskarinergen Rezeptor angelagert hat, andert sich dessen Konformation und an einer
intrazelluldren Rezeptordomane kann ein Guanosindiphosphat (GDP)-tragendes G-Protein
binden. Das an das G-Protein gebundene GDP wird daraufhin gegen Guanosintriphosphat
(GTP) ausgetauscht, und das aktivierte G-Protein, eine an GTP gekoppelte Untereinheit des
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G-Proteins, greift schliefdlich am gewlinschten Effektor an. So kann z.B. die Phospholipase
C aktiviert werden, die ihrerseits das Diacylglycerin-Inositoltriphosphatsystem in Gang setzt
oder Uber andere, tellweise noch nicht identifizierte Second Messenger-Systeme bestimmte
lonenkanél e beeinflusst werden. (Hollenberg 1986).

Die Beendigung der ACh-Wirkung erfolgt in erster Linie durch dessen enzymatische
Spaltung. Jedes vom Rezeptor abdissoziierte Transmittermolekil wird von der
membranstandigen, extrazelluléaren Azetylcholinesterase in Cholin und Azetat zersetzt. Das
in der Hydrolyse entstehende Cholin wird dann durch enen hochaffinen

Transportmechanismus wieder in die cholinerge Nervenendigung aufgenommen.

Noradrenalin (NA)

NA ist der klassische Ubertragerstoff an den meisten postgangliondren sympathischen
Nervenendigungen. In varikdsen Auftreitbungen entlang ihrer Endverzweigungen wird NA
synthetisiert und gespeichert. Die Ausgangssubstanz der NA-Synthese, die Aminosdure L-
Tyrosin, wird von der Nervenzelle aktiv aus dem Extrazellularraum aufgenommen. Der
geschwindigkeitsbestimmende Schritt der NA-Synthese ist die Umwandlung von L-Tyrosin
zu L-Dopa durch die Tyrosinhydroxylase (TH). Durch die DOPA-Decarboxylase wird L-
Dopa dann zu Dopamin decarboxyliert und dieses durch die Dopamin-beta-Hydroxylase zu
NA hydroxyliert. Wie alle Enzyme werden auch die TH, die DOPA-Decarboxylase und die
Dopamin-beta-Hydroxylase im Korper der Nervenzelle synthetisert und in die
Nervenendigungen transportiert. Die Speicherung von NA findet sowohl in kleinen als auch
in grof3en Vesikeln statt (Fried et a. 1985).

Fur NA sind verschiedene Alpha- und Beta-Adrenorezeptoren bekannt. Sie alle sind G-
Protein-gekoppelte Rezeptoren mit sieben membrandurchspannenden Domaénen, die
strukturell dem oben genannten muskarinergen ACh-Rezeptor dhneln (Kaumann 1991).
Alpha-1-Rezeptoren befinden sich auf den postsynaptischen Zellen der peripheren
Zidlorgane (Schulze et Fu 1996). lhre Aktivierung flhrt in erster Linie zu einer
Tonuserhohung der glatten Muskulatur. Thre Wirkung vermitteln sie durch die Aktivierung
der Phospholipase C und des nachfolgenden Diacylglycerin-Inositoltriphosphatsystems.
Inositoltriphosphat erhdht seinerseits die Konzentration freier Kalziumionen, indem es deren

Freisetzung aus intrazellularen membrantsen Speichern anregt.
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Alpha-2-Rezeptoren vermitteln ihre Wirkung einerseits durch die Hemmung der
Adenylatzyklase und senken so die Konzentration des sekundédren Botenstoffs cyclisches
Adenosinmonophosohat  (CAMP), andererseits sind sie Uber G-Proteine direkt an
lonenkandle gekoppelt. Als présynaptische Autorezeptoren auf den terminalen
Nervenendigungen vegetativer Neurone regulieren sSie deren  Neurotransmitter-
Ausschiittung (Langer 1981, Lundberg et al. 1984, 1986, Dahlof et al. 1986, Starke 1987).
Betarezeptoren vermitteln ihre Wirkung im Wesentlichen durch Aktivierung der
Adenylatzyklase, erhthen also die Konzentration des sekundéren Botenstoffs CAMP. Beta-
1-Rezeptoren kommen im wesentlichen im Herzen vor (Molenaar et a. 1987) und
vermitteln dort die Zunahme der Herzfrequenz und der Kontraktionskraft (Dahlof et a.
1991), aulRerdem vermitteln sie die Freisetzung von Renin und von freien Fettsduren im
Rahmen der Lipolyse. Beta-2-Rezeptoren vermitteln im wesentlichen die Dilatation von
Bronchien und Arterien (Bao et a. 1990).

Die Beendigung der NA-Wirkung erfolgt durch Abdiffusion aus dem synaptischen Spalt,
durch extraneurale NA-Aufnahme und vor alem durch aktive Wiederaufnahme in die
présynaptische Nervenendigung. Dort kann NA erneut in Vesikeln gespeichert werden oder

durch die Enzyme Monoaminoxidase und Catechol-o-M ethyltransferase abgebaut werden.

Adenosintriphosohat (ATP)

ATP, ein Mononucleotid aus Adenin, Ribose und drei Phosphorsdureresten, ist der
wichtigste Energiespeicher und —Ubertrager des Intermedidrstoffwechsels und en
gruppentbertragendes Koenzym. In manchen Synapsen wirken ATP und seine
Abbauprodukte als Transmittersubstanzen.

ATP wurde in Speicherveskeln sympathischer Nervenendigungen nachgewiesen und kann
durch sympathische Nervenstimulation ausgeschiittet werden. ATP fuhrt an arteriellen
Gefalien zu einer schnellen, kurz dauernden Vasokonstriktion (Burnstock et Kennedy 1986,
Burnstock 1988, 1990), die sich durch die Blockade der purinergen Rezeptoren auf den
glatten Gefaldmuskelzellen unterdriicken lasst (Muramatsu 1987, Warland et Burnstock
1987, Bao et al. 1990).
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1.2.2 Neuropeptide

Vasoaktives intestinales Polypeptid (VIP)

VIP ist ein aus 28 Aminosauren bestehendes Poypeptid, das erstmals aus dem Duodenum
des Schweinsisoliert wurde (Said et Mutt 1970, Mutt et Said 1974). Esist mit den Peptiden
der Sekretin-Glucagon-Familie strukturell verwandt und hat ausgeprégte vasodilatorische
Eigenschaften (Bloom et Edwards 1980). Da es in parasympathischen Nervenendigungen
exokriner Drisen nachgewiesen werden konnte (Lundberg 1980, Uddman et al. 1980),
wurde es rasch als nichtcholinerge parasympathische Transmittersubstanz betrachtet. Man
vermutete, dass VIP als Kotransmitter des AChs unter anderem fir die parasympathische
Regulation der Nasenschleimhaut und der Speicheldrisen verantwortlich sei (Lundberg
1981). In zahlreichen Geweben konnte VIP jedoch auch kolokalisiert mit NPY und NO in
postganglionédren autonomen Fasern nachgewiesen werden (Uddman et Sundler 1986,
Leblanc et al. 1987, Sheikh et al. 1988, Lacroix et a. 1990).

VIP wird wie vidle andere Polypeptide in groffen Veskeln in den terminaen
Nervenendigungen gespeichert (Johansson et Lundberg 1981, Laitinen et al. 1985). VIP
fihrt nach Bindung an den VIP-Rezeptor zu einer Aktivierung der Adenylatzyklase. Uber
den Anstieg der intrazelluldren cAMP-Konzentration bewirkt es eine Relaxation der glatten
Muskulatur und so die erwahnte Vasodilatation (Taton et al. 1982, Lundberg et Tatemoto
1982, Itoh et al. 1985, Schoeffter et Stoclet 1985).

Neuropeptid Y (NPY)

NPY ist ein aus 36 Aminosauren bestehendes, Tyrosin-haltiges Polypeptid, das erstmals aus
dem Gehirn von Schweinen isoliert wurde (Tatemoto 1982, Tatemoto et al. 1982). Wie dle
Neuropeptide wird es im Zellkorper der Nervenzelle synthetisiert, gelangt per axonalem
Transport in deren terminale Nervenendigungen und wird dort in grof3en Veskeln
gespeichert (Pelletier et al. 1984, Fried et a. 1985).

In zahlreichen postganglionaren Sympathikusneuronen wird NPY neben NA as
Kotransmitter gebildet (Lundberg et Tatemoto 1982, Lundberg et al. 1983, Ekblad et al.
1984). NPY-immunreaktive Nervenfasern konnten sowohl perivaskuldr in vielen

verschiedenen Gefélterritorien as auch in der Nahe von nicht-vaskuléaren Muske zellen des
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Herzens und zahlreicher anderer Organe dargestellt werden (Lundberg et Tatemoto 1982,
Lundberg et al. 1983, 1984, Gu et al. 1983, Edvinsson et a. 1983, Ekblad et al. 1984).

NPY bewirkt an arteriellen Geféllen eine subakut einsetzende, jedoch starke und
langanhaltende Vasokonstriktion (Lundberg et Tatemoto 1982). Diese konstriktorische
Wirkung auf glatte Gefaldmuskelzellen wird vor alem durch die Aktivierung des NPY 1-
Rezeptors verursacht (Grundemar et a. 1992, Wahlestedt et al. 1986). Dieser G-Protein
gekoppelte Rezeptor vermittelt einerseits einen Anstieg der intrazelluldren Kalziumionen-
Konzentration durch deren Freisetzung aus intrazelluldren Kalziumspeichern, andererseits
eine Inhibition der Adenylatzyklase und damit einen Abfal der intrazellulé&ren cCAMP-
Konzentration (Aakerlund et al. 1990, Herzog et a. 1992).

Uber préasynaptische  NPY2-Rezeptoren auf  postsynaptischen  sympathischen
Nervenendigungen reguliert NPY aul3er seiner eigenen Ausschiittung (Pernow et Lundberg
1989) die von NA (Lundberg et Stjarne 1984, Pernow et al. 1986) und ATP (Stjarne et al.
1986). Zusdtzlich scheint NPY die Transmitterausschittung aus parasympathischen
Nervenendigungen im Herzen (Potter 1987), in der Trachea (Grundemar et al. 1988,
Matran et a. 1989) und aus sensiblen Nervenendigungen in den Atemwege zu regulieren
(Matran et al. 1989).

NPY nimmt so zum einen direkten Einfluss auf den Tonus der glatten Muskulatur, zum
anderen reguliert es Uber Rezeptoren auf pr& und postgangliondren Fasern die

Ausschiittung anderer Neurotransmitter.
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1.2.3 Stickstoffmonoxid, NO

Lange bevor NO as Transmittersubstanz entdeckt wurde, wusste man von der
therapeutischen Wirkung von Nitro-Vasodilatatoren wie Nitroglycerin bei ischdmischen
Herzerkrankungen und hypertensiven Entgleisungen. Die Relaxation der glatten
Gefal3muskulatur durch ACh, die nur bei intaktem Gefal3endothel eintritt, wurde auf einen
sogenannten endothelium-derived relaxing factor zuriickgefuhrt (Furchgott et Zawadzki
1980), den man Jahre spéter als NO identifizieren konnte (Palmer et al. 1987, Ignarro et al.
1987).

Seine Synthese wird durch ein spezifisches Enzym, die NO-Synthase (NOS) katalysiert
(Mayer et al. 1989). Mit NADPH as Kofaktor setzt die NOS L-Arginin Uber
Argininhydroxid zu Citrullin und Stickstoffmonoxid um (Palmer et Moncada 1989). NOS
wird via des Proteins Camodulin durch einen Anstieg der intrazelluldren Kalziumionen-
Konzentration aktiviert (Bredt et Snyder 1990, Busse et Milsch 1990). Die NOS existiert in
einer konstitutiven und einer induzierbaren Form. Zweitere lasst sich unter anderem in
Makrophagen nachweisen und ist fur deren bakterizide Wirkung mitverantwortlich (Nathan
et Hibbs 1991). Erstere lasst sich wiederum in Subtypen unterteilen, von denen die
neuronale und die endotheliale NOS zwel verschiedene Enzymisoformen darstellen (Mayer
et al. 1989, Busse et Miilsch 1990, Bredt et Snyder 1990, Bredt et a. 1992). Der Nachweis
der NOS in Neuronen des zentralen (Bredt et al. 1990) und des peripheren (Ceccatelli et al.
1992, Kummer et al. 1992) Nervensystems legte die Vermutung nahe, dass NO as
neuronale Transmittersubstanz wirkt. Im Gegensatz zu den klassischen niedermolekularen
Transmittern und den Neuropeptiden wird NO jedoch nicht in Vesikeln gespeichert,
sondern wird im Bedarfsfall as direkte Folge einer Depolarisation synthetisiert und
freigesetzt (Bredt et Snyder 1992).

Die Relaxation der glatten Muskulatur durch NO ist Folge einer Interaktion des NO mit der
Guanylatzyklase. NO bewirkt Gber eine Aktivierung dieses Enzyms einen intrazelluldren
cGMP-Anstieg (Wadman et Murad 1987, Bush et a. 1992, Knispel et a. 1992, Rajfer et al.
1992). Durch cGMP werden wiederum spezifische Proteinkinasen aktiviert, die unter
anderem in der Lage sind, den Tonus der glatten Muskulatur zu vermindern (Waldman et
Murad 1988, Lindgren et a. 1991).
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1.3 Die Physiologie der autonomen | nnervation

1.3.1 Atemwege

Die Stimulation des postgangliondren sympathischen Nervenstamms fihrt zu einer
Relaxation der Atemwegsmuskulatur. Dieser Effekt wird direkt Uber adrenerge Beta-2-
Rezeptoren vermittelt. Indirekt reduziert NA den bronchokonstriktorischen Effekt
cholinerger Bronchokonstriktion Uber présynaptische inhibitorische Alpha-2-Rezeptoren
(Andersson et Grundstrom 1987).

ACh aus postganglionaren parasympathischen Fasern fuhrt zu einer Bronchokonstriktion.
Diese kommt durch eine direkte konstriktorische Wirkung an muskuléren M 3-Rezeptoren
(Minette et Barnes 1990, Morrison et Vanhoutte 1992, Preuss et Goldie 1999) sowie durch
indirekte, M2- und M3-Rezeptor-vermittelte, inhibitorische Wirkung an sympathischen
Nervenendigungen zustande (Pendry et Maclagan 1991, Racke et al. 1992).

Die cholinerge Neurotransmission wird in parasympathischen Atemwegsganglien des
M eerschweinchens durch die Stimulation muskarinerger M 1-Rezeptoren verstérkt (Y ang et
Biggs 1991), wéhrend sie an postgangliondren cholinergen Nervenendigungen beim
Menschen durch inhibitorische M2-, beim Meerschweinchen durch inhibitorische M1-, M2-
und M4-Rezeptoren inhibiert wird (Minette et Barnes 1990, Doelman et a. 1991, Yang et
Biggs 1991, Kilbinger et al. 1995, Patel et al. 1995).

VIP fuhrt Uber die Bindung an epithelialen und glattmuskuldren VIP-Rezeptoren (Carstairs
et Barnes 1986) zu einer Erhthung der intrazellularen cAMP-Konzentration und damit beim
Menschen, beim Meerschweinchen und bei vielen anderen Spezies zur Tracheo- und
Bronchodilatation (Hand et a. 1984, Lundberg et al. 1984, Saga et Said 1984, Pamer et al.
1986). In niedrigerer Konzentration scheint VIP Uber inhibitorische présynaptische
Rezeptoren die cholinerge und nichtcholinerge  Transmitterausschittung — aus
postgangliondren parasympathischen Nervenendigungen zu regulieren (Venugopaan et al.
1984, Belvisi et d. 1993, Shigyo et a. 1997).

NO hat Uber einen cGMP-Anstieg (Hwang et a. 1998) ene Relaxation der
Atemwegsmuskulatur zur Folge (Lel et a. 1993, Venugopalan et al. 1998). NO inhibiert
aulBerdem die ACh-Freisetzung aus postgangliondren cholinergen Nervenendigungen
(Belvisi et al. 1991, 1993).
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NPY fuhrt in vitro zu keiner (Grundemar et al. 1988) bzw. zu einer alenfalls leichten
Kontraktion der Atemwegsmuskulatur des Meerschweinchens. Dieser Effekt lasst sich
durch Indomethacin  blockieren und scheint demnach durch ene sekundare
Prostaglandinsynthese bedingt zu sein (Cadieux et a. 1989, Taouidi Benchekroun et al
1992). Zusétzlich zu seiner kontraktilen Wirkung inhibiert NPY die bronchodilatatorische
Wirkung von NA und VIP (Taoudi Benchekroun et a. 1992, 1993). Neben diesen direkten
Effekten ist NPY aufRerdem in der Lage, Uber Rezeptoren auf terminalen Nervenendigungen
sowohl die cholinerge und noradrenerge as auch die bronchokonstriktorische,
nichtadrenerge-nichtcholinerge Neurotransmission zu inhibieren (Grundemar et al. 1988,
Stretton et Barnes 1988, Stretton et al. 1990, Taouidi Benchekroun et a. 1992).

1.3.2 Herz

Die Stimulation des Sympathikus hat am Herzen einen positiv bathmotropen, chronotropen,
dromotropen und inotropen Effekt. Mit anderen Worten ausgedriickt fuhrt eine
sympathische Stimulation zu einer schnelleren Erregungdeitung, sowie zu einem Anstieg
von Fregquenz, Schlagkraft und Erregbarkeit. Diese Wirkungen werden hauptsachlich Gber
adrenerge Beta-1-Rezeptoren vermittelt (Kaumann 1991, Molenaar et al. 1987). Uber
présynaptische Alpha-2-Rezeptoren auf postsynaptischen sympathischen Efferenzen
reguliert NA die NA- und NPY -Ausschittung (Haass et al. 1989).

Die Stimulation parasympathischer Fasern fuhrt am Herz zu einer Abnahme von Frequenz,
Schlagkraft und Erregungsleitung, wirkt also negativ chronotrop, inotrop und dromotrop
(Jeck et al. 1988, Olmez et a. 1995). ACh entfdtet seine Wirkung am
Meerschweinchenherzen Uber muskarinerge  M2-Rezeptoren, die hauptséchlich im
Vorhofbereich lokalisiert sind (Jeck et al. 1988, Schulze et Fu 1996, Zhu et a. 1996). An
kardialen Neuronen hat ACh unterschiedliche Effekte. Einerseits fuhrt es Uber die
Aktivierung muskarinerger M 1-Rezeptoren zur Depolarisation kardialer Neurone und somit
zu einer erleichterten SignalUbertragung, andererseits erzeugt es durch die Stimulation
muskarinerger M2-Rezeptoren eine Membranhyperpolarisation und somit eine reduzierte
Neurotransmission (Allen et Burnstock 1990). Eine weitere Mdglichkeit, Einfluss auf die

Herzaktion zu nehmen, besteht in der Stimulation prasynaptischer M2- und M 3-Rezeptoren
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auf postgangliondren sympathischen (Haunstetter et al. 1994, Olmez et al. 1995) und
prasynaptischer M2-Rezeptoren auf postganglionéren parasympathischen Efferenzen (Jeck
et a. 1988). Im Rahmen elektrischer Feldstimulations-Studien konnte gezeigt werden, dass
es nach M2-Rezeptorstimulation zu einer deutlich verringerten NA-, NPY- und ACh-
Ausschittung aus den entsprechenden Nervenendigungen kommt (Jeck et al. 1988,
Haunstetter et al. 1994). ACh stimuliert die NO-Freisetzung aus kardialen Endothelzellen
und reduziert so indirekt den koronaren Gefa3tonus (Kelm et Schrader 1990, Y oshiyama et
al. 1993).

NO hat Uber eine Stimulation der Guanylatzyklase und einen konsekutiven Anstieg des
CGMP eine negativ inotrope Wirkung auf das Herz und fihrt zu einer verstérkten
diastolischen Ventrikel-Relaxation (Kelm et al. 1991, 1997). NO inhibiert den positiv
inotropen und chronotropen Effekt einer Betarezeptorenstimulation (Strasser et al. 1992)
sowie den negativ chronotropen Effekt einer Vagusstimulation (Herring et al. 2000). NO ist
aulerdem ein wichtiger Vasodilatator der Koronargefdl3e mit Einfluss auf den koronaren
Ruhetonus (Kelm et Schrader 1990, Kelm et al. 1991, 1997).

VIP fihrt am isoliert perfundierten Meerschweinchenherzen zu einer dosisabhangigen
Frequenzsteigerung, zu einer Abnahme der Kontraktilitdt und zu einem Abfal des
koronaren Gefél3widerstandes (Hoover 1989). Beim Menschen und Meerschweinchen
bewirkt VIP bel systemischer Gabe einen Abfal des systemischen und koronaren
Gefal3widerstandes (Sata et al. 1986, Smitherman et al. 1989, Lundberg et al. 1994), bei
intrakoronarer Gabe fuhrt es beim Menschen zu einem Abfall des aortalen Mitteldrucks und
des kardialen Sauerstoffverbrauchs bei gleichzeitigem Anstieg der linksventrikuldren
Inotropie und des Spitzendrucks (Popma et al. 1990).

NPY hat beim Meerschweinchen bel systemischer Gabe einen gering positiv chronotropen
und inotropen Effekt (Lundberg et a. 1984), fuhrt zu einem lang anhatenden Anstieg des
koronaren Gefé3widerstandes (Franco-Cereceda et a. 1985) und inhibiert die durch ACh
und VIP ausgeloste Koronargefdl3-Relaxation (Gulbenkian et al. 1992). Auch an den
Koronargefden des Menschen und der Ratte wirkt NPY as potenter Vasokonstriktor
(Grundmar et al. 1992, Tseng et al. 1988). Bei der Ratte und beim Schwein bewirkt NPY
bei systemischer Gabe einen dosisabhangigen Anstieg des arteriellen Blutdrucks, ohne
jedoch die Herzfrequenz zu steigern (Modin et a. 1991, Grundemar et a. 1992, Dahlof et
al. 1988). Neben seiner direkten Wirkung auf postsynaptische Effektorzellen scheint NPY
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Uber Rezeptoren auf postganglionaren sympathischen (Lundberg et al. 1984, Wahlestedt et
al. 1987) und pr& und postgangliondren parasympathischen Nervenendigungen Einfluss auf
die NA- und ACh-Freisetzung zu nehmen (Lundberg et al. 1984, Wahlestedt et al. 1987,
Pardini et a. 1992). An parasympathischen kardialen Neuronen fihrt eine lokae
Applikation von NPY zu einer deutlichen Hyperpolarisation und so wahrscheinlich zu einer
reduzierten Signal Ubertragung (Kennedy et a. 1998).

1.3.3 Pulmonale Gefélke

Im intakten und perfundierten pulmonalen Geféfdbett fihrt die Stimulation postganglionarer
sympathischer Nervenfasern zu einem stimulationsfrequenzabhéngigen Anstieg des
Perfusionsdrucks und des Gefal3widerstandes (Kadowitz et al. 1976).

NA, welches von postgangliondren sympathischen Nervenendigungen ausgeschittet wird,
entfaltet seine Wirkung Uber verschiedene Rezeptorsubtypen. Von den Subtypen der
Betarezeptoren ist am pulmonalen Gefél3bett vor allem der Beta-2-Rezeptor beschrieben
worden (Molenaar et a. 1987, Hyman et a. 1990). Zirkulierende Katecholamine und lokal
freigesetztes NA entfalten an diesem Rezeptor eine vasodilatatorische Wirkung (Kubota et
al. 1988, Mazzuco et a. 1999). Eine vasokonstriktorische Wirkung hingegen wird direkt via
postsynaptische Alpha-1- und Alpha-2-Rezeptoren sowie indirekt via présynaptische Beta-
Rezeptoren auf sympathischen Nervenendigungen vermittelt (Kubota et al. 1985, 1988,
Kuwahara et al. 1986, Misu et al. 1981, Hyman et Kadowiz 1986, Hyman et al. 1990).

Die Auswirkungen von ACh auf die pulmonale Durchblutung héngt stark von den
jeweiligen muskarinergen Rezeptoren ab. Beim Meerschweinchen Uberwiegen, ahnlich wie
beim Menschen, M3-Rezeptoren, die endothelabhangig eine Relaxation der arteriellen
Pulmonalgefalie vermitteln (Mak et Barnes 1989, 1990, McCormack et al. 1988). Durch
vagale Stimulation freigesetztes ACh bewirkt am Geféa3endothel eine NO-Freisetzung,
welche ihrersaits zur Vasodilatation fuhrt (McMahon et a. 1992). An humanen
Pulmonalarterien bewirkt ACh eine Relaxation, die verschwindet, sobald das Gefél3endothel
entfernt wird. Unter diesen Bedingungen fuhrt ACh zu einer geringgradigen Kontraktion
der glatten Gefal3wandmuskulatur (Greenberg et al. 1987).
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NO endothelialen und neuronalen Ursprungs fuhrt zu einer Minderung des pulmonalen
Gefaldwiderstandes bei Mensch und Meerschweinchen (Scott et a. 1996, Scott et
McCormack 1999). Durch elektrische Feldstimulation &8sst sich zeigen, dass NO an der
M eerschweinchenpulmonalarterie zu einer frequenzabhdngigen Relaxation fuhrt und so als
Antagonist der adrenergen Geféldkontraktion wirkt (Liu et al. 1992).

VIP fuhrt bei systemischer Gabe bel Menschen und Meerschweinchen zu einer Relaxation
des pulmonalen Geféldbettes und so zu einem Abfall des pulmonalen Gefal3widerstandes
(Hand et al. 1984, Kubota et al. 1985, Smitherman et al. 1989). Diese durch VIP ausgelste
Gefallerweiterung der Pulmonalarterie des Meerschweinchens ist ausgepréagt, langanhaltend
(Sagaet Said 1984) und endothelunabhangig (Sata et a. 1986).

NPY bewirkt wie NA bei systemischer Gabe einen Anstieg des bronchialen und pulmonalen
Gefal3widerstands (Franco-Cereceda et al. 1995). NPY fihrt als Synergist des NAs auch bei
in vitro Versuchen zu einer pulmonalen Vasokonstriktion (Obara et a. 1989).
Zusamenfassend l&sst sich sagen, dass beim Meerschweinchen eine neurogene, pulmonale
Gefalkontraktion Uber adrenerge Alpharezeptoren vermittelt wird. Betaadrenerge und
cholinerge Rezeptoren haben einen leicht relaxierenden Einfluss, wahrend der Haupttell der
neurogenen Gefaldrelaxation Uber nichtadrenerge-nichtcholinerge Mechanismen vermittelt
wird (Kubota et al. 1988).

1.4 Zid dieser Untersuchung

Ziel dieser Studie war es, die Lokalisation der vasoaktiven Peptide NPY und VIP und der
Stickstoffmonoxid bildenden NOS in Relation zu dem ACh bildenden Enzym ChAT in
Nervenfasern und Nervenzellkorpern der Thoraxorgane des Meerschweinchens zu
untersuchen. VVon Interesse war vor alem, ob die ‘neueren” Transmittersubstanzen NO,
NPY und VIP als Kotransmitter des AChs und des NAs zu betrachten sind, oder ob die aus
vielen funktionellen Untersuchungen bekannte nichtadrenerge-nichtcholinerge autonome
Innervation einem eigenstandigen anatomischen System entspricht.

Anhand der Kolokalisationen der oben genannten Transmittersubstanzen in autonomen

Nervenfasern in den Atemwegen, im Herzen und in den pulmonalen Gefé&3en sollten
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Rickschlisse auf deren wahrscheinliche Ursprungsneurone und auf die bei deren

Ausschiittung zu erwartenden pré und postsynaptische Interaktionen gezogen werden.
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2 Material und M ethoden

2.1 Material

2.1.1 AntikOrper

Primarantikorper (aufgefuhrt sind Antigen, Lot-Nummer, Ursprungsspezies, eingesetzte
Verdinnung und Bezugsquelle).

Primar-AK Lot-Nummer Spezies Verdiinnung Bezugsquelle
Anti-Cholinazetyltransferase (ChAT) 18050018  Ziege 1:400 Chemicon International Inc.

(Temecula, CA, U.S.A))
Anti-Neuropeptid Y (NPY) 1702 Kaninchen  1:1000 Amersham International

(Buckinghamshire, England)
Anti-Neuropeptid Y (NPY) 85061 Schaf 1:1000 Auspep

(Bedford Park, Australien)
Anti-neuronale NO-Synthase (NOS) Kaninchen  1:1000 Dr. B. Mayer

(Graz, Osterreich)
Anti-neuronale NO-Synthase (NOS) 18040837 Schaf 1:1600 Chemicon International Inc.

(Temecula, CA, U.S.A))
Anti-Vasoaktives Intestinales Kaninchen  1:1000 Prof. Dr. S. Blahser
Polypeptid (VIP) (Giessen, Deutschland)

Tabelle 1
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Sekundarantikorper (aufgeftihrt sind Antigen, Konjugat, Ursprungsspezies, eingesetzte
Verdinnung und Bezugsquelle). FITC=Fluoresceinisothiocyanat.

Sekundar-AK Konjugat Spezies Verdiinnung Bezugsquelle

Anti-Schaf/Ziege-1gG Biotin Esel 1:400 Amersham International
(Buckinghamshire, England)

Anti-Kaninchen-1gG FITC Ziege 1:400 ICN Pharmaceuticals
(Aurora, Ohio, U.S.A))

Tabelle 2

Tertiarreagenz (aufgefihrt sind Lot-Nummer, eingesetzte Verdinnung und

Bezugsguelle).

Tertiarreagenz Lot-Nummer Verdiinnung Bezugsquelle

Streptavidin-Texasrot 1233 1:4000 Amersham International
(Buckinghamshire, England)

Tabelle3

2.1.2 Reagenzien

Blocklésung 10% normales Schweineserum, 0,5% Tween 20
und 0,1% bovines Serumalbumun in PBS (Phosphate-buffered saline).

Carbonatgepuffertes Glycer ol Carbonatpuffer (0,5 M NaHCO; mit 0,5 M

NaCO; pH 8,6) und Glycerol im Verhdtnis eins zu zwei mischen.

Phosphatpuffer 0,1 M 230 ml 0,1 M NaH,PO,und 770 ml 0,1 M N&PO,
(pH 7,4).
PBS 28,75 ml 0,2 M NaH,PO,, und 96,20 ml 0,2 M

Na,HPO, mischen, 22,4 g NaCl zugeben und mit Aquadest. auf 5| auffillen.

PBS/NaCl PBS mit doppelter NaCl Menge.
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Vorspullésung 25 g Polyvinylpyrrolidon (MG 40 000), 9g NaCl und 5 g
Procainhydrochlorid in 1 | Aqua dest. 16sen, den pH auf 7,4 einstellen, filtrieren und
unmittelbar vor der Perfusion 2 ml Heparin zugegeben (Forssmann et a. 1977).

Fixationslésung 40 g Paraformaldehyd in 0,5 | Aqua dest. auf 70 °C
erhitzen, einige Tropfen 2 M NaOH zugeben bis die Losung klar wird, abkuhlen lassen,
0,5 | Phosphatpuffer (0,2 M) zugegeben, pH 7,4 einstellen, filtrieren

Objekttrager beschichtung 0,5 g Chromalaun und 5 g Gelatine in 1 | Aqua dest. auf
40°C erwarmen und 18sen. Nach Abkuhlung auf Raumtemperatur Lésung filtrieren und
die autoklavierten Objekttrager 10 Minuten lang hineingetauchen. Bei 37°C die so
beschichteten Objekttréger Gber Nacht trocknen |assen.

2.1.3 Geréte

Gerat / Material Typ / Hersteller

Gefriermikrotom Leica CM 1900, Firma Leitz (Wetzlar, Deutschland)
Fluoreszenzmikroskop Olympus BX 60 (Hamburg, Deutschland)

Filme Schwarz-Weil3-Film TMY 400 der Firma Kodak

Tabelle 4
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2.2 Methoden

2.2.1 Gewebeaufarbeitung

In der vorliegenden Arbeit wurden finf Meerschweinchen mit unterschiedlichem Geschlecht
und einem Gewicht zwischen 200-250 g untersucht (Bezugsguelle: Harlan Winkelmann,
Wabern, BRD).

Nach Totung durch Chloroformgas wurden die Tiere thorakotomiert und der Herzbeutel
er6ffnet. Uber den linken Ventrikel wurden sie mit jeweils 200 ml Vorspiilldsung gefolgt
von 500 ml Fixationddsung perfundiert. Uber einen kleinen Schnitt im rechten Vorhof
wurde ein Abfluss geschaffen und so die orthograder Durchstromung des grof3en und die
retrograder Durchstrémung des kleinen Kreislaufes gewahrleistet.

Nach einer Stunde wurden das gesamte Thoraxpaket herausprépariert, mehrmals in 0,1 M
Phosphatpuffer gewaschen und nach 24-stiindiger Immersion in 18%iger Saccharose in 0,1
M Phosphatpuffer schockgefroren.

Von dem gefrorenen Gewebe wurden im Gefriermikrotom 12 pm dicke Gewebsschnitte
angefertigt und auf mit Chromalaun-Gelatine beschichteten Objekttragern aufgenommen.
Die Schnitte wurden anschlief3end eine Stunde bei Raumtemperatur getrocknet und dann bis

zur weiteren Verarbeitung bei —20 °C gelagert.

2.2.2 Immunfluoreszenz

Samtliche Versuchsschritte wurden bel Raumtemperatur durchgefiihrt. Alle Gewebsschnitte
wurden zunéchst zur Abséttigung unspezifischer Proteinbindungsstellen fir eine Stunde mit
einer proteinhaltigen Blockldsung vorinkubiert. Diese Blocklésung beinhaltete auf3erdem
das Detergenz Tween 20, um die Penetration der Antikorper in das Gewebe bel den
anschlief3enden Versuchsschritten zu gewéhrleisten. Nach zweimaligem Waschen der
Schnitte in PBS-Pufferlosung fur jeweils 10 Minuten wurden die jewelligen
Primérantikorper in den ausgetesteten Verdinnungen in PBS/NaCl aufgetragen und tber
Nacht in einer feuchten Kammer inkubiert. Nach zweimaligem Waschen in PBS wurde zur

Detektion der vom Kaninchen stammenden Primérantikorper ein in PBS/NaCl verdinnter
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FITC-konjugierter anti-Kaninchen-1gG-AntikOrper aus der Ziege fur eine Stunde
aufgetragen. Zur Darstellung der von Ziege und Schaf stammenden Priméarantikorper wurde
zunéchst ein in PBS/NaCl verdinnter biotinilierter anti-Schaf/Ziege-1gG-Antikorper aus
dem Esel, gefolgt von mit Texasrot markiertem Streptavidin aufgetragen. Auch diese
Schritte dauerten jewells eine Stunde und zwischen den Schritten wurde zweimal fur 10
Minuten mit PBS gewaschen. Am Schluss wurden die Schnitte erneut gewaschen und mit
gepuffertem Glycerol, welches die Lichtdurchldssigkeit des unmarkierten Gewebes erhoht

und das pH-empfindliche FITC vor zu schnellem Zerfall bewahrt, eingedeckelt.

2.2.3 Doppedimmunfluoreszenz

Um im Rahmen der sogenannten Doppelimmunfluoreszenz zwel unterschiedliche Antigene
gemeinsam auf einem Gewebsschnitt darzustellen, missen die zwe hierfir verwandten
Primérantikorper unterschiedlichen Spezies entstammen. Nach enstiindiger Inkubation mit
Blocklésung und zweimaligem, zehnminitigem Waschen in PBS wurden in einem ersten
Schritt jewells ein vom Kaninchen stammender gemeinsam mit einem vom Schaf/Ziege
stammenden Primé&rantikorper in ausgetesteter Verdinnung in PBS/NaCl auf die Schnitte
gegeben. Die Schnitte wurden dann in ener feuchten Kammer CUber Nacht bel
Raumtemperatur inkubiert. Nach zweimaligem, zehnminitigem Waschen in PBS wurde die
Schnitte mit dem in PBS/NaCl verdinnten biotinilierten anti-Schaf/Ziege-1gG-Antikorper
inkubiert. Auf einen erneuten Waschschritt folgte eine zehnmintitige Inkubation mit 5%igem
Schafserum in PBS/NaCl, um eventuelle freie Bindungsstellen des bereits gebundenen anti-
Schaf/Ziege-Sekundérantikorper abzuséttigen. Hiermit sollte einer spéteren Bindung des im
kommenden Schritt aufzutragenden, von der Ziege stammenden FITC-konjugierten
Sekundérantikorper vorgebeugt werden. Auf erneutes Waschen in PBS folgte die
einstindige Inkubation mit dem FITC-konjugierten anti-Kaninchen-IgG und dem mit
Texasrot markierten Streptavidin, welches an den biotinilierten Sekundérantikdrper aus
Schritt zwei angelagert wurde.

Als letzter Schritt folgte nach erneutem Waschen die Eindeckelung der Schnitte in

gepuffertem Glycerol. Die Spezifitét der Primérseren wurde bereits zuvor in Ublicher Weise
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(Forssmann et al. 1988) durch Préabsorptionstests, die der Sekundérseren durch Ersatz des

Primérantikorpers durch normales Serum der gleichen Spezies Uberprift.

2.2.4 Fluoreszenzmikroskopie

Das Prinzip der Fluoreszenzmikroskopie ist die Darstellung fluoreszierender Objekte, in
diesem Fall der fluorochrommarkierten Antigen-Antikorper-Komplexe. Durch Bestrahlung
mit kurzwelligem oder ultraviolettem Licht kommt es zur Anregung dieser Fluorochrome,
die ihrerseits Licht einer langeren Wellenlange abstrahlen und nach Abfilterung des
anregenden Lichtes auf dunklem Hintergrund aufleuchten. Da die beiden Fluorochrome
FITC und Texasrot durch Licht unterschiedlicher Wellenlénge zur Fluoreszenz angeregt
werden, kann die Lokaisation zweier Antigene fluoreszenzmikroskopisch differenziert
werden.

Die Auswertung der Schnitte erfolgte mit einem Auflicht-Fluoreszenzmikroskop, wobei fur
FITC ein B2-Modul (Filterkombination: Erregerfilter BP 520-560 nm, Sperrfilter BP 450-
492 nm) und fir Texasrot ein G1-Modul (Filterkombination: Erregerfilter LP 590 nm;
Sperrfilter BP 546/10 nm) verwandt wurde
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3 Ergebnisse

3.1 ChAT-, NOS-, NPY- und VIP-lmmunreaktivitdt in Nervenzellkorpern und

Nervenfasern der Brustraumor gane des M eer schweinchens

3.1.1 ChAT-Immunreaktivitét

Um die Verteilung cholinerger Nervenfasern und Nervenzellkorper in den Atemwegen, dem
Herzen und den pulmonalen Gefél3en des Meerschweinchens darzustellen, wurde ein
polyklonales Antiserum gegen ChAT benutzt. Innerhalb der Atemwege und des Herzens
entsprach das Ergebnis dieser Untersuchung dem friherer Studien, in denen ein anderes
polyklonales Serum gegen ChAT zur Darstellung cholinerger Strukturen verwandt wurde
(Mawe et a. 1996, Canning et Fischer 1997). ChAT-immunresktive Fasern waren in der
gesamten glatten Atemwegsmuskulatur von der Trachea bis zu den terminalen Bronchiolen
zu finden. Seltener kamen ChAT-immunreaktive Nervenfasern in der Tela submucosa von
Trachea und grofReren Bronchien und nur vereinzelt in der Tunica adventitia der
extrapulmonalen Atemwege vor. Samtliche intrinsischen Atemwegsneurone entlang der
Trachea und der Bronchien waren ChAT-immunresktiv.

Im Herzen innervierten ChAT-immunresktive Fasern das Reizleitungssystem, das
Arbeitsmyokard der Vorhofe und in geringerem Malie der Ventrikel, lokale Neurone und
die Koronargeféle. Alle intrinsischen Ganglienzellen waren immunreaktiv fur ChAT.

In arteriellen Pulmonalgefal’en waren ChAT-immunreaktive Fasern nahezu nicht
nachweisbar. Allenfalls herznahe Abschnitte des Truncus pulmonalis zeigten vereinzelte
ChAT-immunreaktive Fasern, die in deutlichem Abstand zur muskuléren Gef&3wand
blieben. Intrapulmonale Arterien wurden nicht durch ChAT-immunresktive Fasern
innerviert.

Pulmonalvenen zeigten nur in den von Herzmuskulatur aufgebauten GefalRwandabschnitten
ChAT-immunreaktive Nervenfasern.  Intrapuimonale Venen ohne Mante  aus

Kardiomyozyten zeigten keine Innervation durch ChAT-immunreaktive Fasern.
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3.1.2 NOS-Immunreaktivitét

Um Nervenfasern darzustellen, die Stickstoffmonoxid als Neurotransmitter benutzen,
wurden zwei polyklonale Antiseren gegen NOS eingesetzt. Eines dieser beiden Antiseren
hatte bereits in friheren Studien Uber die Innervation von Atemwegen, Herz und
Pulmonalgefél3en des Meerschweinchens Verwendung gefunden und zu gleichen
Ergebnissen gefihrt (Klimaschewski et al. 1992, Fischer et al. 1993, Haberberger et a.
1997).

NOS-immunreaktive Fasern waren in der glatten Atemwegsmuskulatur, bevorzugt in
extrapulmonalen Anteilen, zu finden. Einzelne Nervenfasern kamen auf3erdem in der Tunica
adventita und der Tela submucosa der extrapulmonalen Atemwege vor. Intrinsische
Atemwegsneurone zeigten keine NOS-Immunreaktivitét.

Im Herzen lief3 sch NOS-Immunreaktivitét in lokalen Ganglienzellen und in Fasern, die das
Reizleitungssystem, das Vorhofmyokard, lokale Neurone und die Koronararterien
innervieren, darstellen.

Pulmonalarterien wurden extrapuimonal und intrapuimonal von NOS-immunreaktiven
Fasern innerviert, deren Haufigkeit zur Peripherie hin abnahm, wahrend Pulmonalvenen nur

in ihren extrapulmonalen Abschnitten NOS-immunreaktive Fasern aufwiesen.

3.1.3 NPY -Immunreaktivitét

NPY -immunreaktive Nervenfasern wurden in der vorliegenden Studie unter Verwendung
zweier polyklonaler Primérantiseren dargestellt. In beiden Féllen entsprachen Dichte und
Verteilung der markierten Fasern den Ergebnissen friherer Studien (Kummer et a. 1992).
NPY -immunreaktive Fasern waren sehr zahlreich in der Tunica adventitia der
extrapulmonalen Atemwege zu finden. In der glatten Atemwegsmuskulatur waren NPY -
immunreaktive Fasern von der Trachea bis zu den Bronchioli terminales mit abnehmender
Haufigkeit darzustellen. Die Tela submucosa war bis in die Lungenperipherie hinein durch
NPY -immunreaktive Fasern innerviert.

Intrinsische Atemwegsneurone zeigten keine Immunreaktivitét fur NPY .
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Im Herzen war ein dichtes Netz NPY-immunreaktiver Fasern darzustellen. Aul%er dem
Arbeitsmyokard der Vorhdfe und Ventrikel innervierten NPY -immunreaktive Fasern das
Reizleitungssystem, lokale Neurone und die Koronargefélie. Etliche kardiale Ganglienzellen
zeigten NPY -Immunreaktivitét unterschiedlicher Intensitét.

Zahlreiche NPY -immunreaktive Fasern waren entlang des gesamten arteriellen und ventsen

Pulmonal gefal3stammes nachwei sbar.

3.1.4 VIP-lmmunreaktivitat

Um die Haufigkeit und Vertellung VIP-immunreaktiver Fasern zu untersuchen, wurde ein
polyklonales Primérantiserum gegen VIP angewandt. In Atemwegen und Lunge entsprach
das Ergebnis dem friherer Studien, in denen andere polyklonale Antiseren gegen VIP
benutzt wurden (Kummer et al. 1992). VIP-immunreaktive Fasern waren bevorzugt in der
glatten Atemwegsmuskulatur von Trachea und grof3eren Bronchien zu finden. Vereinzelt
kamen sie in der Tunica adventitia und der Tela submucosa der extrapulmonalen Atemwege
vor. Lokale Ganglienzellen zeigten keine Immunreaktivitét fur VIP.

Im Herzen waren VIP-immunreaktive Fasern insgesamt selten zu beobachten. Sie waren vor
allem im Reizleitungssystem und im Vorhof lokaisiert und kamen in kardialen Ganglien, im
Endokard des Vorfofs und im Epikard vor. Intrinsische kardiale Neurone zeigten keine
VIP-Immunreaktivitét.

Im Bereich der Lungengefélde zeigten die VIP-immunreaktiven Nervenfasern eine dhnliche
Verteilung wie die NOS-immunreaktive Fasern. Pulmonalarterien wurden von ihnen
regelmaldig, jedoch zur Lungenperipherie hin abnehmend innerviert. Pulmonalvenen wurden
vergleichsweise sdten und bevorzugt in ihren herznahen Abschnitten von VIP-

immunreaktiven Nervenfasern versorgt.
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3.2 Koexistenz von ChAT-, NOS-, NPY - und VIP-lmmunr eaktivitat in

Nervenzelkorpern und Nervenfasern

3.2.1 ChAT und NOS

In den Atemwegen, wo vor alem die Muskulatur von ChAT- und NOS-immunresktiven
Fasern innerviert wurde, gab es fast keine Kolokalisationen. ChAT-immunreaktive Fasern
waren nicht NOS-immunreaktiv. und NOS-immunreaktive Fasern zeigten keine
Immunreaktivitét fur ChAT (Abb. 1).

Die Atemwegsneurone zeigten alle ChAT-Immunreaktivitét, waren jedoch nicht NOS-
immunreaktiv.

NOS-immunreaktive Fasern waren in der Adventitia und Muskularis der pulmonaen
Arterien zu finden. lhre Zahl nahm zur Lungenperipherie hin ab, und sie wiesen
grundsétzlich keine ChAT-Immunreaktivitét auf (Abb. 2).

Die Pulmonalvenen zeigten nur in den von Herzmuskulatur gebildeten Gefal3abschnitten
regelmaldig ChAT- und NOS-immunreaktive Nervenfasern. Erstere waren mengenmaliig
starker vertreten. Ahnlich wie im Myokard war nur ein geringer Prozentsatz dieser Fasern
sowohl ChAT- as auch NOS-immunreaktiv. Die Mehrzahl der Fasern zeigte fur nur eines
der beiden Enzyme Immunreaktivitéat (Abb. 2, Abb. 3).

Im Bereich der Herzmuskulatur (berwogen die ChAT-immunreaktiven Nervenfasern
eindeutig gegeniiber den NOS-immunreaktiven Fasern. Wahrend die ChAT-immunreaktiven
Fasern vor adlem im Vorhofmyokard ein dichtes Netzwerk bildeten, waren NOS-
immunreaktive Fasern bevorzugt in subepikardialen Myokardabschnitten zu finden. Die
Mehrzahl der ChAT-immunresktiven Fasern war nicht immunresktiv fur NOS, und auch die
NOS-immunresktiven Fasern wiesen sdlten ChAT-Immunresktivitdt auf. Nur vereinzelt
liefRen sich die beiden Enzyme in der gleichen Nervenfaser darstellen (Abb. 4, Abb. 5).

In den Herzganglien waren ale Neurone ChAT- und ein geringer Prozentsaiz NOS-
immunreaktiv. Im Bereich der Faserkorbe, die die Herzneurone umgeben, stellten sich
ChAT und NOS as nicht kolokalisiert dar (Abb. 5, Abb. 6).
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e

¢) Hauptbronchus, ChAT (x40) d) Hauptbronchus, NOS (x40)

Abb. 1.  Doppeimmunfluoreszenz-Darstellung  eines  pulmonalen  Bronchus- (ab) sowie eines
Hauptbronchusanschnittes (c,d). Die glatte Atemwegsmuskulatur ist sowohl intra- (@) als auch extrapulmonal (c) von
einem dichten Netzwerk ChAT-immunreaktiver Nervenfasern innerviert. NOS-immunreaktive (b,d) Fasern sind

seltener vertreten, und nur vereinzelt lassen sich beide Enzyme in der gleichen Nervenfaser darstellen (Pfeile).
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a) Truncus pulmonalis, ChAT (x40) b) Truncus pulmonalis, NOS (x40)

¢) Pulmonalvene, ChAT (x40) d) Pulmonalvene, NOS (x40)

Abb. 2: Doppelimmunfluoreszenz-Darstellung eines Truncus pulmonalis- (ab) und eines Pulmonalvenenanschnittes
(c,d). Eine NOS-immunreaktive (b) Nervenfaser in der Adventitia des Truncus pulmonalis (Pfeile) weist keine ChAT-
Immunreaktivitét (a) auf.

ChAT- (c) und NOS-immunreaktive (d) Fasern in einem herznahen Pulmonalvenenanschnitt (kleine Pfeile). Nur ein

geringer Prozentsatz der hier vorkommenden Fasern zeigt Immunreaktivitét sowohl fir ChAT as auch fir NOS.
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¢) Pulmonalvene, ChAT (x40) d) Pulmonalvene, NOS (x40)

Abb. 3: Doppelimmunfluoreszenz-Darstellung zweier herznaher Pulmonal venenanschnitte (a,b sowie c,d). ChAT- (a,c)
und NOS-immunreaktive (b,d) Nervenfasern und Nervenzellkdrper sind in herznahen Lungenvenenanschnitten oft zu
finden. So, wie adle dargestellten ChAT-immunreaktiven (&) Nervenzellkdrper auch NOS-Immunreaktivitét (b)

aufweisen, zeigen einige der dargestellten Nervenfasern Immunresktivitét fur beide Enzyme (Pfeil€).



a) Herz, ChAT (x40) b) Herz, NOS (x40)

¢) Herz, ChAT (x40) d) Herz, NOS (x40)

Abb. 4: Doppdimmunfluoreszenz-Darstellung zweler Herzanschnitte (ab sowie c,d). In subepikardiaen
Myokardabschnitten lassen sich zahlreiche NOS-immunreaktive (b) Nervenfasern darstellen, die hdufig keine ChAT-
Immunreaktivitét (a) aufweisen (Pfeile).

Haufig weisen ChAT-immunreaktive (c) Fasern keine NOS-Immunresktivitét (d) auf und umgekehrt (kleine Pfeile).
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a) Myokard, ChAT (x40)

¢) Herzganglion, ChAT (x40) d) Herzganglion, NOS (x40)

Abb. 5: Doppelimmunfluoreszenz-Darstellung eines Herzmuskel- (a,b) und eines Herzganglionanschnittes (c,d). Im
Myokard Uberwiegen ChAT- (@) gegeniber NOS-immunreaktiven (b) Fasern. Vergleichsweise selten, wie hier
dargestellt (Pfeile), lassen sich beide Enzyme in Nervenfasern kol okalisieren.

Waéhrend alle Neurone in Herzganglien ChAT-immunreaktiv (c) sind, ist NOS-Immunreaktivitét (d) nur in einem

geringen Prozentsatz dieser Nervenzellkdrper darzustellen.
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a) Herzganglion, ChAT (x40) b) Herzganglion, NOS (x40)

¢) Herzganglion, ChAT (x40) d) Herzganglion, NOS (x40)

Abb. 6: Doppeimmunfluoreszenz-Darstellung zweier Herzganglion-Anschnitte (a,b und c,d). In den Faserkdrben, die
die Herzneurone umgeben, stellen sich ChAT (a,c) und NOS (b,d) as nicht kolokalisiert dar.
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3.2.2 ChAT und NPY

In den Atemwegen waren ChAT-immunreaktive Fasern vor alem in der Muskulatur, NPY -
immunreaktive Fasern in Muskulatur, Adventitia und Submukosa lokalisiert. Erneut waren
ChAT-immunreaktive Fasern nicht NPY-immunreaktiv, und NPY -immunreaktive Fasern
zeigten keine ChAT-Immunresktivitét (Abb. 7).

Neurone der Atemwegsganglien waren grundsétzlich ChAT-, jedoch nicht NPY-
immunreaktiv.

Die im Bereich der Pulmonalarterien zahlreich vorkommenden NPY -immunreaktiven Fasern
wiesen grundsétzlich keine ChAT-Immunreaktivitét auf (Abb. 7).

Die Pulmonalvenen waren nur in ihren herznahen Abschnitten durch ChAT-immunreaktive
Nervenfasern innerviert, wahrend NPY -immunreaktive Fasern bis in die Lungenperipherie
hinein darstellbar waren. Auch hier waren ChAT und NPY nur in Ausnahmefdlen
kolokalisiert (Abb. 8).

Die Herzmuskulatur zeigte eine ausgeprégte Innervation sowohl durch ChAT- as auch
durch NPY -immunreaktive Fasern. Wahrend NPY -immunreaktive Nervenfasern im Vorhof-
und Ventrikelmyokard darstellbar waren, waren ChAT-immunreaktive Fasern bevorzugt in
der Vorhofmuskulatur lokalisiert. In den seltensten Féllen konnten ChAT und NPY in einer
Faser kolokalisiert dargestellt werden. NPY -immunreaktive Fasern zeigten zumeist keine
ChAT-Immunreaktivitét und umgekehrt (Abb. 9).

Die intrinsischen Neurone des Herzens zeigten ale ChAT-, einige ebenfalls NPY-
Immunreaktivitét. Die NPY -Immunreaktivitét war hierbel von unterschiedlicher Intensitét

In den kardialen Ganglien waren zahlreiche ChAT- und NPY -immunregaktive, die
Herzneurone umspinnende Faserkorbe zu erkennen. NPY -immunreaktive Faserkérbe waren
ChAT-negativ und ChAT-immunreaktive Faserkorbe zeigten keine Immunreaktivitét fur
NPY (Abb. 10).
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a) Hauptbronchus, ChAT (x40) b) Hauptbronchus, NPY (x40)

¢) Pulmonalarterie, ChAT (x40) d) Pulmonalarterie, NPY (x40)

Abb. 7: Doppelimmunfluoreszenz-Darstellung eines extrapulmonalen Hauptbronchus- (ab) sowie eines
Pulmonalarterienanschnittes (c,d). Im Anschnitt des extrapulmonalen Bronchus zeigen die zahlenmal3ig stérker
vertretenen ChAT-immunreaktiven (a) Fasern keine NPY -Immunreaktivitét (b) und umgekehrt (Pfeile). Wahrend der
Anschnitt einer lungennahen Pulmonalarterie zahlreiche NPY -immunreaktive (d) Fasern zeigt (kleine Pfeile), lassen
sich ChAT-immunreaktive (¢) Fasern nicht darstellen.



39

b) Pulmonalvene, NPY (x40)

¢) Pulmonalvene, ChAT (x40) d) Pulmonalvene, NPY (x40)

Abb. 8: Doppeimmunfluoreszenz-Darstellung zweier Pulmonalvenenanschnitte (ab sowie c,d). Herznahe
Pulmonalvenen werden sowohl von ChAT- (ac), as auch von NPY-immunreaktiven (b,d) Nervenfasern innerviert.
Selten lassen sich beide in den selben Nervenfasern kolokalisieren (a,b) (Pfeile), in der Regel sind ChAT und NPY
jedoch nicht kolokalisiert (c,d) (kleine Pfeile).
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ot

¢) Myokard, ChAT (x40) d) Myokard, NPY (x40)

Abb. 9: Doppelimmunfluoreszenz-Darstellung zweier Herzmuskelanschnitte (a,b sowie c,d). Das Myokard wird von
einem dichten Netzwerk ChAT- (a,c) und NPY -immunreaktiver (b,d) Nervenfasern innerviert. Nur in Ausnahmeféllen
sind ChAT (a) und NPY (b), wie in den oberen zwei Bildern dargestellt, kolokalisiert (Pfeile). Meistens lassen sich
ChAT (c) und NPY (d) in unterschiedlichen Fasern darstellen.
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a) Herzganglion, ChAT (x40) b) Herzganglion, NPY (x40)

Abb. 10: Doppelimmunfluoreszenz-Darstellung eines Herzganglionanschnittes. Einige der ChAT-immunreaktiven (a)
Herzneurone zeigen zusétzlich Immunreaktivitét fur NPY (b) (Pfeile). In den Faserkdrben, die die Herzneurone

umspinnen, sind ChAT und NPY nicht kolokalisiert darzustellen.
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3.23 ChAT und VIP

Die Atemwege waren vor allem im Bereich der Atemwegsmuskulatur von einem dichten
Netz ChAT-immunreaktiver Fasern durchzogen. VIP-immunresktive Fasern waren
bevorzugt in der glatten Muskulatur von Trachea und grof3en Bronchien lokalisiert. In der
Regel zeigte sich keine Kolokalisation von ChAT- und VIP-Immunreaktivitét in diesen
Atemwegsfasern (Abb. 11). Die intrinsischen Atemwegsneurone zeigten ale ChAT-
Immunreaktivitét, aber keine Immunreaktivitét fir VIP.

Die Pulmonaarterien zeigten eine regelmaldige, zur Lungenperipherie hin abnehmende
Innervation mit VIP-immunreaktiven Nervenfasern. Diese VIP-immunreaktiven Fasern, die
sowohl in der Tunica adventitia as auch in der Gefél3wandmuskulatur zu finden waren,
zeigten keine ChAT-Immunresktivitdt (Abb. 11).

Die Lungenvenen waren nur in ihren herznahen Abschnitten, in denen die Gefal3wand durch
Herzmuskulatur aufgebaut wird, regelmaldig durch ChAT- und VIP-immunreaktive Fasern
innerviert. Die zahlenm&3ig Uberwiegenden ChAT-immunreaktiven Fasern waren auch hier
nicht VIP-immunreaktiv und die VIP-immunreaktiven Nervenfasern waren nicht
immunreaktiv fir ChAT (Abb. 12).

Die Herzmuskulatur war vor allem im Vorhofbereich von einem relativ dichten Netz ChAT-
immunreaktiver Fasern durchzogen. VIP-immunreaktive Fasern waren dagegen nur selten
und dann vor alem in subendokardialen Myokardabschnitten zu finden. ChAT-
immunreaktive Nervenfasern zeigten nur in Ausnahmefélen Immunreaktivitét fur VIP, und
VIP-immunreaktive Nervenfasern waren ihrersaits nicht ChAT-immunreaktiv (Abb. 12).

In den intrinsischen Herzneuronen, die alle ChAT-Immunreaktivitét aufwiesen, war keine
VIP-Immunreaktivitét nachweisbar (Abb. 13).

In den Faserkérben, die die intrinsischen Herzneurone umsponnen, waren zahlreiche ChAT-
immunreaktive Fasern und eine geringere Zahl VIP-immunreaktiver Fasern zu erkennen.
ChAT und VIP waren auch in diesen Fasern nicht kolokalisiert (Abb. 13).
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a) Hauptbronchus, ChAT (x40) b) Hauptbronchus, V1P (x40)

¢) Pulmonalarterie, ChAT (x40) d) Pulmonalarterie, VIP (x40)

Abb. 11: Doppelimmunfluoreszenz-Darstellung eines Hauptbronchus- (a,b) und eines Pulmonalarterienanschnittes
(c,d). ChAT-immunreaktive (a) Nervenfasern zeigen in der glatten Atemwegsmuskulatur keine VIP-Immunreaktivitét
(b) und umgekehrt (Pfeile).

Die Adventitia der herznahen Pulmonalarterie mit angrenzenden ChAT-immunreaktiven (¢) Nervenzellkérpern zeigt

VIP-immunreaktive (d) Nervenfasern, die keine ChAT-Immunreaktivitét (c) aufweisen (kleine Pfeile).



a) Pulmonalvene, ChAT (x40) b) Pulmonalvene, VIP (x40)

*

¢) Myokard, ChAT (x40) d)Myokard, VIP (x40)

Abb. 12: Doppelimmunfluoreszenz-Darstellung eines Pulmonalvenen- (ab) und eines Myokardanschnittes (c,d). Im
Pulmonalvenenanschnitt zeigt die Mehrzahl der ChAT-immunreaktiven (a) Nervenfasern und Nervenzellkorper keine
VIP-Immunreaktivitét (b) und umgekehrt. Der in den unteren beiden Bilder dargestellte Schnitt durch den Herzmuskel
zeigt neben nur ChAT-immunreaktiven (c¢) und nur VIP-immunreaktiven (d) Fasern den seltenen Fall der

Kolokalisation von ChAT und VIP in einer Nervenfaser (Pfeile).
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a) Herzganglion, ChAT (x40) b) Herzganglion, VIP (x40)

Abb. 13: Doppeimmunfluoreszenz-Darstellung eines Herzganglionanschnittes. ChAT-immunreaktive ()
Nervenzellkorper in Herzganglien zeigen keine Immunresktivitét fur VIP (b). Die Faserkorbe, die diese Herzneurone

umspinnen, sind jeweils nur ChAT- (8) oder VIP-immunreaktiv (b).
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3.2.4 NOS und NPY

In den Atemwegen waren NOS-immunreaktive Fasern vor allem in der glatten Muskulatur,
NPY -immunreaktive Fasern in der Adventitia, der Muskularis und in der Submukosa zu
finden. Kolokalisationen von NOS und NPY waren in der Atemwegsmuskulatur haufig.
Manche Fasern waren nur NOS-immunreaktiv und etliche Fasern, vor allem die in der
Adventitia und Submukosa, wiesen nur fur NPY Immunreaktivitét auf (Abb. 14).
Dieintrinsischen Atemwegsneurone waren weder fir NOS noch fir NPY immunreaktiv.
Die Pulmonalarterien wurden durch zahlreiche NPY -immunreaktive Fasern innerviert, die
vom deren Ursprung an bis in die Lungenperipherie hinein praktisch das gesamte Gefal3
umsponnen. NOS-immunreaktive Nervenfasern waren in den proximalen, grof3kalibrigen
Pulmonalarterienabschnitten regelmadg und zur Lungenperipherie hin abnehmend
nachweisbar. Neben vielen Fasern, die nur NPY -immunreaktiv waren, und einigen, die nur
Immunreaktivitéat fir NOS zeigten, gab es auch einige Fasern, die Immunreaktivitat fir
beide Antigene zeigten (Abb. 15).

Die Lungenvenen zeigten nur in ihren herznahen Abschnitten NOS-immunresktive Fasern,
wahrend NPY -immunreaktive Fasern bis in die Lungenperipherie hinein darzustellen waren.
Zahlenméldig Uberwogen auch hier die nur NPY-immunreaktiven Fasern, daneben gab es
nur NOS-immunresktive Nervenfasern und Fasern, in denen NOS und NPY kolokalisiert
waren (Abb. 16).

Das gesamte Arbeitsmyokard von Vorhof und Ventrikel wurde von einem dichten
Netzwerk NPY -immunreaktiver Fasern durchsponnen. NOS-immunreaktive Fasern kamen
deutlich seltener vor und waren vor alem in subepikardialen Myokardabschnitten lokalisiert.
Neben Nervenfasern, die gegeniber nur einem der beiden Antigene Immunreaktivitét
zeigten, gab es zahlreiche Fasern, in denen sich NOS und NPY kolokalisiert darstellten
(Abb. 16).

Die intrinsischen Herzneurone zeigten zu enem geringen Prozentsaiz NOS-
Immunreaktivitédt. NPY-Immunreaktivitét lief3 sich zwar haufiger, dafir aber weniger
intensiv darstellen. Neben Nervenzellen, die keine Immunreaktivitét zeigten, wiesen manche
nur NOS-, manche nur NPY- und manche NOS- und NPY-Immunreaktivitdt auf. In
kardiden Ganglien waren zahlreiche, die Herzneurone umspinnende Faserkorbe zu
erkennen, die entweder NOS- oder NPY -Immunreaktivitét zeigten. Neben diesen nur fur
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eines der beiden Antigene immunresktiven Faserkérben gab es jedoch auch einige, die
sowohl NOS- as auch NPY -immunresktiv waren (Abb. 17, Abb. 18).
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b) Hauptbronchus, NPY (x40)

Yol

¢) Bronchiolus, NOS (x40) d) Bronchiolus, NPY (x40)

Abb. 14: Doppeimmunfluoreszenz-Darstellung eines Hauptbronchus- (a,b) und eines Bronchiolusanschnittes (c,d).
Der in den oberen beiden Bildern dargestellte Schnitt durch einen Hauptbronchus zeigt NOS (a)- und NPY (b)-
immunreaktive Nervenfasern (Pfeile). NPY -immunreaktive Fasern Uberwiegen zahlenmaliig.

In der intrapulmonalen Atemwegsmuskulatur sind NOS (¢) und NPY (d) in vielen Fasern kolokalisiert (kleine Pfeile).
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a) Truncus pulmonalis, NOS (x40) b) Truncus pulmonalis, NPY (x40)

¢) Pulmonalarterie, NOS (x40) d) Pulmonalarterie, NPY (x40)

Abb. 15: Doppeimmunfluoreszenz-Darstellung eines Truncus pulmonais- (ab) und enes extrapulmonalen
Lungenarterienanschnittes (c,d). Beide Anschnitte zeigen zahlreiche NPY -immunreaktive (a,c) Nervenfasern. Neben
wenigen nur NOS-immunreaktiven Fasern zeigen einige, wie hier dargestellt, Immunreaktivitét fir NOS (a,c) und NPY
(b,d) (Pfeile).
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S

¢) Myokard, NOS (x40)

- e Lk

d) Myokard, NPY (x40)

Abb. 16: Doppelimmunfluoreszenz-Darstellung eines Pulmonalvenen- (ab) und eines Myokardanschnittes (c,d).
Sowohl in herznahen Lungenvenen (obere Reihe) a's auch in der Herzmuskulatur (untere Reihe) l&sst sich ein dichtes
Netz NPY-immunreaktiver (b,d) Nervenfasern darstellen. Neben wenigen nur NOS-immunreaktiven Fasern gibt es
etliche, die sowohl fir NOS (a,c), als auch fir NPY (b,d) immunreaktiv sind (Pfeile).
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b) Herzganglion, NPY (x40)

¢) Herzganglion, NOS (x40) d) Herzganglion, NPY (x40)

Abb. 17: Doppeimmunfluoreszenz-Darstellung zweier Herzganglionanschnitte (ab sowie c,d). In zahlreichen

Faserkérben, die die Herzneurone umspinnen, lassen sich NOS (a,c) und NPY (b,d) kolokalisiert darstellen (Pfeile).
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a) Herzganglion, NOS (x40)

¢) Herzganglion, NOS (x40) d) Herzganglion, NPY (x40)

Abb. 18: Doppelimmunfluoreszenz-Darstellung zweier Herzganglionanschnitte (ab sowie c,d). In intrinsischen
Ganglienzellen des Herzens kénnen NOS (@) und NPY (b) entweder getrennt voneinander (Pfeile) oder kolokalisiert im

gleichen Nervenzellkorper (c,d) (kleine Pfeile) dargestellt werden.
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3.2.5 NOSund VIP

In den Atemwegen waren NOS- und VIP-immunresktive Fasern bevorzugt in der
Muskulatur von Trachea und grof3en Bronchien dazustellen. Neben Fasern mit NOS- und
Fasern mit VIP-Immunresktivitét zeigte sich haufig eine Kolokalisation von NOS und VIP
in den gleichen Nervenfasern (Abb. 19).

Die lokaen Atemwegsneurone waren weder fur NOS noch fir VIP immunreaktiv.Die
Pulmonalarterien wurden regelméfiig durch NOS- sowie durch VIP-immunreaktive Fasern
innerviert. Sowohl die Zahl der NOS- a's auch die Zahl der VIP-immunreaktiven Fasern war
in den grolkalibrigen Pulmonalarterienabschnitten am groften und nahm zur
Lungenperipherie hin ab. Entlang der gesamten Pulmonalarterie zeigte sich haufig eine
Koexistenz von NOS und VIP in den gleichen Nervenfasern (Abb. 20).

Die Pulmonavenen waren nur in ihren herznahen Abschnitten regelméldig durch NOS-
immunreaktive und in geringerem Mal3e durch VIP-immunreaktive Nervenfasern innerviert.
Neben Fasern, die nur NOS-immunresktiv waren, und Fasern, in denen nur VIP-
Immunreaktivitdt darstellbar war, waren NOS und VIP in enigen Falen kolokalisiert
(Abb.21).

Die Herzmuskulatur zeigte eine relativ geringe Innervation durch NOS- und eine noch
seltenere Innervation durch VIP-immunreaktive Fasern. Beide Nervenfaserarten waren
bevorzugt im subepikardialen Vorhofmyokard und Reizleitungssystem lokalisiert. Hier
konnten relativ haufig Fasern dargestellt werden, die sowohl Immunreaktivitéat fir NOS als
auch fur VIP aufwiesen (Abb. 21).

Die intrinsischen Ganglienzellen des Herzens zeigten tellweise NOS-Immunreaktivitét,
waren jedoch nie immunreaktiv fur VIP (Abb. 22).

In den kardialen Ganglien waren die die Herzneurone umspinnenden Faserkorben haufig
sowohl fur NOS as auch fur VIP immunreaktiv (Abb. 22).



a) Hauptbronchus, NOS (x40) b) Hauptbronchus, VIP (x40))

¢) Hauptbronchus, NOS (x40) d) Hauptbronchus, VIP (x40)

Abb. 19: Doppelimmunfluoreszenz-Darstellung zweier Hauptbronchusanschnitte (ab sowie c,d). Gemeinsame
Darstellung von NOS- (a,c) und VIP-Immunreaktivitét (b,d) in Fasern in der Muskulatur grof3er Bronchien (Pfeile).
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a) Pulmonalarterie, NOS (x40) b) Pulmonalarterie, VIP (x40)

Abb. 20: Doppelimmunfluoreszenz-Darstellung zweier Pulmonal arterienanschnitte (a,b sowie ¢,d). Der Anschnitt einer

grof3en, extrapulmonalen Lungenarterie zeigt eine langgestreckte Nervenfaser mit Immunreaktivitdt fir NOS (a) und
VIP (b) (Pfeile). Auch intrapulmonal zeigen Lungenarterien regelméfdig gemeinsame Immunreaktivitét fur NOS (c) und
VIP (d) (kleine Pfeile).
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¢) Myokard, NOS (x40) d) Myokard, VIP (x40)

Abb. 21: Doppelimmunfluoreszenz-Darstellung eines Lungenvenen- (ab) und eines Myokardanschnittes (c,d).
Darstellung NOS- (a) und VIP-immunreaktiver (b) Fasern im Anschnitt einer herznahen Lungenvene (Pfeile). Auch in

Fasern, die die Herzmuskulatur innervieren, lassen sich NOS (c) und VIP (d) gemeinsam darstellen (kleine Pfeile).
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a) Herzganglion, NOS (x40) b) Herzganglion, VIP (x40)

d) Herzganglion, VIP (x40)

Abb. 22: Doppedimmunfluoreszenz-Darstellung zweier Herzganglionanschnitte (ab sowie c,d). Wahrend einzelne
intrinsische Herzneurone Immunreaktivitét fir NOS (c) zeigen (Pfeile), lasst sich VIP-Immunreaktivitét (d) nur in
Nervenfaseranschnitten darstellen. In Faserkdrben, die die Herzneurone umspinnen, lassen sich NOS (c) und VIP (d)

oft kolokalisieren (kleine Pfeile).
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3.2.6 NPY und VIP

NPY -immunreaktive Fasern waren in den Atemwegen in Adventitia, Muskularis und
Submukosa zahireich vertreten. VIP-immunreaktive Fasern kamen vor allem in der glatten
Muskulatur von Trachea und Bronchien vor. Haufig zeigte sich eine Kolokalisation von
NPY und VIP in Nervenfasern der glatten Muskulatur. Daneben gab es aber auch wenige
nur VIP- und etliche nur NPY -immunreaktive Fasern (Abb. 23).

Dieintrinsischen Atemwegsneurone waren weder fur NPY noch fur VIP immunreaktiv.

Die Pulmonalarterien wurden von ihrem Ursprung an bis in die Lungenperipherie hinein
durch zahlreiche NPY -immunreaktive Nervenfasern innerviert. VIP-immunreaktive Fasern
waren regelmaldig, aber deutlich seltener anzutreffen. lhre Zahl war in den proximalen,
grof¥kalibrigen Pulmonalarterienabschnitten relativ hoch, wéhrend sie in den peripheren,
kleinkalibrigen Abschnitten seltener vorkamen. Neben vielen Fasern, die nur NPY-
Immunreaktivitét zeigten, und einigen nur VIP-immunreaktiven Fasern, waren NPY und
VIPin etlichen Nervenfasern kolokalisiert (Abb. 24).

Die Lungenvenen zeigten von ihrer Miindung bis in die Lungenperipherie hinein zahlreiche
NPY -immunreaktive Nervenfasern, wéhrend VIP-immunresktive Fasern nur in den
herznahen Pulmonavenenabschnitten darstellbar waren. Auch in diesen herznahen
Pulmonal venenabschnitten gab es Fasern, die Immunreaktivitét fur beide Antigene zeigten
(Abb. 24).

Die Herzmuskulatur zeigte sowohl auf Vorhof- as auch auf Ventrikelebene eine dichte,
netzartige Innervation durch NPY -immunreaktive Fasern. VIP-immunreaktive Fasern waren
vergleichsweise selten und bevorzugt in subepikardiaden Myokardbereichen anzutreffen.
Kolokaisationen von NPY und VIP lie3en sich in solchen subepikardial gelegenen
Nervenfasern haufig darstellen (Abb. 25).

Intrinsische Herzneurone waren teilweise NPY-immunreaktiv, zeigten jedoch nie
Immunreaktivitét fur VIP. In einigen kardialen Ganglien lief3en sich in den die Herzneurone
umspinnenden Faserkdrben NPY und VIP kolokalisieren (Abb. 25).
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a) Hauptbronchus, NPY (x40) b) Hauptbronchus, V1P (x40)

¢) Bronchiolus, NPY (x40) d) Bronchiolus, VIP (x40)

Abb. 23: Doppelimmunfluoreszenz-Darstellung eines Hauptbronchus- (a,b) und eines Bronchiolusanschnittes (c,d).
Neben nur NPY-immunreaktiven Fasern in Adventitia, Muskularis und Submukosa zeigen einige Fasern in der
Muskularis des Hauptbronchus Immunreaktivitét fir beide Neuropeptide (Pfeile).

Gemeinsame Darstellung von NPY (c¢) und VIP (d) in Nervenfasern der glatten Bronchiolus-Muskulatur (kleine Pfeile).



60

a) Pulmonalarterie, NPY (x40) b) Pulmonalarterie, VIP (x40)

¢) Pulmonalvene, NPY (x40) d) Puimonalvene, VIP (x40)

Abb. 24: Doppelimmunfluoreszenz-Darstellung eines Pulmonalarterien- (ab) und eines Pulmonalvenenanschnittes
(c,d). Der Anschnitt der intrapulmonalen Arterie zeigt zahlreiche NPY -immunreaktive (a) Fasern, von denen eine
ebenfalls Immunreaktivitdt fur VIP (b) aufweist (Pfeile). Die herznahe Lungenvene ist von einem Netz NPY-
immunreaktiver (c) Nervenfasern durchzogen, von denen einzelne zusétzlich VIP-Immunreaktivitdt (d) zeigen (kleine
Pfeile).
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b) Myokard, VIP (x40)

) Herzganglion, NPY (x40) d) Herzganglion, VIP (x40)

Abb. 25: Doppelimmunfluoreszenz-Darstellung eines Myokard- (a,b) und eines Herzganglionanschnittes (c,d). An der
Innervation des Herzmuskels sind zahlreiche NPY-immunreaktive (a) Nervenfasern beteiligt, von denen einzelne
zusétzlich VIP-Immunreaktivitét (b) aufweisen (Pfeile).

Intrinsische Herzneurone sind teilweise NPY-immunreaktiv (c), zeigen jedoch keine VIP-Immunresktivitét (d). In

einigen Faserkorben, die die Herzneurone umspinnen, sind NPY (c) und VIP (d) gemeinsam darstellbar (kleine Pfeile).
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4 Diskussion

4.1 Methoden

Prinzipiell stellen  Doppelimmunfluoreszenz-Studien eine verléassliche Methode zum
Nachweis von Kolokalisationen verschiedener Transmittersubstanzen in Nervenfasern und
Nervenzellkorpern dar (Wessendorf et Elde 1985). Es muss jedoch betont werden, dass es
hierbel zu falsch-negativen Interpretationen kommen kann, wenn, wie im vorliegenden Fall,
die untersuchten Antigene in verschiedenen Kompartimenten des jeweiligen Neurons
lokalisiert sind.

Sowohl die Enzyme ChAT und NOS as auch die Neuropeptide NPY und VIP werden an
Ribosomen im Zellkorper der Nervenzelle synthetisiert. Nach der Synthese werden NPY
und VIP im Golgi-Apparat in grof3e, granulierte Veskel verpackt und per axonalem
Transport in die terminalen Varikositdten transportiert (Lundberg 1981), wo sie zunéchst
gespeichert und dann durch Exozytose freigesetzt werden (Fujita et a. 1988). ChAT und
NOS werden nach ihrer Synthese in das Axoplasma abgegeben, um hier ACh und NO zu
synthetisieren (Bredt et a. 1990, Kummer et Mayer 1993). Alle vier Antigene lassen sich
demnach im Zellkorper der Neurone immunhistologisch nachweisen. Im weiteren Verlauf
des Axons findet man NPY- und VIP-Immunreaktivitét nur noch dort, wo sich deren
Veskel befinden, wahrend ChAT und NOS nur im Axoplasma, also aul¥erhalb der Vesikel,
markiert werden konnen. Dies erklart, warum in préterminalen Abschnitten eine
immunhistologische Darstellung von NPY und VIP schwieriger ist, wéhrend ChAT und
NOS in den terminalen Varikositéten in geringerer Dichte nachzuweisen sind. In der
voliegenden Studie wurden vor alem varikdse Axonanteile zur Beurtellung von
Antigenkolokalisationen herangezogen. Falsch-negative Interpretationen von fehlender
Koexistenz von Neuropeptid- und Enzymimmunreaktivitdt durch Markierung

unterschiedlicher axonaler Kompartimente wurden so weitestgehend ausgeschl ossen.
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4.2 Die autonome I nnervation der Atemwege

4.2.1 Die lnnervation der Atemwege durch ChAT-immunreaktive Nervenfasern

Die Innervation der Atemwege des Meerschweinchens durch ChAT-immunreaktive
Nervenfasern war bereits aus friheren Studien bekannt (Fischer et al. 1996, Canning et
Fischer 1997). In der vorliegenden Untersuchung konnten diese Ergebnisse bestétigt
werden. ChAT-immunreaktive Fasern  waren vor alem in  der gesamten
Atemwegsmuskulatur von der Trachea bis zu den kleinen Bronchiolen zu finden.
Vergleichsweise selten lief¥en sie sich in der Tunica submucosa und der Lamina adventitia
der extrapulmonalen Atemwege nachwei sen.

In elekrophysiologischen Studien konnte gezeigt werden, dass die Stimulation cholinerger
Nervenfasern eine Kontraktion der glatten Atemwegsmuskulatur hervorruft (Yang et Biggs
1991). Diese durch Nervenstimulation bedingte Atemwegskonstriktion war von ener
Unterbrechung extrinsischer Nervenfasern unabhangig. Auch nach viertdgiger Organkultur,
die zur Degeneration extrinsischer Axone fihrte, antworteten Tracheen auf e ektrische
Feldstimulation mit einer cholinerg vermittelten Muskelkontraktion (Canning et Undem
1993). Immunhistologische Untersuchungen ergaben, dass es in Trached- und
Bronchialgewebe auch nach mehrtagiger Organkultur nicht zu einer Degeneration ChAT-
immunreaktiver Nervenfasern kam, wahrend Fasern, deren Perikaria auferhalb des
untersuchten Gewebes gelegen hatten, bereits nach kurzer Zeit nicht mehr nachzuweisen
waren.

Diese Beobachtungen und die genannten anatomischen Verhdtnisse lassen erkennen, dass
die cholinergen Fasern der Atemwege offensichtlich den lokalen Atemwegsneuronen
entstammen, die vor alem entlang der extrapulmonalen Bronchien und Lungenhili zu finden
sind (Fischer et al. 1996, Canning et Fischer 1997). Keines dieser Atemwegsneurone zeigte
in der vorliegenden Untersuchung Immunreaktivitét fur NOS, NPY oder VIP und auch in
Nervenfasern, die die Atemwege innervieren, war ChAT nur in Ausnahmefadlen mit einem
der genannten Antigene kolokalisiert. ACh wird aso getrennt von NO, NPY und VIP aus
postgangliondren parasympathischen Nervenendigungen ausgeschittet, um vor alem auf
den Kontraktionszustand der glatten Atemwegsmuskulatur Einfluss zu nehmen. Uber

verschiedene muskarinerge Rezeptoren kann ACh unterschiedliche physiologische



Wirkungen entfalten. Durch seine direkte Wirkung auf muskulére M 3-Rezeptoren (Minette
et Barnes 1990, Morrison et Vanhoutte 1992, Preuss et Goldie 1999) fuhrt ACh zu seiner
wohl wichtigsten Wirkung, einer Kontraktion der glatten Atemwegsmuskulatur. M2-
Rezeptoren auf cholinergen Nervenendigungen fungieren als Autorezeptoren, tber die ACh
seine eigene Ausschittung regulieren kann (Minette et Barnes 1990, Doelmanet al. 1991,
Yang et Biggs 1991). M1-Rezeptoren auf parasympathischen Ganglienzellen scheinen eine
ganglionére SignalUbertragung zu erleichtern (Yang et Biggs 1991). Eine weitere
Moglichkeit, Einfluss auf den Kontraktionszustand der Atemwege zu nehmen, ergibt sich
durch présynaptische M2- und M3-Rezeptoren auf postgangliondren sympathischen
Nervenendigungen (Pendry et Maclagan 1991, Racke et a. 1992). ACh hat hier einen
inhibitorischen Einfluss auf die durch sympathische Nervenstimulation induzierte Relaxation

der Atemwegsmuskulatur.

4.2.2 Die lnnervation der Atemwege durch NOS-immunreaktive Nervenfasern

NOS-immunreaktive Nervenfasern waren den Ergebnissen friherer Untersuchungen
(Fischer et al. 1993, 1996) entsprechend vor allem in der glatten Muskulatur der extra- und
weniger haufig der intrapulmonalen Atemwege darzustellen. Oft zeigte sich in den NOS-
immunreaktiven Nervenfasern zusétzlich NPY - oder VIP-Immunresktivitét. Kaum eine der
NOS-immunreaktiven Fasern zeigte jedoch zusdtzlich ChAT-Immunreaktivitét (Fischer et
al. 1996). Da sowohl die lokalen NOS-negativen Atemwegsneurone (Bowden et Gibbins
1992, Fischer et al. 1993, Canning et Fischer 1997), als auch die Herz- und Lungenvenen-
Neurone alesamt ChAT-immunreaktiv waren, kommen sie als Ursprungsneurone der
ChAT-negativen NOS-immunreaktiven Fasern nicht in Frage. Ursprungsneurone NOS-
immunreaktiver Nervenfasern konnten durch retrograde Tacingexperimente in
sympathischen und in sensiblen vagalen Ganglien dargestellt werden (Fischer et a. 1996).
Hierzu wurde ein spezieller Tracingfarbstoff in  die Trachealwand |ebender
Meerschweinchen injiziert. Nach Aufnahme des Farbstoffes durch lokale Nervenfasern
wurde der Farbstoff durch retrograde axonae Transportmechanismen zu den
entsprechenden Nervenzellkorper transportiert, wo e sich enige Tage spéter

mikroskopisch nachweisen liefd. Sympathische Ursprungsneurone wurden so im Ganglion
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stellatum und im Ganglion cervicae superius, sensible vagale Ursprungsneurone im
Ganglion nodosum und im Ganglion jugulare markiert. Etwa 3 % der sympathischen
Neurone, deren Fasern zur Trachea projizieren, waren NOS-immunreaktiv. Gleichzeitig
waren sie nicht immunreaktiv fur TH, das geschwindigkeitsbestimmende Enzym der
Katecholaminsynthese. Inwieweit diese nichtadrenergen NOS-immunresktiven Neurone
auch andere Neurotransmitter synthetisieren, und ob sie der Ursprung von Fasern sind, die
neben NO auch NPY oder VIP ausschiitten, |&sst sich nicht mit Sicherheit sagen. Man weil3
jedoch von NOS-immunreaktiven Neuronen des Ganglion stellatum und des Ganglion
cervicale superius, die potentiell mit den markierten Nervenzellen Ubereinstimmen konnten,
dass sie zu 25% (Ganglion stellatum) bzw. zu 13% (Ganglion cervicale superius) NPY -
Immunreaktivitét aufweisen (Hohler et al. 1995). Aulderdem synthetisieren 26% der NOS-
immunreaktiven Stellatumneurone und 6% der NOS-immunreaktiven Ganglion cervicale
superius-Neurone VIP (Hohler et a. 1995). Eine Verknipfung dieser Einzelergebnisse |&sst
vermuten, dass zumindest ein Teil der NOS/NPY- bzw. der NOS/VIP-immunresktiven
Fasern der Atemwege sympathischen Ursprungs sind.

Von den retrograd markierten Neuronen des Ganglion nodosum waren etwa 5-10%, von
denen des Ganglion jugulare etwa 10-20% NOS-immunreaktiv. Es ist jedoch
unwahrscheinlich, dal? diese sensiblen, vagalen Atemwegsneurone neben NOS-, auch NPY
und VIP-Immunresktivitédt zeigen (Fischer et al. 1996).

Einen weiteren Ursprung NOS-haltiger Fasern stellen Neurone innerhalb des myenterischen
Plexus des Oesophagus dar. Erste Indizien, die fir die Existenz dieser Neurone sprachen,
ergaben sich aus elektrophysiologischen Experimenten. Nach zweitagiger Organkultur, die
extrinsische Fasern degenerieren lief3, antworteten Tracheen auf elektrische Feldstimulation
mit einer nichtadrenergen-nichtcholinergen Muskelrelaxation. Diese war jedoch nur dann
auslosbar, wenn zuvor der Oesophagus nicht entfernt worden war (Canning et Undem
1993). Durch retrograde Tracingexperiment konnten dann NOS-, NPY- und VIP-
immunreaktive Neurone im Plexus myentericus des Osophagus dargestellt werden, deren
Fasern in die glatte Atemwegsmuskulatur projizieren (Fischer et a. 1998, Moffatt et a.
1998).

NO bewirkt eine Relaxation der glatten Atemwegsmuskulatur (Lei et al. 1993, Venugopalan
et a. 1998). NO aktiviert die glattmuskuldre Guanylatzyklase und fuhrt so zu einem Anstieg
der intrazelluldren cGMP-Konzentration (Waldman et Murad 1987, Bush et al. 1992).
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Zyklisches GMP aktiviert wiederum spezifische cGM P-abhéangige Proteinkinasen, die in der
Lage sind den Tonus der Atemwegsmuskulatur zu vermindern. NO inhibiert zusédtzlich die
ACh-Freisetzung aus postsynaptischen cholinergen Nervenendigungen (Belvis et al. 1991,
1993) und hat so neben seinem direkt relaxierenden einen indirekt relaxierenden Effekt auf

die Tracheobronchia muskulatur.

4.2.3 Die lnnervation der Atemwege durch NPY -immunreaktive Nervenfasern

NPY -immunreaktive Nervenfasern lief3en sich entsprechend den Ergebnissen friherer
Studien (Bowden et Gibbins 1992, Kummer et a. 1992) sowohl in der gesamten
Atemwegsmuskulatur als auch in der Lamina adventitia und der Tunica submucosa
darstellen. In den adventitiellen NPY-Fasern, die hier bevorzugt Blutgefél3e innervierten,
lief¥en sich auf3er NPY auch TH und Dynorphin nachweisen (Kummer et a. 1992). Fasern
in der glatten Muskulatur und der Submukosa waren haufig NPY - und TH-immunresktiv
(Kummer et a. 1992). Offensichtlich waren beide Nervenfasertypen postganglionére Fasern
sympathischen Ursprungs. Neben diesen NPY - und TH-immunreaktiven Nervenfasern gab
es in der Atemwegsmuskulatur etliche nichtadrenerge Fasern, die neben NPY- auch VIP-
Immunreaktivitdt aufwiesen (Bowden et Gibbins 1992, Kummer et al. 1992). Die
vorliegende Untersuchung zeigte auRerdem zahlreiche Fasern, in denen NPY mit NOS
kolokalisiert war.

Mdogliche Ursprungsneurone NPY-immunreaktiver Fasern wurden in verschiedenen
neuronalen Tracingstudien in sympathischen Ganglien identifiziert (Kummer et al. 1992,
Bowden et Gibbins 1992). Sympathische Neurone, deren Fasern die Trachea innervierten,
wurden im Ganglion stellatum und im Ganglion cervicale superius markiert. Uber 96%
dieser markierten Neurone zeigten Immunresktivitdt fur TH, und zwischen 59 und 84%
zeigten Immunreaktivitét fur NPY . Auch Neurone, die NPY - und VIP-immunreaktiv waren,
lieflen sich auf diese Weise darstellen (Bowden et Gibbins 1992). Der Antell der TH-
negativen Neurone war mit weniger as 4% jedoch so gering, dass diese kaum der Ursprung
samtlicher nichtadrenerger, NPY- und VIP-immunreaktiver Atemwegsfasern sein konnen.
Wahrscheinlicher ist es, dass ein Grofdteil der NOS-, NPY - und VIP-immunreaktiven Fasern

Neuronen entstammt, die im Plexus myentericus des Oesophagus nachgewiesen wurden.
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Diese Neurone synthetiseren NOS, VIP und NPY und sind fur die nichtadrenerge-
nichtcholinerge Atemwegsrelaxation von entscheidender Bedeutung (Canning et Undem
1993). NPY reguliert vor alem die Durchblutung des Tracheobronchia gewebes, indem es
Uber eine arterielle und vendse Gefélkonstriktion den Widerstand der Atemwegsgefélle
erhoht (Franco-Cereceda et al. 1995). Sein Einfluss auf den Tonus der glatten
Atemwegsmuskulatur ist vergleichsweise gering (Grundemar et al. 1988). Seine dlenfalls
gering ausgeprégte bronchokonstriktorische Wirkung, die sich auf eine sekundare
Prostaglandinsynthese zurlickfihren 1&sst (Cadieux et a. 1989, Taouidi Benchekroun et al.
1992), scheint unbedeutend zu sein. Gemeinsam mit VIP und NOS ausgeschiittet konnte
NPY jedoch via Verminderung des lokalen Blutflusses deren Abtransport und so deren
potentielle Wirkungsdauer verldngern. Weitere Einflussmoglichkeiten bestehen in der
Stimulation  présynaptischer  NPY-Rezeptoren auf postgangliondren  autonomen
Nervenendigungen. NPY inhibiert hier die Ausschiittung sowohl bronchodilatatorischer als
auch bronchokonstriktorischer Transmittersubstanzen (Grundemar et al. 1988, Stretton et
Barnes 1988, Stretton et al. 1990, Taouidi Benchekroun et al. 1992).

4.2.4 Die lnnervation der Atemwege durch VIP-immunreaktive Nervenfasern

VIP-immunreaktive Nervenfasern lief3en sich wie bereits in friheren Untersuchungen
(Bowden et Gibbins 1992, Kummer et a. 1992, Fischer et al. 1996) vor alem in der
glatten Muskulatur extrapulmonaler Atemwege finden. Seltener waren sie in der
Muskularis intrapulmonaler Atemwege und vereinzelt in der Tunica submucosa
darzustellen. Vor alem Fasern in der Atemwegsmuskulatur waren haufig aul3er fur VIP
auch fur NOS oder NPY immunresktiv. Auch hierin stimmen die Ergebnisse dieser
Untersuchung mit denen friherer Studien Uberein (Bowden et Gibbins 1992, Kummer et
al. 1992, Fischer et a.1996). Dass jedoch alle VIP-immunreaktiven Atemwegsfasern
auch Immunreaktivitdt fir NPY zeigten (Bowden et Gibbins 1992), lief sich in der
vorliegenden Arbeit nicht bestdtigen. Intrinsische Nervenzellkdrper entlang des
Tracheobronchialstamms zeigten keine Immunreaktivitét fur VIP (Bowden et Gibbins
1992, Kummer et a. 1992, Fischer et a. 1993). Auch die intrinsischen Nervenzellkorper

des Herzens und entlang der pulmonalen Venen waren alesamt VIP-negativ. Als



68

Ursprungsneurone der VIP-immunreaktiven Fasern kommen daher erneut die oben
beschriebenen, retrograd markierten Sympathikus- und Oesophagusneurone in Frage
(Bowden et Gibbins 1992, Kummer et al. 1992, Fischer et al. 1998, Moffatt et al. 1998).
In ersteren wurde bereits sicher eine Kolokalisation von VIP- und NPY-
Immunresaktivitdt (Bowden et Gibbins 1992) sowie von VIP- und NOS-Immunreaktivitét
gezeigt (Hohler et a.1995). Ihre Zahl ist jedoch sicherlich zu gering, um die zahlreichen
VIP-immunreaktiven Atemwegsfasern zu erkléren. Neurone der myenterischen Ganglien
des Osophagus kommen aufgrund ihrer groReren Anzahl am ehesten in Betracht, denn
sie wurden bereits as Ursprungsneurone NOS-, NPY - und VIP-immunreaktiver Fasern
identifiziert (Fischer et a. 1998, Moffatt et al. 1998). VIP bewirkt an der glatten
Atemwegsmuskulatur eine Verminderung des Muskeltonus (Hand et a. 1984, Lundberg
et al. 1984, Saga et S aid 1984, Palmer et al. 1986) via Stimulation postsynaptischer
VIP-Rezeptoren (Carstairs et Barnes 1986). Durch G-Protein vermittelte Stimulation der
Adenylatzylase kommt es Uber einen Anstieg der intrazelluléren cAMP-Konzentration
zur Atemwegsdilatation (Taton et a. 1982). Eine weitere Mdglichkeit, Einfluss auf den
Muskeltonus der Atemwege zu nehmen, besteht in der Stimulation présynaptischer VIP-
Rezeptoren auf postganglionéren parasympathischen Nervenendigungen. Hierdurch
kommt es zu einer verminderten ACh-Ausschiittung und so zu einer Verminderung der

cholinergen Bronchokonstriktion (Belvisi et a. 1993, Shigyo et a. 1997).

4.2.5 Zusammenfassende Darstellung der Systeme

Zusammenfassend lasst die autonome Innervation der Atemwege des Meerschweinchens
eine anatomische und funktionelle Dreiteilung erkennen.

Zum einen gibt es den klassischen parasympathischen Anteil, dessen Hauptneurotransmitter
ACh darstellt. Préganglionédre Fasern dieses Innervationsweges entstammen Neuronen des
Nucleus ambiguus und ziehen mit dem Nervus vagus zu den intrinsischen
Atemwegsganglien entlang der extrapulmonalen Bronchi und der Lungenhili. Hier werden
se synaptisch auf postgangliondre Neurone umgeschaltet, die ihrersaits das
Tracheobronchiasystem cholinerg innervieren. Hauptziel dieser Fasern ist die glatte
Atemwegsmuskulatur, wo ACh zu einer direkt vermittelten Muskelkontraktion fiihrt. Uber
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prasynaptische Rezeptoren auf verschiedenen postganglionaren Nervenendigungen nimmt
ACh auf¥erdem indirekt Einfluss auf den Tonus der glatten Atemwegsmuskul atur.

Den zweiten Teill stellt der klassische sympathische adrenerge Innervationsweg dar.
Postganglionare Fasern dieses Systems entstammen Neuronen der zervikalen und oberen
thorakalen Grenzstrangganglien und haben neben NA haufig NPY als Kotransmitter. Diese
Fasern haben in der Lamina adventitia und der Lamina submucosa vor allem regulatorische
Wirkung auf die Durchblutung. In der Atemwegsmuskulatur fuhrt ihre Stimulation zu einer
Beta-2-Rezeptor-vermittelten Erhéhung der intrazelluléren cAMP-Konzentration und damit
zur Reduktion des Muskeltonus. Uber prasynaptische Alpha-2-Rezeptoren  auf
postgangliondren parasympathischen Nervenendigungen reguliert NA aul3erdem die ACh-
Ausschittung und nimmt so indirekt Einfluss auf den Muskeltonus.

Den dritten und im Rahmen dieser Arbeit neu identifizierten Teil der autonomen Innervation
stellt der nichtadrenerge-nichtcholinerge Innervationsweg dar. NO und V1P, aber auch NPY
sind Ubertragerstoffe dieses Systems. Ursprungsneurone nichtadrenerger-nichtcholinerger
autonomer  postganglionérer  Efferenzen  kobnnen zum enen in  Sympathischen
Grenzstrangganglien, zum anderen in myenterischen Ganglien des Oesophagus liegen.
Hauptziel dieser Fasern ist offensichtlich die glatte Atemwegsmuskulatur, in der NO Uber
eine Stimulation der Guanylatzyklase und VIP Uber eine Stimulation der Adenylatzyklase zu
einer Reduktion des Muskeltonus fuhrt. NPY reguliert in diesem Rahmen den Ruhetonus
der glatten Atemwegsmuskulatur und inhibiert Uber prasynaptische Rezeptoren auf

postganglionéren autonomen Nervenendigungen deren Transmitterausschittung.
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4.3 Die autonome I nnervation des Her zens

4.3.1 Die lnnervation des Herzens durch ChAT-immunreaktive Nervenfasern

ChAT-immunreaktive Nervenfasern im Herzen des Meerschweinchens zeigten in der
vorliegenden Untersuchung das von friheren Studien (Steele et Choate 1994) bekannte
Verteilungsmuster. ChAT-immunresktive Fasern, die vor alem die Vorhofmuskulatur und
das Reizleitungsgewebe innervierten, hatten ihre Ursprungsneurone in den zahlreichen
intrinsischen Herzganglien (Steele et a. 1996). Auch die vereinzelt vorkommenden
ChAT/NOS- und ChAT/NPY -immunreaktiven Nervenfasern entstammten sicherlich den
lokalen Ganglienzellen, denn auch in diesen lield sich neben ChAT-Immunreaktivitét
regelmélig NOS- und NPY -Immunresktivitdt darstellen (Hassall et al. 1992, Klimaschewski
et a. 1992, Dalsgaard et al. 1986, Kennedy et a. 1998). NOS-, NPY - und vor alem VIP-
Immunreaktivitét liefd sich nur vereinzelt in ChAT-immunresktiven Fasern darstellen. NOS-,
NPY- und VIP-immunresktive Fasern sind demnach grofdenteils nichtcholinergen
Ursprungs.

Via muskarinerge M2-Rezeptoren (Jeck et al. 1988), die ebenfalls hauptséchlich im
Vorhofbereich lokalisiert sind (Zhu et a. 1996), entfatet ACh seine negativ chrono-,
dromo- und inotrope Wirkung (Jeck et a. 1988) am Herzen. Zusétzlich vermag ACh Uber
die Stimulation présynaptischer M2- und M3-Rezeptoren auf postgangliondren
sympathischen Efferenzen deren NA- und NPY -Ausschittung zu inhibieren (Haunstetter et
al. 1994, Olmez et a. 1995).

4.3.2 Die Innervation des Herzens durch NOS-immunreaktive Nervenfasern

NOS-immunresktive  Nervenfasern  lieffen sich  friheren  immunhistochemischen
Untersuchungen entsprechend (Klimaschewski et al. 1992, Tanaka et al. 1993, Sosunov et
al. 1995, 1996) vor alem in subepikardialen Myokardbereichen darstellen. Sie innervierten
aulRerdem das Reizleitungsgewebe, die Koronargefél3e und lokale Herzneurone (Hassall et
al. 1992, Klimaschewski et al. 1992, Tanaka et al. 1993). Vereinzelt zeigten sie neben NOS-

Immunreaktivitat zusatzlich Immunreaktivitét fir ChAT. Diese entstammten demnach am
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ehesten den wenigen lokalen Herzneuronen, die neben ChAT- auch NOS-Immunreaktivitét
zeigten (Klimaschewski et a. 1992). Da der Grof¥eil der NOS-immunreaktiven
Nervenfasern jedoch keine ChAT-Immunreaktivitét zeigte, kommen die stets ChAT-
immunreaktiven Herzganglienzellen als Ursprungsneurone dieser Fasern nicht in Frage.
Stattdessen konnte wie bereits in der Atemwegsinnervation eine haufige Kolokalisation von
NOS-Immunreaktivitét mit NPY- und VIP-Immunreaktivitét beobachtet werden. Mdgliche
Ursprungsneurone dieser nichtcholinergen NOS/NPY- und NOS/VIP-immunreaktiven
Fasern sind neben nichtadrenergen NOS-immunreaktiven Grenzstrangneuronen (Hohler et
al. 1995) NOS- und VIP-immunresktive Osophagusneurone. Deren Fasern projizieren
bekannterweise in die glatte Atemwegsmuskulatur (Fischer et al. 1998, Moffatt et al. 1998)
und erkldren das haufige Vorkommen nichtcholinerger NOS/NPY- und NOS/VIP-
immunreaktiver Fasern im Herzen am besten.

NO bewirkt am Herzen vor alem eine Abnahme des koronaren Gefal3widerstandes (Kelm et
Schrader 1990, Kelm et a. 1991, 1997). Seine Rolle als Vasodilatator wird durch die
subepikardiale, Koronargefél3-nahe Lage der NOS-immunreaktiven Fasern unterstrichen.
NO hat auferdem eine negativ inotrope Wirkung auf das Herz und fuhrt zu ener
verstarkten diastolischen Relaxation der Ventrikel (Kelm et a. 1991, 1997). Sowohl der
positiv inotrope und chronotrope Effekt einer Betarezeptorenstimulation (Strasser et al.
1992) als auch der negativ chronotrope Effekt einer Vagusstimulation (Herring et al. 2000)

werden durch NO inhibiert.

4.3.3 Die lnnervation des Herzens durch NPY -immunreaktive Nervenfasern

NPY -immunreaktive Nervenfasern zeigten in der vorliegenden Untersuchung das von
friheren Studien bekannte Innervationsmuster. Sowohl im Vorhof as auch im Ventrikel
konnte ein dichtes Netzwerk NPY -immunreaktiver Nervenfasern beobachtet werden, das
mit dem Verteilungsmuster TH-immunresktiver Fasern grof¥enteils Ubereinstimmte
(Dasgaard et a. 1986). Diese Fasern waren sympathischen Ursprungs und entstammen den
ersten funf thorakalen Grenzstrangganglien und dem Ganglion stellatum. Postganglionére
Fasern NA- und NPY -immunreaktiver Neurone projizierten zum Herzen und innervierten

hier das Arbeitsmyokard, das Reizleitungssystem, die Koronargefél3e und die intrinsischen
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Ganglien (Uddman et al. 1985, Kennidy et a. 1998). Zusdtzlich enthielten etliche
intrinsische Herzneurone NPY -Immunreaktivitét (Dalsgaard et al. 1986, Kennedy et al.
1998).

NPY zeigt am Herzen sehr unterschiedliche Effekte, deren Wirkung teilweise
widersprichlich erscheint. An ventrikularen Kardiomyozyten der Ratte kann es deren
Kontraktilitét sowohl negativ als auch positiv beeinflussen. Einerseits aktiviert NPY den
nach auf¥en gerichteten Kaliumionenstrom, erhoht damit das Membranpotential und hat
somit einen inhibierenden Einfluss auf die Kontraktilitat der Herzmuskelzellen, andererseits
ist NPY in der Lage, den langsamen Kalziumioneneinstrom zu aktivieren und dadurch die
Kontraktilitst der Kardiomyozyten zu verstdrken (Millar et a. 1991). Beim
Meerschweinchen bewirkt die systemische NPY -Gabe eine geringe Zunahme der Chrono-
und Inotropie (Lundberg et a. 1984). NPY fihrt zu einem lang anhaltenden Anstieg des
koronaren Gefé3widerstandes (Franco-Cereceda et a. 1985) und inhibiert die durch ACh
und VIP ausgeloste Relaxation der Koronargefdie (Gulbenkian et al. 1992). Via
Rezeptoren auf postgangliondren sympathischen und pr& und postganglionéren
parasympathischen Nervenendigungen vermag NPY die NA- und ACh-Ausschittung zu
inhibieren (Lundberg et al. 1984, Wahlestedt et al. 1987, Pardini et a. 1992) und so die

Herzaktion indirekt zu beainflussen.

4.3.4 Die lnnervation des Herzens durch VIP-immunreaktive Nervenfasaern

VIP-immunresktive Nervenfasern zeigten im Herzen eine dhnliche Verteilung wie die oben
beschriebenen NOS-immunreaktiven Fasern. Sie innervierten vor alem subepikardiaes
Vorhofgewebe, das Reizleitungssystem und intrinsische Ganglien (Weihe et Reinecke 1981,
Weihe et al. 1984). VIP-immunreaktive Fasern waren vergleichsweise selten zu beobachten
(Déellaet a. 1983), zeigten dann jedoch haufig zusétzlich NPY - und NOS-Immunreaktivitét.
Die gemeinsame Darstellung von VIP- mit ChAT-Immunreaktivitét bildete dagegen
scherlich die Ausnahme. Da weder die lokalen Atemwegsneurone noch die intrinsischen
Herz- und Lungenvenenneurone VIP-Immunreaktivitét zeigten (Della et al. 1983), sind sie
nicht als potentielle Ursprungsneurone der VIP-immunreaktiven Nervenfasern aufzufassen.

VIP-immunreaktive Neurone, deren Fasern potentiell zum Herzen projizieren und die
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zudem NOS- bzw. NPY-Immunresktivitét zeigen, sind erneut in den sympathischen
Grenzstrangganglien und in intrinsischen Osophagusganglien zu vermuten. Am isoliert
perfundierten Herzen des Meerschweinchens fihrt VIP zu ener dosisabhéangigen
Frequenzsteigerung und zu einer Abnahme der Kontraktilitdt (Hoover 1989). Beim
Menschen fihrt die intrakoronare VIP-Gabe zu einem Abfall des aortalen Mitteldrucks und
des myokardialen Sauerstoffverbrauchs bei gleichzeitigem Anstieg der linksventrikuldren
Inotropie und des Spitzendrucks (Popma et a. 1990). Bei beiden Spezies bewirkt VIP
neben ener Senkung des systemischen Blutdrucks einen Abfal des koronaren
Gefal3widerstandes (Sata et a. 1986, Hoover 1989, Smitherman et al. 1989). In Anbetracht
der subepikardialen Lage und der bekannten Innervation der Koronargefal3e durch VIP-
immunreaktive Fasern (Mawe et al. 1996) scheint neuronales VIP gerade fur die zuletzt
aufgefihrte Wirkung von Relevanz zu sein. Gemeinsam mit NO stellt es damit den

funktionellen Gegenspieler zum NA dar.

4.3.5 Zusammenfassende Darstellung der Systeme

Zusammenfassend |&sst das beschriebene Innervationsmuster neben der bereits bekannten
funktionelle Dreitellung auch eine anatomische Dreiteilung erkennen. Postsynaptische
adrenerge  Sympathikusfasern, deren Ursprungsneurone in den oberen thorakaen
Grenzstrangganglien liegen, vermitteln am Herzen positiv bathmo-, chrono-, dromo- und
inotrope  Effekte.  Postgangliondre  cholinerge  Parasympathikusfasern,  deren
Nervenzellkorper in lokalen Herzganglien liegen, fuhren am Herzen zu einer Abnahme von
Schlagfrequenz, Erregungsleitung und Schlagkraft.

Nichtadrenerge-nichtcholinerge NOS-, NPY und VIP-immunreaktive Nervenfasern bilden
den im Rahmen dieser Untersuchung neu identifizierten dritten Teil. Ihre Ursprungsneurone
konnen in sympathischen Grenzstrangganglien und in parasympathischen intrinsischen
Osophagusganglien  liegen, ihre  Transmitterausschiittung  scheint  vor  alem
vasodilatatorische Effekte auf die Koronargefél3e zu haben. Da jedoch speziell am Herzen
die bekannten Wirkungen der drel genannten Transmittersubstanzen zum Teil vdllig
entgegengesetzt sind, |&sst sich Uber den Nettoeffekt einer nichtadrenergen-nichtcholinergen

Nervenstimulation noch keine klare Aussage treffen.
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4.4 Die autonome Innervation der pulmonalen Gefalde

4.4.1 Die Innervation der puimonalen Gefélde durch ChAT-immunreaktive Nervenfasern

Verglichen mit der ausgepragten adrenergen Innervation (Kummer et a. 1992, Haberberger
et al. 1997) spielt die cholinerge Innervation des pulmonaen Geféal3systems sicherlich eine
untergeordnete Rolle. Wéahrend eine frihere immunhistologische Untersuchung ChAT-
immunreaktive Nervenfasern in extra-und intrapulmonalen Arterien und Venen bis zu einem
Durchmesser von 50 um beschrieb (Haberberger et a. 1997), konnten in der vorliegenden
Studie nur in den von Herzmuskulatur gebildeten vorhofnahen Lungenvenen regelméaliig
ChAT-immunreaktive Fasern nachgewiesen werden. Allenfalls vereinzelt kamen ChAT-
immunreaktive Nervenfasern auf3erdem in der Adventitia des herznahen Truncus pulmonalis
zur Darstellung. Diese Unterschiede konnten sich zum einen auf die verschiedenen
Primérantiseren, die in beiden Studien benutz wurden, zum anderen auf Variationen
zwischen verschiedenen Meerschweinchenziichtungen zurtickfhren lassen.

Préaganglionére cholinerge Efferenzen entstammen auch hier dem Nucleus ambiguus und
ziehen mit dem Nervus vagus zu intrinsischen Ganglien (Daly et Hebb 1966). Hier findet die
synaptische Umschaltung auf postganglionédre cholinerge Neurone statt, deren Fasern zu
den extrapulmonalen Venen projizieren. Ohne dafirr sichere Beweise zu haben, wird davon
ausgegangen, dass diese Fasern lokaen, stets ChAT-immunreaktiven Neuronen
entstammen, die im Bereich der Lungenvenenmiindung in grof3er Anzahl zu finden sind
(Stecle et Choate 1994). Fur diese Vermutung spricht, dass sowohl in den lokalen
Nervenzellkdrpern as auch in den besagten ChAT-immunreaktiven Fasern vereinzelt NOS-
bzw. NPY -Immunreaktivitdt nachzuweisen ist.

Untersuchungen Uber den Effekt von ACh auf die pulmonale Durchblutung haben
unterschiedliche Ergebnisse erbracht. Einerseits wurde ACh eine vasokonstriktorische (Sada
et a. 1987), andererseits eine vasodilatatorische Wirkung (Nandiwada et al. 1983, Cherry et
Gillis 1987) zugeschrieben. Neben speziesspezifischen Unterschieden zwischen
verschiedenen Tierarten wurde vor allen der initiale Geféldtonus fur die widerspriichlichen
Ergebnisse verantwortlich gemacht. Unter Normalbedingungen fuhrte ACh bei der Katze zu
einer Erh6hung des Gefél3widerstandes, wahrend ein bereits vorkontrahiertes Geféldbett
durch ACh erweitert wurde (Hyman et Kadowitz 1986). Beim Menschen fuhrte ACh zu
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einer deutlichen Vasodilatation, sowohl unter Normalbedingungen, as auch unter den
Bedingungen einer akuten pulmonalen Vasokonstriktion (Fritts et al. 1958). Diese
Vasodilatation war offensichtlich von endotheliaden Faktoren abhangig, denn sie ging
verloren, sobald das Geféfendothel entfernt wurde. Unter diesen Bedingungen zeigte ACh
geringe vasokonstriktorische Wirkung (Greenberg et al. 1987). Spéter stellte sich heraus,
dass ACh ber endotheliale M 3-Rezeptoren (Mak et Barnes 1990) eine NO-Freisetzung aus
dem Gefal3endothel induziert, dieihrerseaits zur Vasodilatation fhrt.

4.4.2 Die lnnervation der pulmonalen Geféale durch NOS-immunreaktive Nervenfasern

NOS-immunreaktive Nervenfasern waren entsprechend friiheren Untersuchungen (Fischer
et al. 1993, Haberberger et a. 1997) entlang der pulmonalen Arterien mit zur Peripherie
abnehmender Haufigkeit darzustellen. Pulmonale Venen zeigten in dieser und in friiheren
Untersuchungen (Haberberger et al. 1997) nur in den von Herzmuskulatur gebildeten
Wandabschnitten NOS-immunreaktive Fasern. NOS-Immunresktivitat war auch im Bereich
der pulmonaen Gefdl3e haufig mit NPY- oder mit VIP-Immunreaktivitét in einer
Nervenfaser kolokalisiert. ChAT-Immunreaktivitdt zeigte dagegen nur ein geringer
Prozentsatz der NOS-immunreaktiven Nervenfasern. Das heif3 wiederum, dass weder die
lokalen Atemwegsneurone noch die intrinsischen Herz- und Lungenvenenneurone als
Ursprungsneurone dieser Fasern in Frage kommen. M6gliche Ursprungsneurone stellen also
auch hier, wie bereits bei der Atemwegsinnervation diskutiert, die nonadrenergen
Sympathikusneurone (Hohler et al. 1995) und die NOS- und VIP-immunreaktiven
Osophagusneurone dar.

NO gilt as inhibitorischer nichtadrenerger-nichtcholinerger Neurotransmitter, fihrt also zu
einer von NA und ACh unabhdngigen Vasodilatation. Seine Wirkung an der glatten
Muskulatur entfaltet NO Uber die Aktivierung der Guanylatzyklase, welche die
Umwandlung von GTP zu cGMP, einem wichtigen Second Messenger-Molekil, katalysiert
(Bush et a. 1992). Durch cGMP werden wiederum spezifische Proteinkinasen aktiviert, die
in der Lage sind, den Tonus der glatten Muskulatur vor alem tber eine Verminderung des
freilen Kalziums im Zytosol zu vermindern (Waldman et Murad 1988). Unter adrenerger und

cholinerger Blockade fuhrte elektrische Feldstimulation zu einer
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stimulationsfrequenzabhangigen Relaxation der Meerschweinchenpulmonalarterie. Diese
Gefallerweiterung liefd sich zum einen durch Tetrodotoxin, was deren neuronale Genese
bewies, zu anderen durch NO-Synthasehemmer inhibieren (Liu et a. 1992). Wahrend die
Inhibition der Guanylatzyklase die stimulationsabhéngige Relaxation der Pulmonalarterie
weitgehend verhinderte, fuhrte die Hemmung des cGMP-Abbaus durch einen selektiven

Phosphodi esterase-5-Antagonisten zu einer vermehrten Vasodilatation (Liu et a. 1992).

4.4.3 Die Innervation der pulmonalen Gefélde durch VIP-immunreaktive Nervenfasern

VIP-immunreaktive Nervenfasern zeigten ein nahezu identisches Verteillungsmuster wie die
NOS-immunreaktiven Fasern. Entlang des gesamten arteriellen Pulmonal gefél3bettes waren
se entsprechend friheren immunhistochemischen Untersuchungen (Kummer et a. 1992)
mit zur Lungenperipherie hin abnehmender Haufigkeit darzustellen. Einzig im Bereich der
extrapuimonalen Lungenvenen war ihre Anzahl verglichen mit den NOS-immunreaktiven
Nervenfasern geringer. VIP-immunreaktive Fasern zeigten haufig gleichzeitig NOS- bzw.
NPY -Immunreaktivitdt. ChAT-Immunreaktivitéat hingegen war in den VIP-immunreaktiven
Fasern nur in Ausnahmeféllen darzustellen. Keines der intrinsischen Atemwegs-, Herz oder
Pulmonalvenenneurone zeigte VIP-Immunresktivitét. Die oft vermutete Kotransmitterrolle
des VIP in cholinergen Neuronen konnte daher auch im pulmonalen Gefél3bett des
Meerschweinchens nicht bestétigt werden. Lokale Ganglienzellen scheiden als
Ursprungsneurone  VIP-immunresktiver Fasern aus. Erneut sind es nonadrenerge
Sympathikusneurone (Bowden et Gibbins 1992, Kummer et al. 1992, Hohler et al. 1995)
und die bereits erwahnten intrinsischen Osophagusneurone (Fischer et al. 1998), die als
Ursprungsneurone dieser Fasern zur Diskussion stehen. Aufgrund ihrer geringen Zahl
konnen erstere sicherlich nur fir einen geringen Prozentsatz der relativ zahlreichen VIP-,
VIP/INOS- und VIP/NPY -immunreaktiven Nervenfasern verantwortlich gemacht werden.
Sehr wahrscheinlich sind es die VIP- und NOS-immunreaktiven Osophagusneurone, deren
Fasern aul3er in die Atemwegsmuskulatur auch zu den Pulmonal gefél3en projizieren.

Von VIP ist bekannt, dass es Pulmonalarterien sowohl in vitro (Barnes et a. 1986,
Greenberg et a. 1987), als auch in vivo (Minkes et a. 1992) dilatiert. Diese Dilatation ist
endothelunabhangig und l&sst sich durch NO-Synthetasehemmer nicht beeinflussen (Minkes
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et a. 1992). Neuronal freigesetztes VIP bindet an glattmuskuldren VI1P-Rezeptoren, die sich
autoradiographisch in Pulmonalarterien von Mensch und Meerschweinchen nachweisen
lieen (Carstairs et Barnes 1986). VIP fuhrt nach Bindung an seinen Rezeptor zu einer
Aktivierung der membranstdndigen Adenylatzyklase und somit zu einer vermehrten
Produktion von cAMP. Zyklisches AMP aktiviert seinerseits spezifische Proteinkinasen, die

in der Lage sind, den Tonus der glatten Muskulatur zu reduzieren.

4.4.4 Die lnnervation der Puimonal gefél3e durch NPY -immunreaktive Nervenfasern

NPY -immunregktive Nervenfasern waren wie in friheren immunhistochemischen
Untersuchungen (Kummer et a. 1992) entlang des gesamten arteriellen und ventsen
Pulmonal geféldbettes darzustellen. Ihre Anzahl war bei weitem grof3er as die der ChAT-,
NOS- oder VIP-immunreaktiven Fasern. Von der Uberwiegenden Mehrzahl NPY-
immunreaktiver Fasern konnte gezeigt werden, dass sie aul3er fur NPY auch fur TH
immunreaktiv. waren (Kummer et a. 1992). Fasern, die neben NPY auch VIP-
Immunreaktivitét zeigten, waren dagegen TH-negativ (Bowden et Gibbins 1992, Kummer
et a. 1992). Fasern, in denen sich NPY und NOS kolokalisieren lief3en, waren
hochstwahrscheinlich ebenfalls nichtadrenerg, denn nur ein minimaler Prozentsatiz NOS-
immunreaktiver Sympathikusneurone zeigte gleichzeitig Immunreaktivitét fur TH (Hohler et
a. 1995). Wahrend es sich bei den NPY/TH-immunreaktiven Nervenfasern um
postgangliondre Fasern sympathischen Ursprungs handelte, ist die Herkunft der
nichtadrenergen NPY -immunreaktiven Fasern nicht vollsténdig geklart. Erneut sind es die
intrinsischen  Osophagusneurone  (Fischer et al. 1998), die neben den wenigen
nichtadrenergen Sympathikusneuronen (Bowden et Gibbins 1992, Kummer et a. 1992,

Hohler et al. 1995) als Ursprungsneurone dieser Fasern in Frage kommen.
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4.4.5 Zusammenfassende Darstellung der Systeme

Zusammenfassend lasst sich adso auch im Bereich der extra- und intrapulmonaen
Lungengefalie eine anatomische und funktionelle Dreiteilung erkennen. Vorherrschend ist
hier sicherlich der sympathische, tberwiegend adrenerge Innervationsweg (Kummer et al.
1992). Er ist mit seinen Neurotransmittern NA und NPY fir eine Erhéhung des pulmonalen
Gefaldwiderstandes  verantwortlich.  Der  klassische parasympathische  cholinerge
Innervationsweg spielt dagegen zumindest beim Meerschweinchen eine alenfalls
unbedeutende Rolle. Wichtigstes Ergebnis diese Untersuchung ist, dass ein dritter
anatomisch getrennter, nichtadrenerger-nichtcholinerger Innervationsweg vor alem im
Bereich der arteriellen Pulmonalgefél3e darzustellen ist. Neben NPY nutzten seine Neurone
NO und VIP zu Signaubertragung. Da VIP dhnlich wie NO ene inhibitorische, aso
vasodilatatorische  Wirkung auf die Pulmonagefdle ausibt, ist ihre gemeinsame
Ausschittung aus einer Nervenendigung durchaus sinnvoll. Wéahrend NO die
Guanylatzyklase aktiviert, ist es beim VIP die Adenylatzyklase, die zur Second Messenger
vermittelten Geféldrelaxation fuhrt. Der Ursprung dieser nichtadrenergen-nichtcholinergen
Fasern ist bisher nicht 100%ig geklart. Tracingexperinente an lebenden Tieren sind aufgrund
der herzschlagsynchronen Pulsation der Pulmonalgefél3e Gberaus schwierig durchzufthren.
Nur durch Degenerationsexperimente lief3e sich die Zahl der zur Diskussion stehenden
Ursprungsneurone stérker einkreisen.

Intrinsische Ganglienzellen entlang des Tracheobronchialstammes kommen jedenfalls as
Ursprungsneurone dieser Fasern nicht in Frage, da sie weder NOS-, noch VIP-, noch NPY -
Immunreaktivitdt zeigten (Bowden et Gibbins 1992, Kummer et a. 1992, Fischer et al.
1996). Herzneurone zeigten in einigen Fallen NOS- und NPY -Immunrektivitét, kdmen aso
als Ursprungsneurone fir NOS- und NPY-immunresktive Fasern in Frage. Da jedoch
sdmtliche Herzneurone Immunreaktivitdt fir ChAT zeigten (Steele et al. 1993), fallen auch
se as potentielle Ursprungsneurone besagter Nervenfasern aus. Die  wenigen
nichtadrenergen Sympathikusneuronen, deren Fasern auf3er zu den Atemwegen auch zu den
Lungengefél3en projizieren konnten, kdnnen die relativ grofRe Anzahl besagter Nervenfasern
nicht erklaren (Kummer et a. 1992). Erneut sind es die nichtcholinergen Osophagusneurone
deren Fasern zu den Atemwegen projizieren (Fischer et al. 1992, Moffatt et a. 1998), die

wir as Ursprungsneurone NOS-, NPY - und VIP-immunreaktiver Fasern vermuten.
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5 Zusammenfassung

In der vorliegenden Studie wurde untersucht, ob Stickstoffmonoxid (NO) und die
Neuropeptide Vasoaktives intestinales Polypeptid (VIP) und Neuropeptid Y (NPY) in der
autonomen Regulation der Brusteingeweide als Kotransmitter klassischer Transmitter
agieren oder aus einer separaten Entitét autonomer Nervenfasern freigesetzt werden. Hierzu
wurden mit der Doppeimmunfluoreszenz-Technik die mdglichen Koexistenzen von
Cholinazetyltransferase (ChAT)- (Syntheseenzym von Azetylcholin), NO-Synthase (NOS)-
(Syntheseenzym von NO), NPY- und VIP-Immunreaktivitdt in autonomen
Nervenzellkorpern und Nervenfasern der Atemwege, des Herzens und der pulmonalen
Gefélle des Meerschweinchens untersucht. Die Ergebnisse der zundchst durchgefiihrten
ChAT-, NOS-, NPY- und VIP-Einzelimmunfluoreszenzen entsprachen in nahezu alen
untersuchten Geweben den Ergebnissen friherer Studien. Einzige Ausnahme war die
Innervation  arterieller und vendser PulmonalgeféRe durch ChAT-immunreaktive
Nervenfasern. Waéhrend ene frihere immunhistologische Untersuchung ChAT-
immunreaktive Nervenfasern in extra- und intrapulmonalen Arterien und Venen bis zu
einem Durchmesser von 50 um beschrieb (Haberberger et al. 1997), konnten in der
vorliegenden Studie nur in den herznahen Lungenvenen regelmaltig ChAT-immunreaktive
Fasern nachgewiesen werden. Allenfalls vereinzelt kamen ChAT-immunreaktive Fasern
aul3erdem in der Adventitia des herznahen Truncus pulmonalis zur Darstellung. Diese
Unterschiede kdnnten sich zum einen auf die verschiedenen Primérantiseren, die in beiden
Studien benutzt wurden, zum anderen auf Variationen zwischen verschiedenen
M eerschweinchenztichtungen zurdickfihren lassen.

Die Ergebnisse der Doppelimmunfluoreszenzen zeigten in sdmtlichen untersuchten
Geweben en tUbereinstimmendes Innervationsprinzip. In den Atemwegen, im Herzen und in
den pulmonalen Gefalien zeigten ChAT-immunreaktive Nervenfasern nur in Ausnahmefallen
Immunreaktivitét fur NOS, NPY oder VIP. NO und die beiden Neuropeptide NPY und VIP
scheiden daher in den hier untersuchten Meerschweinchen-Organen as typische
Kotransmitter cholinerger Neurone aus. Neben nur ChAT-immunreaktiven, cholinergen
Nervenfasern waren zahlreiche nur NPY-immunresktive Nervenfasern darzustellen, von
denen wir wissen, dass sie grofdtenteills Tyrosinhydroxylase (TH)-Immunreaktivitét

aufweisen und sympathischen Ursprungs sind (Dalsgaard et al. 1986, Kummer et a. 1992).
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In nahezu allen untersuchten Geweben liefien sich auferdem regelmaliig Nervenfasern
darstellen, in denen NOS mit NPY, NOS mit VIP und NPY mit VIP kolokalisiert waren. Im
Gegensatz zu nur NOS- und nur VIP-immunreaktiven Nervenfasern war die Zahl dieser
Kolokalisationen jeweils so grol3, dass sie nur durch ein gemeinsames Vorkommen aller drei
Antigene in enem Nervenfasertyp zu erkldren sind. Da wir weiterhin aus friheren
Untersuchungen wissen, dass ein Groldeil dieser Fasern nicht TH-immunreaktiv, d.h.
nichtadrenerg ist (Bowen et Gibbins 1992, Kummer et al. 1992), kdnnen wir von einem
anatomisch separaten nichtadrenergen-nichtcholinergen  autonomen  Innervationsweg
ausgehen, dessen Fasern NO, NPY und VIP zur Neurotransmission benutzen.

Anhand dieser Ergebnisse ist es nun mdglich, den Ursprung dieser Fasern zu bestimmen
bzw. die moglichen Urspriinge stark einzugrenzen. Da sémtliche intrinsischen Atemwegs-
und Herzneurone ChAT exprimieren, werden sie as Ursprungsneurone ChAT-
immunreaktiver Fasern betrachtet. Als Ursprungsneurone besagter ChAT-negativer,
NOS/NPY /VIP-immunreaktiver Fasern kommen sie dagegen nicht in Frage. Von friheren
Untersuchungen ist bekannt, dass NOS und VIP nur in nichtadrenergen postganglionéren
Sympathikusneuronen darzustellen waren (Kummer et al. 1992, Hohler et a. 1995). Weder
NO noch VIP sind demnach Kotransmitter adrenerger Sympathikusneurone. Von einigen
nichtadrenergen sympathischen Grenzstrangneuronen des Meerschweinchens weif3 man,
dass ihre Fasern in die Atemwege projizieren (Bowden et Gibbins 1992, Kummer et al.
1992), und dass sich in ihnen auf3erdem die erforderlichen Neurotransmitterkombinationen
darstellen lassen (Bowden et Gibbins 1992, Hohler et al. 1995). Ihre Zahl ist jedoch zu
gering, um die insgesamt relativ grofRe Anzahl NOS-, NPY- und VIP-immunreaktiver
Fasern zu ekléren. Es ist daher naheliegend zu vermuten, dass ein Grofdteil der
nichtadrenergen-nichtcholinergen NOS/NPY /VIP-immunreaktiven Fasern im Herzen und
den Lungengefél3en ihren Ursprung in postgangliondren parasympathischen Neuronen in
myenterischen Ganglien des Osophagus haben, bei denen durch elektrophysiologische und
retrograde Markierungsstudien belegt ist, dass sie die glatte Atemwegsmuskulatur des
Meerschweinchens innervieren (Fischer et al. 1998, Moffatt et al. 1998).

Die vorliegende Untersuchung zeigt, dass die hier untersuchten Transmittersubstanzen NO,
NPY und VIP in der autonomen Regulation der Atemwege, der pulmonalen Gefal3e und des
Herzens nicht wie bisher vermutet als Kotransmitter adrenerger und cholinerger Neurone

auszufassen sind, sondern dass sie von anatomisch getrennten Neuronen synthetisiert
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werden. Ein kleinerer Antell dieser Fasern kann postgangliondren sympathischen
Grenzstrangganglien entstammen, ein grosserer Teil entspringt aler Voraussicht nach
intrinsischen Osophagusneuronen. Die seit langem angenommene reine Zweiteilung des
autonomen Nervensystems in einen adrenergen und einen cholinergen Anteil kann daher fr

die Thoraxorgane nicht weiter aufrecht erhalten werden.
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