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1 Einleitung

Corticosteron gehört in die Gruppe der Glucocorticoide, die ebenso wie die Mineralcorti-

coide und Androgene in der Nebennierenrinde des Körpers gebildet werden. Neben der

Wirkung von Glucocorticoiden auf den Kohlenhydrat-, Fett- und Einweißstoffwechsel

sowie einer zentralen Rolle bei Stress hat Corticosteron zusammen mit weiteren syn-

thetisch erzeugten Corticoiden ein breites Einsatzspektrum in der Therapie. Hierbei

wird vor allem die entzündungshemmende Wirkung durch die immunsuppressiven Ei-

genschaften der Glucocorticoide genutzt. Da bei vielen chronischen Lungenerkrankungen

(Asthma bronchiale, COPD) Entzündungsreaktionen eine zentrale Rolle spielen, gehören

hier Glucocorticoide zu den Mitteln der Wahl. Bislang war bekannt, dass Glucocorti-

coide über die Steuerung der Gentranskription ihre Wirkung im Körper entfalten, dies

ist jedoch ein Wirkmechanismus, der einen Zeitraum von Minuten in Anspruch nimmt.

In der Arbeit von Kummer et al. [38] wurde aufgezeigt, dass Corticosteron akut zu

einer Verminderung der durch Serotonin hervorgerufenen Bronchokonstriktion bei der

Maus führt. Außerdem konnte belegt werden, dass hierbei der Organische Kationen-

transporter Typ 3 (OCT3) essenziell für die Wirkung des Corticosterons ist. Dieser

Effekt ist jedoch durch das bisherige Verständnis der genomischen Wirkung nicht zu

erklären.Da bei obstruktiven Lungenerkrankungen eine abnorme Reaktivität der Atem-

wege auf Bronchokonstriktoren zu beobachten ist und Acetylcholin (ACh) der wichtigste

neurogene Bronchokonstriktor ist, besteht ein großes Interesse herauszufinden, ob Cor-

ticosteron ebenfalls die cholinerge Bronchokonstriktion beeinflusst. Insgesamt sind fünf

verschiedene Subtypen muskarinischer Acetylcholinrezeptoren (mAChR1-5) in den pe-

ripheren Atemwegen nachweisbar, von denen allerdings nur zwei Subtypen (mAChR2

und mAChR3) für die Bronchokonstriktion verantwortlich sind [61]. Die Arbeitsgruppe
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2 1 Einleitung

um Horvath [25] stellte zudem fest, dass die Applikation von Corticosteron bei humanen

Bronchialarterien nach einer sympathischen Stimulation der glatten Muskelzellen zu ei-

ner vermehrten Vasokonstriktion führte, die durch eine Erhöhung des extrazellulären

Noradrenalinspiegels und der damit verbundenen α1-Adrenozeptor-Aktivierung zustan-

de kam. Auch hier konnte gezeigt werden, dass der OCT3 eine zentrale Rolle spielte. Es

wurde belegt, dass der OCT3 identisch mit dem Extraneuronalen Monoamintranspor-

ter (EMT) ist, der für die Beseitigung von Catecholaminen aus dem Extrazellularraum

zuständig ist. Corticosteron bindet an den OCT3 und blockiert diesen, ohne selbst trans-

portiert zu werden [33].

Abgeleitet aus diesen Erkenntnissen ist die Grundlage der vorliegenden Arbeit die Frage,

welchen Einfluss Corticosteron auf die Muskarin-induzierte Bronchokonstriktion bei der

Maus hat, und falls ja, ob der gleiche Wirkmechanismus wie bei den Bronchialarterien

zugrunde liegt.



2 Literaturübersicht

2.1 Glucocorticoide

2.1.1 Vorkommen und Wirkung im Organismus

Glucocorticoide gehören zur Gruppe der Steroidhormone. Zusammen mit den Mineral-

corticoiden und den Androgenen werden sie in der Nebennierenrinde gebildet. Cortisol

(Hydrocortison), Cortison und Corticosteron gehören zu den wichtigsten natürlichen

Glucocorticoiden. Die Synthese und die Sekretion unterliegen dem hypothalamisch-

hypophysären Regelkreis. Im Organismus erfüllen sie vielfältige physiologische Aufga-

ben, wie beispielsweise die Regulation des Stoffwechsels von Kohlenhydraten, Eiwei-

ßen und Fetten [48]. Sie führen durch den Abbau von Proteinen zur Glukoneogenese

und durch eine vermehrte Aufnahme von Glukose in die Leber zur Erhöhung der Gly-

kogensynthese. Glukokortikoide werden auch als
”
Stresshormone“ bezeichnet [48]. In

Stresssituationen wird vermehrt körpereigenes Cortisol ausgeschüttet, das zu einer ver-

mehrten Energiebereitstellung führt. Sie beeinflussen den Wasser- und Elektrolythaus-

halt, das Herz-Kreislaufsystem und das Nervensystem [48]. Eine weitere physiologische

Wirkung, die man sich in besonderem Maße bei der Therapie zunutze macht, ist die

entzündungshemmende und immunsuppressive Wirkung der Corticoide [10].

2.1.2 Pharmakologischer Einsatz von Glucocorticoiden

Corticosteroide stellen mit Abstand die derzeit effektivste Behandlungsmöglichkeit ge-

gen Asthma bronchiale und andere entzündliche bzw. immunvermittelte Erkrankungen

dar [4]. Hierfür werden synthetisch hergestellte Corticoide verwendet, deren angemessene

3



4 2 Literaturübersicht

Dosierung zu einem Wirkspiegel, der um ein Vielfaches über den physiologischen Werten

liegt, führt. Die ersten künstlichen Glucocorticoide waren Prednisolon und Prednison, die

sich vom Cortisol bzw. Cortison ableiten. Die meisten der synthetischen Corticoide lei-

ten sich wiederum vom Prednisolon ab. Die Ausnahme bildet Fluocortolon, das sich vom

Corticosteron ableitet [16]. Betrachtet man speziell den Einsatz von Glucocorticoiden

in der Therapie von Atemwegserkrankungen, werden hauptsächlich Aerosole eingesetzt,

die direkt in den Atemwegen ihre Wirkung entfalten [4]. Es werden im Allgemeinen die

Wirkstoffe Budesonid, Beclometason und Fluticason eingesetzt, die je nach Schwere-

grad des Asthmas mit β2-Sympathomimetika (Theophyllin, Salmoterol oder Formote-

rol [31]) kombiniert werden [4]. Bei schwerem Asthma werden sowohl inhalativ als auch

systemisch Glucocorticoide (Prednisolon) eingesetzt. Die Corticosteroide sollen durch

ihre entzündungshemmende Wirkung Asthmaanfälle im Vorfeld verhindern. Bei einem

akuten Anfall ist der Wirkungseintritt nach Glucocorticoidapplikation erst nach ca. 30

Minuten zu erwarten [8], da die Wirkung über einen genomischen Vorgang vermittelt

wird.

2.1.3 Glucocorticoide und ihr genomischer Wirkmechanismus

Es ist bekannt, dass Glucocorticoide ihre Wirkung über eine Bindung an einem im Zy-

tosol der Zelle befindlichen Rezeptor, dem sogenannten Glucocorticoid-Rezeptor (GR)

entfalten [8]. Da Corticosteroide lipophile Substanzen sind, können sie die Zellmembran

problemlos durchqueren. Die GRs kommen in zwei Isoformen im Organismus vor, GRα

und GRβ, wobei Corticosteroide nur von GRα gebunden werden können [4]. Die Re-

zeptoren sind normalerweise an ein Protein gebunden, das sogenannte Chaperon, das

den Rezeptor schützt und verhindert, dass dieser in den Zellkern transportiert wird [70].

Bindet ein Corticosteroid an den Rezeptor, verändert dieser seine Struktur. Das Cha-

peron wird abgespalten und der aktivierte Rezeptor wird als Rezeptor-Ligand-Komplex

in den Zellkern transportiert [4]. Im Zellkern findet eine Bindung an spezifischen Se-

quenzen nahe der Promotorregion bestimmter Gene, sogenannten GREs (glucocorticoid

responsive elements) statt [51]. Dadurch wird die Transkription der Gene und somit die

Synthese verschiedener Proteine eingeleitet [8]. Diese Steigerung der Transkriptionsrate
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nennt man
”
trans-Aktivierung“. Es werden vor allem anti-inflammatorische Proteine

vermehrt gebildet. Hierzu zählen beispielsweise Annexin 1, Endonucleasen, neutrale En-

dopeptidasen und vor allem Lipocortin 1. Lipocortin 1 inhibiert Phospholipase A2 [19]

und greift somit maßgeblich in den Arachidonsäurezyklus ein, wodurch die Synthese von

Entzündungsmediatoren gestoppt wird.

Es kann jedoch nicht nur die Synthese bestimmter Gene durch Glucocorticoide sti-

muliert, sondern auch inhibiert werden. Dies nennt sich
”
trans-Inhibition“ [11]. Über

diesen Weg wird die Synthese von verschiedenen Zytokinen, wie beispielsweise dem

Tumor-Nekrose-Faktor α (TNF α), Interleukin-2 (IL-2) und Interleukin-6 (IL-6) und

zahlreichen anderen pro-inflammatorischen Mediatoren gehemmt [7].

Zusätzlich zu der Beeinflussung der Transkription durch Glucocorticoide gibt es Hinwei-

se auf post-transkriptionelle Effekte. Diese betreffen die Stabilität der Messenger-RNA

(mRNA), die Translation und die Sekretion [12, 13, 55].

2.2 Organische Kationentransporter

Zur solute carrier Superfamilie gehört die Gruppe der solute carrier (SLC) 22. Zu diesen

SLC 22 gehören zusammen mit 11 anderen Transportergruppen die organischen Katio-

nentransporter (OCT) [35]. Diese Transporter sind ATP-unabhängig und in der Lage,

eine große Bandbreite an Substraten zu transportieren, aufgrund dessen sie als polyspe-

zifisch bezeichnet werden [28]. Die OCTs umfassen die Subtypen OCT1, 2 und 3, die im

Allgemeinen den bidirektionalen Transport von kleinen (60 bis 350 Da), meist hydro-

philen, aber auch einigen hydrophoben organischen Kationen bei einem physiologischen

pH-Wert vermitteln. Dieser Transport durch die Plasmamembran erfolgt elektrogen un-

abhängig vom H+- und Na+-Gradienten. Als organische Kationen werden organische

Moleküle bezeichnet, die temporär oder permanent eine positive Ladung besitzen und

eine oder mehrere primäre, sekundäre, tertiäre oder quartäre Aminogruppen aufweisen

[28, 35]. Zu dieser Gruppe zählen sowohl endogene organische Kationen wie Cholin,

N1-Methylnicotinamid (NMN) und die biogenen Amine (Dopamin, Adrenalin, Norad-

renalin, Histamin, Serotonin), als auch Xenobiotika, Vitamine und Pharmaka (Anti-
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histaminika, Skelettmuskelrelaxanzien, Antiarrhythmika, Antidiabetika etc.) [33].

Die OCTs sind in der Plasmamembran lokalisiert. Strukturell bestehen sie aus einer

Peptidkette, die die Membran zwölfmal durchquert, wobei sich sowohl das C- als auch

das N-terminale Ende im Zellinneren befinden [28, 35].

Die Aufgaben der OCTs ergeben sich aus ihrer jeweiligen Verteilung im Gewebe. Ihr

Vorkommen in den wichtigsten exkretorischen Organen (Leber, Niere) führt zu der An-

nahme, dass die OCTs eine entscheidende Rolle bei der Beseitigung kationischer Toxine

und körpereigener Abfallprodukte spielen [29].

In der vorliegenden Arbeit liegt das besondere Augenmerk auf dem OCT3. Anzumerken

ist, dass wie Lips et al. [39] nachgewiesen haben, alle Subtypen der OCTs im Atemweg-

sepithel der Ratte und des Menschen zu finden sind.

2.2.1 OCT1 und OCT2

Der OCT1 wurde als erstes Mitglied der OCT-Familie 1994 durch Gründemann et al. [21]

in der Niere der Ratte entdeckt. Dieser rOCT1 (rat OCT1) zeigte ähnliche funktionelle

Eigenschaften wie ein zuvor beschriebener Transportprozess für organische Kationen.

Dieser Transportprozess fand über die basolaterale Membran proximaler Nierentubuli

und in Hepatozyten statt [28]. Weitere Klonierungen des OCT1 erfolgten aus Mäusen

[58], Menschen [17] und Kaninchen [62].

Zu finden ist der OCT1 beim Menschen vor allem in der Leber, in geringerem Maße

aber auch in Herz, Skelettmuskulatur, Niere, Plazenta und Dünndarm. Bei Nagern ist

der OCT1 hingegen vornehmlich in Leber, Niere und Dünndarm zu finden. Er ist aber

auch in Dickdarm, Haut, Milz, Plexus choroideus und Neuronen nachweisbar [33].

Der OCT2 wurde 1996 von Okuda et al. [49] ebenfalls in der Rattenniere nachgewiesen.

Er konnte weiterhin für den Menschen [17], Schweine [20], Mäuse [47] und Kaninchen

[72] nachgewiesen werden.

Beim Nager und beim Menschen ist der OCT2 primär in der Niere zu finden. Er ist

aber auch in Plazenta, Thymus, Nebenniere, Plexus choroideus und Neuronen nach-

weisbar. Bezüglich des Vorkommens von OCT2 in der Niere von Nagern gibt es eine
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Besonderheit. Die Arbeitsguppen um Urakami [63, 64] und Slitt [59] konnten hier ei-

ne sowohl alters- als auch geschlechtsabhängige Expression des OCT2 feststellen. Dies

führt zu geschlechtsbedingten Unterschieden in der renalen Ausscheidung organischer

Kationen. Männliche Ratten exprimieren in ihrer Niere signifikant mehr OCT2-mRNA

als weibliche Tiere [63]. Slitt et al. wiesen nach, dass bis zu einem Alter von 30 Ta-

gen beide Geschlechter sich auf einem vergleichbaren Level befanden. Danach zeigten

die männlichen Versuchstiere einen signifikanten Anstieg von OCT2-mRNA. Durch die

Applikation des männlichen Hormons Testosteron wurde bei beiden Geschlechtern ein

Anstieg der OCT2-mRNA provoziert. Die Gabe des weiblichen Hormons Estradiol be-

wirkte nur bei den männlichen Tieren eine Reduktion des OCT2-mRNA-Spiegels [59].

Der OCT2 weist eine Homologie von 67% gegenüber dem OCT1 auf.

2.2.2 OCT3

Der OCT3 wurde 1998 erstmals beschrieben. Zwei Forschergruppen [22, 30, 71] identifi-

zierten unabhängig von einander den OCT3 als extraneuronalen Monoamintransporter

(EMT) bei der Ratte und beim Menschen. Verhaagh et al. beschrieb ihn 1999 bei der

Maus. Bislang konnte der OCT3 aus folgenden Geweben und Organen erfolgreich klo-

niert werden: Skelettmuskulatur und glatte Muskulatur, Leber, Plazenta, Niere, Herz,

Darm, Milz, Lunge, Gehirnneuronen, sympathische Ganglien, Gliazellen und Plexus cho-

roideus [28, 34, 35].

Laut Koepsell et al. [35] gehört Corticosteron zusammen mit Deoxycorticosteron und β-

Estradiol zu der großen Gruppe von Substraten, die die OCTs blockieren können, selbst

aber nicht transportiert werden. Corticosteron besitzt eine deutlich höhere Affinität zu

OCT3 als zu den beiden anderen OCTs [35]. Für die halbmaximale Inhibition genügt

beim Menschen eine Konzentration von ca. 0,1 µM für OCT3, wohingegen OCT1 ei-

ne Konzentration von ca. 10 µM und OCT2 sogar 30 µM benötigt [33]. Bei der Ratte

benötigt man für die halbmaximale Hemmung des OCT3 eine Konzentration von ca. 5

µM Corticosteron [71].

Wie die Arbeitsgruppe um Kummer [38] feststellte, hemmt Corticosteron die Serotonin-
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induzierte Bronchokonstriktion bei der Maus. Durch den Einsatz von speziellen OCT-

Knockout-Mäusen [29, 73] konnte gezeigt werden, dass nur in Anwesenheit des OCT3 die

Bronchokonstriktion durch Corticosteron reduziert wurde. Die Anwesenheit von OCT1

und OCT2 war für den beobachteten Effekt nicht relevant [38].

2.3 Acetylcholin

Acetylcholin (ACh) ist der klassische parasympathische Neurotransmitter in den Atem-

wegen. Zu seinen Aufgaben gehören das Auslösen der Bronchokonstriktion und die Sti-

mulation der Sekretion. Parasympathische Nervenfasern innervieren die glatte Bron-

chialmuskulatur und setzten dort das in den axonalen Vesikeln gespeicherte ACh frei

[67]. Die Synthese des ACh erfolgt im Zytoplasma der Nervenendigungen mit Hilfe

des Enzyms Cholinacetyltransferase (ChAT) aus Cholin und Acetyl-Coenzym A. Der

vesikuläre Acetylcholintransporter (VAChT) transportiert das ACh innerhalb der Neu-

rone in Speichervesikel. Zur Freisetzung des gespeicherten ACh kommt es in Folge ei-

nes Aktionspotenzials, das durch den nachgeschalteten Einstrom von Kalziumionen zur

Exozytose führt. Das freigesetzte ACh wirkt über nikotinische (nAChR) und muskarini-

sche Acetylcholinrezeptoren (mAChR) auf der prä- und postsynaptischen Membran des

Neurons und der nachgeschalteten Zellen. Nach der Freisetzung muss das ACh wieder

inaktiviert werden. Dies geschieht mit Hilfe der Cholinesterase, die das ACh wieder in

Cholin und Acetat aufspaltet. Der hochaffine Cholintransporter-1 (CHT1) nimmt dieses

Cholin wieder in die Nervenendigungen auf und der Kreislauf kann von Neuem beginnen

[50, 52].

In neueren Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass auch viele nicht-neuronale Zellen

das Enzym ChAT besitzen und zur ACh-Synthese fähig sind [32]. Nach der Arbeit von

Wessler & Kirkpatrick [67] stellt des Enzym ChAT somit keinen spezifischen Marker für

cholinerge Nervenzellen dar. Dieses nicht-neuronale ACh dient als auto- und parakriner

Mediator, das heisst es wirkt auf die Zelle, die es synthetisiert hat, oder auf dessen be-

nachbarte Zellen. Somit kann das weit verbreitete Vorkommen von nAChR und mAChR

in Zellen, die nicht neuronal innerviert sind, mit der Exsistenz von nicht-neuronalem
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ACh erklärt werden [68]. Nicht-neuronales ACh findet sich auch im Atemwegsepithel

[32, 38, 54], wo es die Zellproliferation, Differenzierung und den Erhalt der Zell-zu-Zell-

Kontakte reguliert [45]. In Bezug auf die begleitenden Pathomechanismen der COPD soll

ACh an strukturellen Veränderungen des Wandaufbaus wie beispielsweise dem
”
airway-

remodeling“ beteiligt sein [18]. Im respiratorischen Epithel führt nicht-neuronales ACh

zu einer erhöhten Zilienschlagfrequenz [69].

2.3.1 Rezeptoren für Acetylcholin

Die Acetylcholinrezeptoren (AChR) sind als Proteorezeptoren aus Aminosäuren aufge-

baut. Man unterscheidet prinzipiell zwei Arten von AChR anhand ihrer Affinität zum

Agonisten: nikotinische (nach dem Alkaloid der Tabakpflanze) und muskarinische (nach

dem Alkaloid des Fliegenpilzes) AChR.

Nikotinische Acetylcholinrezeptoren

Bei diesen Rezeptoren (nAChR) handelt es sich um ligandengesteuerte Kationenkanäle,

der Rezeptor ist demnach gleichzeitig ein Ionenkanal. Er besteht aus fünf Untereinhei-

ten, die ringförmig um eine Pore angeordnet sind. Diese Pore ist in Ruhe geschlossen.

Bindet ein Ligand an den Rezeptor, wird innerhalb von Millisekunden die Pore geöffnet

und es erfolgt ein Einstrom von Na+- und Ca2+ sowie ein Ausstrom von K+-Ionen [60].

Die nAChR sind klassische Rezeptoren des ZNS, der neuromuskulären Endplatte und

der postganglionären autonomen Neuronen. Je nach Vorkommen in der Zellmembran

von Skelettmuskel- und Nervenzellen bezeichnet man sie als Muskeltyp bzw. Neuronen-

typ.

Der klassische Agonist ist Nikotin, zu den Antagonisten gehören Curare und α-Bunga-

rotoxin für den Muskeltyp.

In Zusammenhang mit nicht-neuronalem ACh finden sich nAChR auch auf Alveolarma-

krophagen. Ihre Aktivierung hat einen dämpfenden Effekt auf die Alveolarmakrophagen

und somit einen insgesamt anti-inflammatorischen Einfluss [6, 44, 46].
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Muskarinische Acetylcholinrezeptoren

Muskarinische Acetylcholinrezeptoren (mAChR) sind G-Protein-gekoppelte Rezeptoren,

die ihre Wirkung über eine intrazelluläre Wirkkaskade entfalten. Das ruhende G-Protein

besteht aus drei Untereinheiten (α-, β- und γ-Untereinheit), wobei an die α-Untereinheit

ein Guanosindiphosphat (GDP) gebunden ist. Bindet ein Agonist am Rezeptor, wird das

GDP durch Guanosintriphosphat (GTP) ausgetauscht, das α-GTP dissoziiert vom βγ-

Komplex und kann somit mit diversen Enzymsystemen interagieren. Die Inaktivierung

erfolgt durch eine Hydrolyse des GTP zu GDP, wobei die α- Untereinheit als GTP-ase

wirkt. Es folgt die Reassoziation mit dem βγ-Komplex.

Auf der genetischen Ebene sind laut Caulfield et al. [9] fünf Subtypen unterscheidbar

(mAChR1 bis mAChR5). In den Atemwegen von Mensch, Ratte, Maus und Schwein

wurden die Subtypen mAChR1, mAChR2 und mAChR3 nachgewiesen [14, 15, 24,

41]. Die Arbeitsgruppe um Struckmann et al. [61] wies anhand von Untersuchungen

an Knockout-Mäusen, denen jeweils ein Muskarinrezeptor (mAChR1, mAChR2 oder

mAChR3) oder sogar zwei (mAChR2 und mAChR3) fehlten, nach, dass in den pe-

ripheren Atemwegen mAChR2 und mAChR3 gemeinsam für die Bronchokonstriktion

verantwortlich sind. Für den mAChR1 konnte hingegen gezeigt werden, dass dieser eine

hemmende Wirkung auf die Muskarin-induzierte Bronchokonstriktion hat. Es wird ver-

mutet, dass über den mAChR1 ein relaxierender Faktor in den peripheren Atemwegen

freisetzt wird [61].

Für den mAChR2 gibt es außerdem Hinweise, dass er über eine Hemmung der Ade-

nylatzyklase fähig ist, über den β2-Adrenozeptor vermittelte Effekte zu blockieren [43].

Für Alveolarmakrophagen konnte belegt werden, dass sie mAChR3 exprimieren und

ihre Aktivierung am Beispiel boviner Alveolarmakrophagen zu einer Freisetzung von

Entzündungsmediatoren führt [56]. Aufgrund ihrer Verteilung im Gewebe stellen die

Alveolarmakrophagen ein mögliches Ziel für das nicht-neuronale ACh dar [37].
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2.3.2 OCTs und das nicht-neuronale cholinerge System

Bezüglich der Freisetzung von nicht-neuronalem ACh bestehen noch einige Unklarheiten.

Die Arbeitsgruppe um Wessler [66] konnte durch ihre Studie an menschlichen Plazenta-

zotten nachweisen, dass OCTs an der Freisetzung von nicht-neuronalem ACh beteiligt

sind. Da die Plazenta nicht innerviert ist, ist sie ein geeignetes Studienobjekt. Es wurde

eine kontinuierliche Freisetzung von ACh beobachtet, die sich durch die Anwesenheit

von OCT-Inhibitoren (Quinin, Noradrenalin oder Corticosteron) hemmen ließ. Laut ih-

rer Studie sind in der Plazenta die Subtypen OCT1 und OCT3 für den Transport von

nicht-neuronalem ACh verantwortlich [66].

In einer Studie von Lips et al. [39] konnte 2005 mittels RT-PCR gezeigt werden, dass im

Bronchialepithel von Ratten und Menschen OCT1, 2 und 3 vorhanden sind. Durch Stu-

dien an transfizierten Oocyten von Xenopus laevis konnte belegt werden, dass auch hier

OCTs an der Freisetzung von nicht-neuronalem ACh beteiligt sind. Allerdings konnte

die Arbeitsgruppe um Lips [39] nur für OCT1 und OCT2 sowohl einen nach extra-

zellulär als auch einen nach intrazelluläre gerichteten Transport von ACh nachweisen.

OCT3 war nach ihren Beobachtungen nicht am Transport beteiligt. Ausserdem konnte

für den hOCT2 gezeigt werden, dass dieser durch Glucocorticoide, wie sie als Inhalate in

der Asthmatherapie verwendet werden (Budesonid, Beclomethason), in seiner Fähigkeit

ACh freizusetzen, blockiert werden konnte. Für die Maus konnte kein OCT2 im Bron-

chialepithel nachgewiesen werden [38]. In der selben Arbeit wurde ausserdem gezeigt,

dass sich OCT3 hauptsächlich im Bereich der glatten Muskulatur der Bronchi befindet.

OCT1 fand sich im apikalen Bereich der zilientragenden Zellen [38].

Zusammengefasst würde dies bedeuten, dass bei der Maus lediglich OCT1 den Transport

von nicht-neuronalem ACh im respiratorischen Epithel vermitteln könnte.
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2.4 Katecholamine und Bronchodilatation

2.4.1 Wirkung und Rezeptoren

Für die glatte Muskulatur der Atemwege des Menschen und auch anderer Spezies konnte

das Vorhandensein von vereinzelten noradrenergen Nervenfasern nachgewiesen werden

[2]. Nach einem Stimulus kann aus diesen Nervenendigungen das in Vesikeln gespeicherte

Noradrenalin in den Extrazellularraum freigesetzt werden. Noradrenalin gehört zusam-

men mit Adrenalin und Dopamin zu den Katecholaminen und erfüllt im Organismus

sowohl eine Rolle als Hormon, als auch als Neurotransmitter. Adrenalin und Noradrena-

lin binden an Adrenozeptoren, die sich wie folgt unterteilen: α1- und α2-Adrenozeptoren

und β1-, β2- und β3-Adrenozeptoren [27]. Es handelt sich hierbei um eine Klasse G-

Protein-gekoppelter Rezeptoren. Dopamin wirkt über eine eigene Rezeptorklasse, die

hier nicht weiter erwähnt wird.

Für die β-Adrenozeptoren konnte gezeigt werden, dass im Lungengewebe sowohl β1- als

auch β2-Rezeptoren vorhanden sind, wobei es Unterschiede im Verteilungsverhältnis je

nach Spezies gibt [2]. Es wird vermutet, dass β1-Rezeptoren über sympathische Nerven

aktiviert werden (
”
neuronale“ β-Rezeptoren), hingegen β2-Rezeptoren über zirkulieren-

des Adrenalin (
”
hormonelle“ β-Rezeptoren) angesteuert werden [2]. Noradrenalin führt

über die Aktivierung von β-Adrenozeptoren zu einer Aktivierung der Adenylatzyklase

und dadurch zu einer Erhöhung des cAMP-Spiegels. Dies bewirkt eine Bronchodilatati-

on [2].

Für die α-Rezeptoren ist aus autoradiografischen Studien bekannt, dass sie in sehr un-

terschiedlichen Verteilungsmustern in den Atemwegen vorliegen [5].

Die Arbeitsgruppe um Horvath et al. [25] hat gezeigt, dass aus adrenergen Nervenendi-

gungen freigesetztes Noradrenalin über die Aktivierung von α1-Adrenozeptoren zu einer

Vasokonstriktion der Bronchialarterien führt.

Für die jeweils beschriebenen Reaktionen des Noradrenalins gilt das Konzept: Die Kon-

zentration des Neurotransmitters und die Zeitspanne, über die er am Rezeptor binden

kann, bestimmen das Ausmaß der Reaktion. Da die Katecholamine im Extrazellular-
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raum stabil sind und nicht frei durch die Zellmembran diffundieren können, wird ein

Transportsystem benötigt, um sie in die Zelle zu transportieren, damit sie dort ent-

weder abgebaut oder recycled werden können [25]. Für diesen Rücktransport stehen

dem Organismus zwei unterschiedliche Aufnahmesysteme, Uptake-1 und Uptake-2, zur

Verfügung [28, 73].

2.4.2 Uptake-1 und Uptake-2

Das neuronale Transportsystem, auch bekannt als Uptake-1, findet sich vor allem in

präsynaptischen Nervenendigungen und vermittelt hier die Wiederaufnahme freigesetz-

ter Monoamine aus dem synaptischen Spalt. Uptake-1 ist ein Na+- und Cl−-abhängiges

System, das sich aus dem Noradrenalin-, Dopamin- und Serotonin-Transporterproteinen

zusammensetzt [73].

Der extraneuronale Monoamintransporter (EMT), auch bekannt als Uptake-2, wurde

ursprünglich in Myokardzellen von Ratten entdeckt [26]. Der EMT zeichnet sich durch

seine Unabhängigkeit vom Na+-Cl−-Gradienten aus. Ausserdem gehören eine Vielzahl

von organischen Kationen zu seinen Substraten, die er abhängig vom Membranpoten-

zial transportiert. Steroide inhibieren den EMT, der in vielen Geweben zu finden ist

(Plazenta, glatte Muskulatur von Gefäßen, ZNS etc.) [71]. Der 1998 erstmals durch

zwei voneinander unabhängige Gruppen klonierte OCT3 zeigt die gleiche Sensitivität

gegenüber einigen Inhibitoren (β-Estradiol, Corticosteron etc.) wie der EMT und wur-

de deshalb mit diesem gleichgesetzt [22, 33, 71].

Neben dem OCT3 sind aber auch OCT1 und 2 in der Lage Monoamine zu transpor-

tieren, allerdings werden diese nicht wie der OCT3 durch alle Inhibitoren des EMT

blockiert [73].

Die Arbeitsgruppe um Horvath [25] konnte nachweisen, dass in Bronchi eine Blockade

des OCT3 durch inhalierte Glucocorticoide zu einem erhöhten Noradrenalinspiegel im

Extrazellularraum führte. Die Folge war eine akute α1-Adrenozeptor-vermittelte Vaso-

konstriktion der Bronchialarterien. Die Glucocorticoide führten somit zu einem akuten

non-genomischen Effekt, indem sie den Transport des Noradrenalins durch den OCT3

verhinderten, ohne hierbei selbst transportiert zu werden. Das Noradrenalin verblieb
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über einen längeren Zeitraum im Extrazellularraum und führte an den glatten Muskel-

zellen der Bronchialarterien zu einer verstärkten Konstriktion.

2.5 Ziel der Arbeit

Die Arbeitsgruppe um Kummer [38] konnte nachweisen, dass Corticosteron in der La-

ge ist, die durch einen Serotoninstimulus hervorgerufe Bronchokonstriktion signifikant

zu reduzieren. Es wurde ebenfalls gezeigt, dass für den beobachteten Effekt der OCT3

verantwortlich ist. Dieser OCT3 wird weitestgehend mit dem extra-neuronalen Mono-

amintransporter gleichgesetzt. Die Arbeitsgruppe um Horvath [25] konnte nachweisen,

dass Corticosteron zu einer erhöhten Vasokonstriktion von Bronchialarterien führt. Dies

führte Horvath auf eine Erhöhung des Noradrenalinspiegels zurück, bedingt durch die

Blockade des OCT3 durch das Corticosteron. Der erhöhten Noradrenalinspiegel führte

zu einer gesteigerten Aktivierung der α1-Adrenozeptoren und somit zu einer gesteiger-

ten Vasokonstriktion.

Diese beiden Erkenntnisse zusammengefasst bilden die Grundlage der vorliegenden Ar-

beit. Als Ausgangshypothese soll untersucht werden, ob Corticosteron auch in der Lage

ist, die Muskarin-induzierte Bronchokonstriktion zu beeinflussen. Ist dies der Fall, soll

untersucht werden, ob auch im Bereich der kleinen luftleitenden Wege eine Blockade des

OCT3 durch das Corticosteron als ursächlich anzusehen ist. Es stellt sich ebenfalls die

Frage, ob auch hier, wie bei den Bronchialarterien, eine Erhöhung des Katecholamin-

spiegels dem beobachteten Effekt zugrunde liegt (Abb 2.1).
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Abbildung 2.1: Das Schema zeigt den hypothetischen Wirkmechanismus von Corticoste-

ron auf die Muskarin-induzierte Bronchokonstriktion. Als Grundlage dient die Annahme,

dass Muskarin einerseits zu einer direkten Bronchokonstriktion führt und andererseits

gleichzeitig aus den sympathischen Nervenendigungen ein Katecholamin freisetzt. Die-

ses Katecholamin bewirkt über eine Aktivierung der β2-Adrenozeptoren eine Broncho-

dilatation. Eine Blockade des OCT3 durch Corticosteron führt zu einer Erhöhung des

Katecholaminspiegels und verstärkt somit dessen bronchodilatative Wirkung.
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3.1 Material

3.1.1 Versuchstiere

Die Studie wurde ausschließlich am FVB Mäusestamm durchgeführt. Die Mäuse wurden

im Tierstall des Institutes für Anatomie und Zellbiologie der Justus-Liebig-Universität

Gießen unter Standardbedingungen in Makrolonkäfigen gezüchtet und gehalten.

Für die Versuchsreihe wurden zufällig Tiere beiderlei Geschlechts und unterschiedlichen

Alters ausgewählt. Die Tiere hatten ein Alter von 6 bis 12 Wochen. In die Auswertung

der Versuche gingen 43 Tiere ein (Tab. 3.1).

Nr Geschlecht Gewicht Proben Nr Geschlecht Gewicht Proben

M1 w 22,3 g 1 M30 m 19,7 g 1

M3 w 21,0 g 2 M33 w 20,5 g 2

M4 w 18,1 g 4 M37 m 28,7 g 2

M5 w 19,4 g 2 M38 w 19,7 g 4

M6 w 26,4 g 3 M39 m 29,8 g 1

M7 w 25,3 g 2 M40 w 20,1 g 2

M8 m 26,6 g 3 M41 w 21,3 g 2

M9 m 26,3 g 4 M42 w 20,0 g 4

M10 m 28,7 g 2 M43 m 25,0 g 3

M11 m 27,1 g 4 M44 m 23,3 g 4

M12 w 22,3 g 2 M45 m 27,4 g 4

M13 m 21,2 g 3 M46 m 26,9 g 3

16
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M14 w 21,7 g 2 M47 m 27,8 g 2

M15 m 28,8 g 2 M48 m 25,4 g 2

M16 w 22,9 g 2 M49 w 22,5 g 2

M17 w 18,6 g 3 M50 w 19,6 g 3

M18 w 17,1 g 3 M51 w 20,5 g 1

M19 w 17,7 g 2 M52 m 28,0 g 1

M21 m 28,4 g 3 M53 m 24,4 g 1

M22 w 20,0 g 1 M54 w 21,1 g 2

M23 w 17,0 g 2 M55 w 21,7 g 2

M24 m 22,7 g 2

Tabelle 3.1: Die Tabelle zeigt die Übersicht aller verwendeten Versuchstiere. An-

gegeben sind das Geschlecht, das Gewicht und die Anzahl der Schnitte, die unter

Berücksichtigung der Auswahlkriterien (Abschn. 3.2.4) in die Auswertung eingegangen

sind.

3.1.2 Pharmaka

Die Substanzen, die für die Versuchsdurchführung verwendet wurden, finden sich in der

nachfolgenden Tabelle (Tab. 3.2) wieder.

Pharmakon Hersteller Solvens Konzentr. Temp.

Corticosteron Sigma-Aldrich

Chemie, Stein-

heim

Ethanol absolut 10−6 M -20 ◦C

HBC-

Komplex

Sigma-Aldrich

Chemie, Stein-

heim

Aqua a.i. 10−6 M -20 ◦C

(2-Hydroxy-

propyl)-β-

Cyclodextrin

Sigma-Aldrich

Chemie, Stein-

heim

Aqua a.i. 4× 10−4 M -20 ◦C



18 3 Material und Methoden

Ethanol Sigma-Aldrich

Chemie, Stein-

heim

0,01 % +20 ◦C

Muskarin-

Chlorid

Sigma-Aldrich

Chemie, Stein-

heim

Aqua a.i. 10−6 M -20 ◦C

Propranolol-

Hydrochlorid

Sigma-Aldrich

Chemie, Stein-

heim

Ethanol absolut 10−6 M -20 ◦C

Tabelle 3.2: Die Tabelle zeigt die Übersicht aller verwendeten Pharmaka. Angeben sind

der Hersteller, das Lösungsmittel, die eingesetzte Endkonzentration und die Lagertem-

peratur.

3.1.3 Lösungen

• HEPES-Ringer-Puffer

Der HEPES-Ringer-Puffer mit einem pH-Wert von 7,4 wurde zum Ansetzen der

Lungenspülflüssigkeit, der Agarose und als Inkubationsmedium in der Kammer

der Videomorphometrieanlage eingesetzt. Für 5 l Puffer-Lösung wurden folgende

Substanzen verwendet:

– Destilliertes Wasser 5 l

– Glucose (Fa. Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim) 9,90 g

– Hepes (Fa. Sigma-Aldrich Chemie) 11,90 g

– Kaliumchlorid (Fa. Merck, Darmstadt) 2,09 g

– Natriumchlorid (Fa. Roth, Karlsruhe) 39,85 g

– 1-molare Magnesiumchlorid-Lösung (MgCl2 × 6H2O) 5 ml

– 1-molare Calciumchlorid-Lösung (CaCl2 × 2H2O) 11 ml

Die Bestandteile wurden unter ständigem Rühren gelöst. Um den pH-Wert von

7,4 einzustellen, wurden 23 ml einer 1-molaren Natronlauge (NaOH, Fa. Merck)
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zugegeben. Abschließend wurde der Puffer steril gefiltert und bei 4 ◦C gelagert.

• Agarose

Circa 30 min vor Versuchsbeginn wurde 1,6-prozentige Agarose angesetzt. Für

eine Maus benötigte man 0,16 g Agarose-Trockensubstanz (Low Melt Preparati-

ve Grade Agarose, Fa. Biorad, München), die mit 10 ml HEPES-Ringer-Puffer

mehrmals aufgekocht wurde, bis keine Schwebeteilchen mehr sichtbar waren. Die

Agarose wurde in eine 2 ml Einmalspritze aufgezogen und um ein Festwerden zu

verhindern bei 37 ◦C im Inkubator aufbewahrt.

• Aqua ad injectabilia (Aqua a.i.)

Wasser für Injektionszwecke (Ampuwa, Fa. Braun, Melsungen) wurde als Lösungs-

mittel verwendet.

• Nitroprussid-Natrium

26,37 mg Trockensubstanz Nitroprussid-Natrium (Nipruss, Fa. Schwarz-Pharma,

Zwickau) wurden in 10 ml Aqua a.i. gelöst. Es wurden Aliquots von 150 µl herge-

stellt und bei -20 ◦C aufbewahrt. Es wurde für die Lungenspülflüssigkeit benötigt.

• Lungenspüllösung

Vor der Präparation wurde eine Lösung zum Spülen der Lungengefäße erstellt.

Hierzu wurden folgende Substanzen miteinander vermischt:

– HEPES-Ringer-Puffer (pH 7,4) 20 ml

– Natrium-Heparin (Liquemin, Fa. Hoffmann-La Roche, Grenzach- Wyhlen, 2,5

× 104 I.E./ml) 200 µl

– Penicillin (104 U/l)-Streptomycin (10 mg/ml)-Lösung (PAA Laboratories,

Linz) 100 µl

Direkt vor dem Einsatz der Lösung wurden noch 149 µl Nitroprussid-Natrium

zugegeben.

• Inkubationsmedium

Um die Agarose wieder aus den Atemwegen und Alveolen herauszuwaschen, wur-

den die Lungenschnitte in 100 ml Earle’s Minimal Essential Medium (MEM, Fa.
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PAA Laboratories, Linz) inkubiert.

Dem Medium wurde zuvor 1 ml der bereits bei der Lungenspüllösung erwähnten

Penicillin-Streptomycin-Lösung hinzugefügt.

3.2 Methoden

3.2.1 Präparation der Mäuselunge

Die Maus wurde durch Genickbruch getötet, gewogen und anschließend in Rückenlage

auf einem Styroporbrett fixiert. Als Präparationsbesteck dienten eine kleine anatomische

Pinzette mit gebogener Spitze und eine feine Schere, ebenfalls mit gebogener Spitze.

Die Bauchhöhle wurde durch einen Hautschnitt eröffnet, das Darmkonvolut beiseite

geschoben und die Aorta abdominalis durchtrennt, um das Tier auszubluten. Dann er-

weiterte man den Hautschnitt, so dass er in der Medianen verlaufend vom Kinn bis

zur Leiste reicht. Vorsichtig wurde das Zwerchfell perforiert, um den Unterdruck in der

Brusthöhle aufzuheben. Die Lunge kollabierte und durch das Durchtrennen der Rippen

und des Schultergürtels konnten nun ohne Verletzung der Lungenlappen, die Lunge und

das Herz freigelegt werden. Die Trachea wurde ebenfalls freipräpariert und locker mit

einem Faden umschlungen. Für die Spülung der Lungengefäße wurde eine feine Kanüle

in die rechte Herzkammer eingeführt und mit Hilfe einer Pumpe (Fa. Gilson, Abimed,

Miniplus 2) und einem daran angeschlossenen Schlauchsystem ca. 20 ml Spülflüssigkeit

durch den Lungenkreislauf gepumpt. Die Spülflüssigkeit lief durch den linken Ventrikel

ab, der zuvor inzidiert worden war. Die Lunge wurde solange gespült, bis sie nur noch

zartrosa war. Dann erfolgte eine Inzision parallel zu den Knorpelspangen der Trachea

einige Millimeter oberhalb der vorbereiteten Ligaturstelle. Die in einer Spritze bereit-

gestellte flüssige Agarose wurde nun mit Hilfe eines aufgesetzen Venenverweilkatheters

(Vasocan Braunüle, Fa. Braun, Melsungen; Größe 41,2 mm × 33 mm) über das Loch in

der Trachea in die luftführenden Wege der Lunge eingebracht, bis sich die Lunge voll ent-

faltet hatte. Um ein Abfließen der Agarose zu verhindern, wurde die Ligatur zugezogen.

Abschließend wurde das Herzlungen-Paket samt Trachea vorsichtig aus dem Brustkorb
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herauspräpariert und sofort in ein Becherglas, das mit gekühlter HEPES-Puffer-Lösung

gefüllt war, gelegt, um die Agarose aushärten zu lassen.

3.2.2 Anfertigung der Lungenpräzisionsschnitte

Durch das Befüllen der Lunge mit Agarose war diese nun schnittfest und konnte mittels

eines Vibratoms (Vibrating Blade Tissue Slicer, VT 1000S, Fa. Leica, Wetzlar) in 200

µm dicke Scheiben geschnitten werden. Das Vibratom verfügte über eine kühlbare Puf-

ferwannne, die mit HEPES-Ringer-Lösung gefüllt war. Die Kühlung wurde bereits zu

Beginn der Präparation eingeschaltet, damit die erforderliche Schneidetemperatur von

4 ◦C bis zum Aushärten der Agarose erreicht worden war. Auf dem Schneideteller war

eine 15 mm hohe Korkenhälfte permanent als Hilfsmittel aufgeklebt. Sie diente dazu,

den auf dem Teller mit Sekundenkleber (Fa. UHU GmbH, Bühl) fixierten Lungenlappen

in der gewünschten aufrechten Position zu halten.

Für die Präzisionsschnitte (PCLS) wurden nur der linke Lungenlappen und der rech-

te kraniale Lungenlappen verwendet. Sie wurden jeweils einzeln präpariert und dann

mit Sekundenkleber so auf dem Schneideteller befestigt, daß die Facies diaphragma-

tica an der Korkfläche lehnte, der Margo dorsalis dem Schneideteller auflag und der

Margo acutus nach oben zeigte. Dann wurden der Teller in der Pufferwanne arretiert

und die Schnittparameter eingestellt (Schnittbreite 200 µm, Geschwindigkeit 0,5 mm/s,

Frequenz 100 Hz). Die ersten Millimeter des Margo acutus wurden verworfen, dann

erfolgte die Anfertigung der vitalen Lungenpräzisionsschnitte. Die Schnitte wurden in

ein vorgewärmtes Becherglas, das mit 100 ml MEM (incl. 1 % Penicillin-Streptomycin)

gefüllt war, überführt und für mindestens 2 Stunden einer kontinuierlicher Begasung

(Normoxiegemisch: 73,7 % Stickstoff, 21,0 % Sauerstoff und 5,3 % Kohlendioxid) im In-

kubator bei einer Temperatur von 37 ◦C unterzogen. Dadurch wurde die Agarose wieder

aus den Atemwegen und Alveolen herausgewaschen, um eine Kontraktion der Bronchi

zu ermöglichen.
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3.2.3 Videomorphometrie

Versuchsaufbau der Videomorphometrie

Für die Betrachtung der noch lebenden PCLS wurde eine spezielle Inkubationskammer

benötigt. Diese war auf dem Objekttisch eines inversen Mikroskops (Fa. Leica, Wetz-

lar) montiert. Die Kammer bestand aus zwei Inkubationszellen mit einem Durchmesser

von ca. 15 mm, von denen während der Versuche immer nur eine Zelle genutzt wurde.

Mittels einer Pumpe (Fa. Gilson, Miniplus 3, Abimed) mit Schlauchsystem wurde ein

kontinuierlicher Zu- und Abfluss von Flüssigkeit in der Zelle gewährleistet. Die Zelle

beinhaltete eine konstante Flüssigkeitsmenge von 2 ml. Ein Wasserbad ermöglichte das

Beheizen der Kammer auf konstant 37 ◦C während des Versuchsablaufs. Als Spülmedi-

um diente HEPES-Ringer-Puffer (pH 7,4, 37 ◦C).

Versuchsablauf

Für einen Versuchsdurchgang wurde ein Lungenschnitt in die Inkubationszelle eingelegt

und mittels eines passgenauen Gitternetzes am Boden fixiert, um ein Abdriften während

der Spülvorgänge zu verhindern. Während der Feinjustierung wurde der Lungenschnitt

bereits langsam gespült, um eine Adaptation an die Kammer zu ermöglichen. Danach

wurde bei 10-facher Vergrößerung der Schnitt nach einem geeigneten Bronchus durchge-

mustert, der bestimmte Voraussetzungen, die als primäre Auswahlkriterien bezeichnet

werden, erfüllen musste. Der Bronchus musste quer angeschnitten sein und einen Durch-

messer von 150 - 250 µm haben. Das Epithel und die Tunica muscularis durften keine

Defekte aufweisen und das Lumen musste frei von Fremdkörpern (Blut, Agarose, etc.)

sein.

Zur Datenerfassung war eine Digitalkamera (Fa. Stemmer, Puchheim) an das Mikroskop

angeschlossen, die eine Bildübertragung auf den Computer ermöglichte. Mit der Spei-

cherung des ersten Bildes begann der Versuch. Alle 60 Sekunden wurde automatisch

das aktuelle Bild gespeichert. Unter Zuhilfenahme einer Pipette wurden die zu untersu-
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Phase Bildnr. Zeitintervall Versuchsvorgang

A 1 1 min Grundeinstellung

B 2-6 5 min Adaptationsphase mit langsamem Spülen

C 7-21 15 min 1. Kontraktionsphase mit Muskarin

D 22-36 15 min Schnelles Spülen

E 37-41 5 min Vorinkubation mit Testsubstanz (Gluco-

corticoid/Vehikel/Glucocorticoid und Pro-

pranolol)

F 42-56 15 min 2. Kontraktionsphase mit Muskarin

und Testsubstanz (Glucocorticoid/Vehi-

kel/Glucocorticoid und Propranolol)

G 57-71 15 min Schnelles Spülen

Abbildung 3.1: Die Abbildung zeigt am Beispiel der Versuchsreihe
”
Muskarin und HBC

10−4M“ den zeitlichen Verlauf der Versuche. Dargestellt sind der Median und die Quar-

tile der Bronchusflächen. Die einzelnen Versuchsphasen sind farblich markiert und die

Phasen in der Tabelle im Detail erläutert.
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chenden Substanzen direkt in die Inkubationszelle eingebracht und durch das Ab- und

Anstellen der Pumpe in der Inkubationszelle belassen oder ausgewaschen (Abb. 3.1). Die

Reaktion des Bronchus war direkt auf dem Monitor sichtbar. Die Spüloption ermöglichte

es, den Bronchus nach einem reversiblen Reiz wieder in einen Zustand zu versetzen, der

annähernd dem Ausgangszustand entsprach (Abb. 3.2), wodurch es möglich war, unter-

schiedliche Substanzen am selben Bronchus zu testen und die Reaktionen zu vergleichen.

Insgesamt wurden 9 verschiedene Versuchsreihen durchgeführt (Tab. 3.4), die bis auf die

Zugabe der unterschiedlichen Substanzen immer nach dem gleichen Schema abgelaufen

sind. Als konstriktorischer Stimulus wurde allein Muskarin in einer Konzentration von

10−6 M eingesetzt.

Versuchsnr. 1. Kontraktion 2. Kontraktion mit Testsubstanz

01 Muskarin 10−6 M Muskarin 10−6 M

02 Muskarin 10−6 M Muskarin 10−6 M mit Corticosteron 10−6 M

03 Muskarin 10−6 M Muskarin 10−6 M mit Ethanol 0,01 %

04 Muskarin 10−6 M Muskarin 10−6 M mit Cyclodextrin 4× 10−4 M

05 Muskarin 10−6 M Muskarin 10−6 M mit HBC-Komplex 10−7 M

06 Muskarin 10−6 M Muskarin 10−6 M mit HBC-Komplex 10−6 M

07 Muskarin 10−6 M Muskarin 10−6 M mit HBC-Komplex 10−5 M

08 Muskarin 10−6 M Muskarin 10−6 M mit HBC-Komplex 10−4 M

09 Muskarin 10−6 M Muskarin 10−6 M mit HBC-Komplex 10−4 M

und Propranolol 10−6 M

Tabelle 3.4: Die Tabelle zeigt die Stimuli der 1. und 2. Kontraktionsphase für jede

Versuchsreihe.

3.2.4 Auswertung

Die Auswertung der Bildsequenzen gliederte sich in zwei Teile. Der erste befasste sich

mit der Vermessung der einzelnen Bilder unter Verwendung eines speziellen Messpro-

grammes und der zweite Teil mit der statistischen Auswertung der gewonnenen Daten,
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erst innerhalb einer Versuchsreihe und anschließend der Versuchsreihen untereinander.

Auswertung der Bildsequenzen

Die vom Computer erfassten Bilder der Messserien wurden mit Hilfe des Analysepro-

grammes Optimas 6.5 (Fa. Stemmer Imaging, Puchheim) ausgewertet. Nachdem die

Software auf die verwendete Vergrößerung des Mikroskops eingestellt war, erkannte die

Software alle zusammenhängenden Flächen, aus denen per Mausklick der zu untersu-

chende Bronchus ausgewählt wurde. Dessen Fläche wurde anschließend automatisch vom

Programm errechnet und in einer Excel-Tabelle erfasst.

a)

c)

b)

d)

Abbildung 3.2: a) Phase B: Adaptation, b) Phase C: 1. Kontraktion mit Muskarin 10−6

M, c) Phase D: Relaxation, d) Phase E: 2. Kontraktion mit Muskarin 10−6 M und

HBC-Komplex 10−4 M.
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Um Messungen verschiedener Bronchi vergleichen zu können, war es notwendig, die

ermittelten Flächen geeignet zu normieren. In der Annahme, dass zu Beginn des Versuchs

während der Phase B noch eine Adaptation des Präparates an seine Umgebung nach

dem mechanischen Stimulus des Einbringens in die Inkubationskammer erfolgte, wurde

die letzte Messung dieser Phase (Bildnr. 6) als Referenz gewählt und alle folgenden

Flächen in Relation zu diesem Wert in Prozent angegeben.

Das Ausmaß der Reaktion war Teil der sekundären Auswahlkriterien. Hierzu zählten

erstens, dass sich die Fläche nach den ersten drei Minuten des ersten Muskarinstimulus

(Phase C Bildnr. 7–9) um mindestens 30 % gegenüber dem Referenzwert verringert

haben musste, und zweitens, dass sich nach dem darauffolgenden Spülvorgang (Phase

D) die Fläche wieder auf mindestens 90 % und höchstens 130 % der Ausgangsfläche

vergrößert haben musste. Durch diese zusätzlichen Kriterien sollte die Vitalität des

Bronchus belegt werden. Werte über 100 % bedeuteten, dass der Bronchus (z.B. durch

das Einbringen in die Kammer) vorkontrahiert war und sich diese Kontraktion nach

dem Spülen löste.

Statistik

Als erstes wurden für jede Versuchsreihe die Mittelwerte und deren Standardabweichun-

gungen, sowie der Median und die Quartile berechnet (Abb. 3.1).

Exemplarisch wurden drei Messpunkte jeder Versuchsreihe in der statistischen Analyse

weitergehend untersucht:

a) Die maximalen Kontraktionen in der Phase C und Phase F geben Aufschluss

darüber, wie stark die Reaktion des Bronchus auf die zugegebenen Substanzen

ausfällt.

b) Die Kontraktionen zu den Zeitpunkten 1 min und 5 min in der Phase C und

Phase F geben Aufschluss über die Kinetik der Reaktion des Bronchus auf die

zugegebenen Substanzen.

Anschließend wurde die erste Kontraktionsphase (Phase C) mit der zweiten (Phase F)

innerhalb eines Versuches in Beziehung gesetzt. Da es sich hier um verbundenen Stich-
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proben (selber Bronchus) handelte, aber keine Normalverteilung angenommen werden

konnte, wurde für den Vergleich ein nicht-parametrischer Test für gepaarte Stichproben,

der sogenannte Wilcoxon-Test verwendet.

Außerdem wurden die Kontraktionen mehrerer Versuchsreihen miteinander verglichen.

Um dies tun zu können, wurden für jeden Versuch zu den Zeitpunkten 1-Minute, 5-

Minuten und maximale Kontraktion die Quotienten aus der 2. und 1. Kontraktions-

phase gebildet. Die 1. Kontraktionsphase diente hierbei der Normierung, da hier für

alle Versuchsreihen die gleichen Bedingungen (alleinige Applikation von Muskarin) vor-

lagen. Da es sich hier um unverbundene Stichproben handelte (verschiedene Bronchi)

kam an dieser Stelle der Kruskal-Wallis-Test zum Einsatz. Ergab sich hier ein signifi-

kanter Unterschied wurden die Versuchreihen paarweise mit dem Mann-Whitney-U-Test

verglichen, um herauszufinden, welche Gruppen sich voneinander unterschieden.

Für alle Tests galt: Als signifikant wurden Unterschiede betrachtet, die eine Irrtums-

wahrscheinlichkeit (p) von ≤ 0,05 aufwiesen.
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4.1 Überprüfung der Ausgangshypothese

Die Ausgangshypothese der vorliegenden Arbeit lautet, dass Corticosteron die Muskarin-

induzierte Bronchokonstriktion signifikant beeinflusst.

4.1.1 Wiederholte Bronchokonstriktion mit Muskarin 10−6 M

Um zu überprüfen, ob ein Bronchus in der Lage war, nach dem ersten konstriktorischen

Stimulus und der anschließenden Waschphase erneut auf diesen Reiz zu reagieren, ohne

Ermüdungserscheinungen zu zeigen, wurde in dieser Versuchsreihe ausschließlich Mus-

karin 10−6 M in der 1. und 2. Kontraktionsphase appliziert. Dadurch entfiel Phase E

(Abb. 3.1), dies wurde durch eine 5-minütige Verlängerung des 1. Spülvorganges (Phase

D) ausgeglichen, damit alle Versuchsreihen den gleichen zeitlichen Verlauf aufwiesen.

Es wurden 9 PCLS von insgesamt 9 Mäusen ausgewertet (Abb. 4.1). Nach der ersten

Muskarinzugabe erfolgte zum Zeitpunkt der maximalen Kontraktion eine durchschnitt-

liche Reduktion auf 27 % ± 13 % der Ausgangsfläche. Nach der zweiten Muskarinappli-

kation verringerte sich die Fläche auf 25 % ± 15 %. Es war kein signifikanter Unterschied

zwischen den beiden maximalen Kontraktionen messbar (Abb. 4.2).

Es zeigte sich jedoch zum Zeitpunkt
”
5-Minuten nach Wirkstoffapplikation“ (Abb. 4.2)

ein signifikanter Unterschied (p = 0,039). Die Bronchi kontrahierten sich zu diesem

Zeitpunkt auf 41 % ± 34 % der Fläche bei der 1. Kontraktion und auf 34 % ± 17 %

Fläche bei der 2. Kontraktion. Die zweite Kontraktionsphase zeigte demnach eine um

7 % stärkere Reaktion.

28
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Abbildung 4.1: Dargestellt ist der Mittelwert mit Standardabweichung der Bronchus-

flächen für die Versuchsreihe der wiederholten Bronchokonstriktion mittels Muskarin

(M) 10−6 M im zeitlichen Verlauf (n = 9/9; entspricht der Anzahl der Bronchi/Anzahl

der Lungen).

0

20

40

60

80

100

120

M1 M2

F
lä
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Abbildung 4.2: Die Grafik zeigt eine Gegenüberstellung des Medians und Quartilen der

Bronchusflächen nach der ersten (M1) und zweiten Muskarinapplikation (M2). Darge-

stellt sind die Zeitpunkte 1 min (blau) und 5 min (rot) nach Muskarinapplikation, sowie

die maximalen Kontraktion (grün) nach Muskarinapplikation. Signifikante Unterschiede

gegenüber M1 sind mit * gekennzeichnet (* =̂ p ≤ 0, 05).
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Abbildung 4.3: Dargestellt sind der als 100 %-Fläche gesetze Normwert am Ende der

vorbereitenden Adaptationsphase (rote Linie) und die Bronchusflächen der 1.(blau) und

2.(grün) Spülphase in der jeweils letzten Minute als Median und Quartile (n = 77/43;

entspricht der Anzahl der Bronchi/Anzahl der Lungen). Es besteht kein signifikanter

Unterschied.

Im Rahmen der Validierung der Methode wurde zusätzlich für alle Versuchsreihen

überprüft, ob die Bronchi in den Erholungsphasen wieder relaxieren, also ob die Re-

aktion auf das Muskarin reversibel ist. In dieser Untersuchung wurden 77 Schnitte von

43 Mäusen ausgewertet. Im Durchschnitt dilatierten die Bronchi in der Waschphase

nach dem 1. Muskarinstimulus auf 94 % ihrer Ausgangsfläche. In der Waschphase nach

dem 2. Stimulus dilatierten die Bronchi auf 92 % der Ausgangsfläche. Diese Abweichung

wurde als vertretbar eingestuft und der Vorgang somit als reversibel bezeichnet (Abb.

4.3).

4.1.2 Muskarin 10−6 M und Corticosteron 10−6 M

Um die Frage zu klären, ob Corticosteron Einfluss auf die Muskarin-induzierte Broncho-

konstriktion nimmt, wurden in dieser Versuchsreihe die PCLS nach der 1. Kontrakti-

onsphase und der sich daran anschließenden Spülphase mit Corticosteron in einer Kon-

zentration von 10−6 M für 5 min vorinkubiert und anschließend Muskarin und nochmals

Corticosteron in die Inkubationskammer pipettiert.

In die Auswertung dieser Versuchsreihe gingen 16 Schnitte von acht Mäusen ein (Abb.

4.4).
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Abbildung 4.4: Dargestellt ist der Mittelwert mit Standardabweichung der Bronchus-

flächen für die Versuchsreihe mit Muskarin (M) und Corticosteron (Cs) 10−6 M im

zeitlichen Verlauf (n = 16/8; entspricht der Anzahl der Bronchi/Anzahl der Lungen).
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Abbildung 4.5: Die Grafik zeigt eine Gegenüberstellung des Medians und Quartilen der

Bronchusflächen nach der Muskarinapplikation (M1) und der Applikation von Muska-

rin und Corticosteron (M2 + Cs). Dargestellt sind die Zeitpunkte 1 min (blau) und 5

min (rot) nach Applikation, sowie die maximalen Kontraktion (grün) nach Applikation.

Signifikante Unterschiede gegenüber M1 sind mit * gekennzeichnet (* =̂ p ≤ 0, 05).
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Der erste Muskarinstimulus führte zu einer durchschnittlichen maximalen Verminde-

rung auf 22 % ± 12 % der Ausgangsfläche. Im anschließenden Spülvorgang erreichen die

Bronchi im Mittel wieder 93 % ± 10 % ihrer Ausgangsfläche.

Nach der Zugabe von Corticosteron (10−6 M) und Muskarin (10−6 M) ließ sich eine

durchschnittliche maximale Verringerung auf 32 % ± 16 % der luminalen Fläche beob-

achten. Demnach fällt die zweite Kontraktion signifikant (p = 0,008) um 10 % geringer

aus (Abb. 4.5). In der zweiten Spülphase erholen sich die Bronchi auf 94 % ± 21 % ihrer

initialen Fläche.

Für die beiden anderen Zeitpunkte ergaben sich keine signifikanten Unterschiede. Der

p-Werte für den Vergleich der 1-Minuten-Zeitpunkte lag bei p = 0,11 und für die 5-

Minuten-Zeitpunkte bei p = 0,075.

4.1.3 Muskarin 10−6 M und Ethanol 0,01 %

Diese Versuchsreihe diente der Überprüfung, ob das Lösungsmittel Ethanol Einfluss auf

die Reaktion nimmt. Der Versuchsablauf entspricht dem bisherigen Vorgehen (Tab. 3.4

Versuchsnr. 03). In dieser Versuchsreihe wurden 9 PCLS von 9 verschiedenen Mäusen

ausgewertet (Abb. 4.6).

Die alleinige Muskarinapplikation bewirkte im Mittel eine maximale Verringerung der

Fläche auf 27 % ± 17 %. Bei der zweiten Kontraktionsphase wurde durch die Muska-

rinzugabe in Kombination mit Ethanol im Mittel eine maximale Verringerung auf 30 %

± 25 % der Ausgangsfläche erreicht. Es war kein signifikanter Unterschied messbar (p

= 0,124).

Die Bronchusflächen zeigten zum Zeitpunkt
”
5-Minuten nach Wirkstoffapplikation“ je-

doch bei der zweiten Kontraktion (52 % ± 24 %) eine um 9 % signifikant schwächere

Reaktion (p = 0,012) gegenüber der ersten Kontraktion (43 % ± 19 %) (Abb. 4.7).

Das Auftreten einer Signifikanz legte die Vermutung nahe, dass Ethanol die Broncho-

konstriktion ebenfalls beeinflussen könnte.
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Abbildung 4.6: Dargestellt ist der Mittelwert mit Standardabweichung der Bronchus-

flächen für die Versuchsreihe mit Muskarin (M) und Ethanol (Eth) 0,01 % im zeitlichen

Verlauf (n = 9/9; entspricht der Anzahl der Bronchi/Anzahl der Lungen).
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Abbildung 4.7: Die Grafik zeigt eine Gegenüberstellung des Medians und Quartilen der

Bronchusflächen nach der Muskarinapplikation (M1) und der Applikation von Muskarin

und Ethanol (M2 + Eth). Dargestellt sind die Zeitpunkte 1 min (blau) und 5 min (rot)

nach Applikation, sowie die maximalen Kontraktion (grün) nach Applikation. Signifi-

kante Unterschiede gegenüber M1 sind mit * gekennzeichnet (* =̂ p ≤ 0, 05).
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4.1.4 Muskarin 10−6 M und Cyclodextrin 4 × 10−4 M

Da eine Reaktion der Bronchi auf das Ethanol nicht ausgeschlossen werden konnte (Abs.

4.1.3), musste ein alternativer Lösungsvermittler für Corticosteron gefunden werden.

Der HBC-Komplex bot durch die Kombination mit Cyclodextrin die Möglichkeit, Cor-

ticosteron direkt in Wasser zu lösen. Die Unbedenklichkeitsprüfung des Cyclodextrins

wurde in einer Konzentration von 4×10−4 M durchgeführt. Dies entspricht der höchsten

Konzentration, die bei weiteren Versuchen eingesetzt wurde.

Den Ergebnissen liegen 13 PCLS von 6 Mäusen zugrunde (Abb. 4.8). Die durchschnitt-

liche maximale Verminderung der Ausgangsfläche lag nach der ersten Muskarinzugabe

bei 14 % ± 8 % und nach der Zugabe von Muskarin und Cyclodextrin bei 15 % ± 6 %.

In der statistischen Auswertung war zu keinem der drei untersuchten Zeitpunkte ein

signifikanter Unterschied messbar (maximale Kontraktion p = 0,70) (Abb. 4.9).

Cyclodextrin schien demzufolge keinen Einfluss auf die Reaktion zu nehmen. Der HBC-

Komplex konnte folglich als Ersatz für das zuvor verwendete in Ethanol gelöste Corti-

costeron genutzt werden.
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Abbildung 4.8: Dargestellt ist der Mittelwert mit Standardabweichung der Bronchus-

flächen für die Versuchsreihe mit Muskarin (M) und Cyclodextrin (Cd) 4 × 10−4 M im

zeitlichen Verlauf (n = 13/6; entspricht der Anzahl der Bronchi/Anzahl der Lungen).
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Abbildung 4.9: Die Grafik zeigt eine Gegenüberstellung des Medians und Quartilen der

Bronchusflächen nach der Muskarinapplikation (M1) und der Applikation von Muska-

rin und Cyclodextrin (M2 + Cd). Dargestellt sind die Zeitpunkte 1 min (blau) und 5

min (rot) nach Applikation, sowie die maximalen Kontraktion (grün) nach Applikation.

Signifikante Unterschiede gegenüber M1 sind mit * gekennzeichnet (* =̂ p ≤ 0, 05).

4.2 Untersuchung zur Konzentrationsabhängigkeit

Um die Konzentrationsabhängigkeit der beobachteten Reaktion (Abs. 4.1.2) zu untersu-

chen, wurden in den folgenden Abschnitten verschiedene HBC-Komplexkonzentrationen

von 10−7 M bis 10−4 M eingesetzt.

4.2.1 Muskarin 10−6 M und HBC-Komplex 10−7 M

Ausgewertet wurden 5 PCLS von 5 Mäusen (Abb. 4.10). Nach der ersten Muskari-

napplikation wurde eine maximale Verminderung der Fläche auf 32 % ± 19 % ihrer

Ausgangsmaße gemessen, nach der Applikation von Muskarin und HBC-Komplex ein

Wert von 36 % ± 22 % der Ausgangsfläche. Der Wilcoxon-Test wies zu keinem Zeit-

punkt signifikante Unterschiede zwischen den beiden Kontraktionsphasen nach (max.

Kontraktion: p = 0,063) (Abb. 4.11).
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Abbildung 4.10: Dargestellt ist der Mittelwert mit Standardabweichung der Bronchus-

flächen für die Versuchsreihe mit Muskarin (M) und HBC-Komplex (HBC) 10−7 M im

zeitlichen Verlauf (n = 5/5; entspricht der Anzahl der Bronchi/Anzahl der Lungen).
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Abbildung 4.11: Die Grafik zeigt eine Gegenüberstellung des Medians und Quartilen der

Bronchusflächen nach der Muskarinapplikation (M1) und der Applikation von Muskarin

und HBC 10−7 M (M2 + HBC). Dargestellt sind die Zeitpunkte 1 min (blau) und 5

min (rot) nach Applikation, sowie die maximalen Kontraktion (grün) nach Applikation.

Signifikante Unterschiede gegenüber M1 sind mit * gekennzeichnet (* =̂ p ≤ 0, 05).
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4.2.2 Muskarin 10−6 M und HBC-Komplex 10−6 M

Ausgewertet wurden 5 PCLS von 5 Mäusen (Abb. 4.12). Nach der ersten Muskari-

napplikation wurde im Durchschnitt eine maximale Kontraktion auf 14 % ± 12 % der

Ausgangsfläche gemessen, nach der Zugabe von Muskarin zusammen mit dem HBC-

Komplex ein maximaler Wert von 16 % ± 11 %. Der Wilcoxon-Test zeigte bei keinem

der drei Zeitpunkte einen signifikanten Unterschied (max. Kontraktion: p = 0,188) (Abb.

4.13).
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Abbildung 4.12: Dargestellt ist der Mittelwert mit Standardabweichung der Bronchus-

flächen für die Versuchsreihe mit Muskarin (M) und HBC-Komplex (HBC) 10−6 M im

zeitlichen Verlauf (n = 5/5; entspricht der Anzahl der Bronchi/Anzahl der Lungen).
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Abbildung 4.13: Die Grafik zeigt eine Gegenüberstellung des Medians und Quartilen der

Bronchusflächen nach der Muskarinapplikation (M1) und der Applikation von Muskarin

und HBC 10−6 M (M2 + HBC). Dargestellt sind die Zeitpunkte 1 min (blau) und 5

min (rot) nach Applikation, sowie die maximalen Kontraktion (grün) nach Applikation.

Signifikante Unterschiede gegenüber M1 sind mit * gekennzeichnet (* =̂ p ≤ 0, 05).

4.2.3 Muskarin 10−6 M und HBC-Komplex 10−5 M

Bei dieser Versuchsreihe wurden 6 PCLS von 6 Mäusen ausgewertet (Abb. 4.14). Die

mittlere maximale Kontraktion der Bronchi betrug in der ersten Kontraktionsphase

24 % ± 14 % der Ausgangsfläche und in der zweiten Kontraktionsphase in Verbindung

mit HBC-Komplex 26 % ± 14 %. Bei keinem der drei untersuchten Zeitpunkte zeigte

sich eine Signifikanz (max. Kontraktion: p = 0,341) (Abb. 4.15).
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Abbildung 4.14: Dargestellt ist der Mittelwert mit Standardabweichung der Bronchus-

flächen für die Versuchsreihe mit Muskarin (M) und HBC-Komplex (HBC) 10−5 M im

zeitlichen Verlauf (n = 6/6; entspricht der Anzahl der Bronchi/Anzahl der Lungen).
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Abbildung 4.15: Die Grafik zeigt eine Gegenüberstellung des Medians und Quartilen der

Bronchusflächen nach der Muskarinapplikation (M1) und der Applikation von Muskarin

und HBC 10−5 M (M2 + HBC). Dargestellt sind die Zeitpunkte 1 min (blau) und 5

min (rot) nach Applikation, sowie die maximalen Kontraktion (grün) nach Applikation.

Signifikante Unterschiede gegenüber M1 sind mit * gekennzeichnet (* =̂ p ≤ 0, 05).
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4.2.4 Muskarin 10−6 M und HBC-Komplex 10−4 M

Es wurden 6 PCLS von insgesamt 6 Mäusen ausgewertet (Abb. 4.16). Die mittlere ma-

ximale Kontraktion der Bronchi betrug in der 1. Kontraktionsphase 20 % ± 14 % der

Ausgangsfläche und in der 2. Kontraktionsphase mit HBC-Komplex 40 % ± 8 %. Die

maximale Bronchokonstriktion wird demnach durch HBC-Komplex im Durchschnitt si-

gnifikant um 20 % reduziert (p = 0,046). Auch zu den beiden anderen Zeitpunkte wiesen

die Differenzen Signifikanz auf. Der p-Wert lag beim 1-Minutenwert bei p = 0,028 und

beim 5-Minutenwert bei p = 0,043. Die Bronchusflächen zeigten beim 1-Minutenwert

eine um 25 % schwächere Kontraktion (1. Kontraktionsphase 28 % ± 22 %; 2. Kontrak-

tionsphase 53 % ± 16 %) und beim 5-Minutenwert eine um 17 % schwächere Reaktion

(1. Kontraktion 27 % ± 15 %; 2. Kontraktion 44 % ± 8 %) (Abb. 4.17).
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M2 +
HBC Spülen

Abbildung 4.16: Dargestellt ist der Mittelwert mit Standardabweichung der Bronchus-

flächen für die Versuchsreihe mit Muskarin (M) und HBC-Komplex (HBC) 10−4 M im

zeitlichen Verlauf (n = 6/6; entspricht der Anzahl der Bronchi/Anzahl der Lungen).
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Abbildung 4.17: Die Grafik zeigt eine Gegenüberstellung des Medians und Quartilen der

Bronchusflächen nach der Muskarinapplikation (M1) und der Applikation von Muskarin

und HBC 10−4 M (M2 + HBC). Dargestellt sind die Zeitpunkte 1 min (blau) und 5

min (rot) nach Applikation, sowie die maximalen Kontraktion (grün) nach Applikation.

Signifikante Unterschiede gegenüber M1 sind mit * gekennzeichnet (* =̂ p ≤ 0, 05).

4.2.5 Analyse der Konzentrationsabhängigkeit

Verglich man die vier Versuchsreihen der HBC-Konzentrationsreihe mit der wieder-

holten Bronchokonstriktion mittels Muskarin (Abb. 4.18,) ergaben sich im Kruskal-

Wallis-Test für alle drei Zeitpunkte Signifikanzen (max. Kontraktion: p = 0,0011). Der

Mann-Whitney-U-Test zeigte, dass sich nur HBC 10−4 M zu allen Zeitpunkten von

der wiederholten Bronchokonstriktion und den anderen HBC-Komplex-Konzentrationen

unterschied (Tab 4.1). Auffällig ist zudem, dass sich alle HBC-Konzentrationen im 5-

Minutenwert von der wiederholten Muskarinapplikation unterschieden.
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Abbildung 4.18: Dargestellt sind die Mittelwerte der Bronchusflächen der folgenden Ver-

suchsreihen über den gesamten Beobachtungszeitraum: �Wiederholte Bronchokonstrik-

tion mittels Muskarin 10−6 M; H Muskarin + HBC 10−7 M; N Muskarin + HBC 10−6

M; • Muskarin + HBC 10−5 M; � Muskarin + HBC 10−4 M.
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Abbildung 4.19: Die Boxplots illustrieren die normierten maximalen Kontraktionen für

die Versuchsreihen HBC 10−7 M bis 10−4 M und der wiederholten Bronchokonstriktion

mittels Muskarin (M). Für die Normierung wurde der Quotient aus der 2. zur 1. Kon-

traktion gebildet (Abschn. 3.2.4). Signifikante Unterschiede gegenüber Muskarin sind

mit * gekennzeichnet (* =̂ p ≤ 0, 05).
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Muskarin 1-Minutenwert 5-Minutenwert max. Kontraktion

HBC 10−4 M 0,023 0,002 ≈ 0

HBC 10−5 M 0,174 0,028 0,067

HBC 10−6 M 0,082 0,009 0,053

HBC 10−7 M 0,062 0,016 0,463

Tabelle 4.1: Dargestellt sind die mittels Mann-Whitney-U-Tests erzielten p-Werte für

die HBC-Konzentrationsreihe. Es wurde jeweils die Versuchsreihe mit der wiederholten

Bronchokonstriktion mittels Muskarin mit einer Versuchsreihe aus der Konzentrations-

reihe verglichen.

4.3 Antagonisierung der Corticosteronwirkung

Durch die Zugabe eines β-2-Adrenozeptor-Antagonisten wurde in dieser Versuchsreihe

untersucht, ob der beobachtete dilatative Effekt des Corticosterons auf eine Katechola-

minwirkung, beispielsweise durch eine Erhöhung des extrazellulären Katecholaminspie-

gels, zurückzuführen sein könnte.

4.3.1 Muskarin 10−6 M, HBC-Komplex 10−4 M und Propranolol

10−6 M

In dieser Versuchsreihe wurden 8 PCLS von 5 Mäusen ausgewertet (Abb. 4.20). Nach

dem ersten Muskarinstimulus lag die minimale Restfläche bei 32 % ± 12 %. Zusammen

mit dem HBC-Komplex und Propranolol verringerte sie sich im Durchschnitt auf 47 % ±

13 % der Ausgangsfläche. In der zweiten Kontraktionsphase wurde trotz der Anwesenheit

des Propranolols die maximale Kontraktion immer noch signifikant um 15 % reduziert

(p = 0,0078).
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Abbildung 4.20: Dargestellt ist der Mittelwert mit Standardabweichung der Bronchus-

flächen für die Versuchsreihe mit Muskarin (M), HBC-Komplex (HBC) 10−4 M und Pro-

pranolol (Pr) im zeitlichen Verlauf (n = 8/5; entspricht der Anzahl der Bronchi/Anzahl

der Lungen).
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Abbildung 4.21: Die Grafik zeigt eine Gegenüberstellung des Medians und Quartilen der

Bronchusflächen nach der Muskarinapplikation (M1) und der Applikation von Muskarin,

HBC 10−4 M und Propranolol (M2 + HBC + Pr). Dargestellt sind die Zeitpunkte 1

min (blau) und 5 min (rot) nach Applikation, sowie die maximalen Kontraktion (grün)

nach Applikation. Signifikante Unterschiede gegenüber M1 sind mit * gekennzeichnet

(* =̂ p ≤ 0, 05).
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Die Bronchusflächen zeigten beim 1-Minutenwert eine um 20 % signifikant (p = 0,023)

schwächere Reaktion (1. Kontraktion 39 % ± 15 %; 2. Kontraktion 59 % ± 20 %) und

beim 5-Minutenwert eine um 16 % signifikant (p = 0,0078) reduzierte Kontraktion (1.

Kontraktion 40 % ± 12 %; 2. Kontraktion 56 % ± 15 %) (Abb. 4.21).

4.3.2 Analyse des Propranololeffekts

Der Kruskal-Wallis-Test ergibt für den Vergleich der drei Versuchsreihen Wiederholte

Bronchokonstriktion mittels Muskarin, Muskarin und HBC 10−4 M sowie Muskarin mit

HBC 10−4 M und Propranolol (Abb. 4.22) zu allen drei Zeitpunkten Signifikanzen (ma-

ximale Kontraktion: p = 0,0008).

Betrachtet man die Ergebnisse des sich anschließenden Mann-Whitney-U-Tests, ergab

sich kein signifikanter Unterschied zwischen der Versuchsreihe Muskarin mit HBC 10−4

M und Propranolol gegenüber der alleinigen HBC-Wirkung (p ≈ 1 für den Zeitpunkt

der maximalen Kontraktion) (Tab. 4.2). Beide Versuchsreihen unterschieden sich aber

zu allen drei Zeitpunkten signifikant von der wiederholten Bronchokonstriktion (maxi-

male Kontraktion: p = 0,0003 für HBC 10−4 M und Propranolol; p = 0,0008 für HBC

10−4 M (Tab. 4.2)). Das Propranolol scheint somit keinen Einfluss auf die Wirkung des

Corticosterons zu haben (Abb. 4.23).
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Tabelle 4.2: Übersicht der mittels Mann-Whitney-U-Tests erzielten p-Werte zur

Überprüfung der Auswirkungen des Propranolols mit HBC-Komplex 10−4 M auf die

Bronchokonstriktion in Verbindung mit den Versuchreihen der wiederholten alleinigen

Muskarinapplikation und HBC-Komplex 10−4 M. Signifikante Werte sind grün unterlegt.
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Abbildung 4.22: Dargestellt sind die Mittelwerte der Bronchusflächen der folgenden Ver-

suchsreihen: �Wiederholte Bronchokonstriktion mittels Muskarin 10−6 M; � Muskarin

+ HBC 10−4 M; N Muskarin + HBC 10−4 M + Propranolol 10−6 M.
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Abbildung 4.23: Die Boxplots illustrieren die normierten maximalen Kontraktionen für

die drei Versuchsreihen HBC + Propranolol 10−6 M, wiederholte Bronchokonstriktion

mittels Muskarin 10−6 M und HBC 10−4 M. Für die Normierung wurde der Quotient aus

der 2. zur 1. Kontraktion gebildet (Abschn. 3.2.4). Signifikante Unterschiede gegenüber

Muskarin sind mit * gekennzeichnet (* =̂ p ≤ 0, 05).
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5.1 Validierung der Methode

Bei der Videomorphometrie handelt es sich um eine ex-vivo-Technik, die es ermöglicht,

über einen längeren Zeitraum Untersuchungen in einem organnahen Modell durch-

zuführen. Erstmals wurde die Technik von Krumdiek und Ho beschrieben [36]. Diese

Methode hat den Vorteil, dass an homogenen Schnittpräparaten der Lunge morpho-

metrische Studien vom Gefäß- und Atemwegssystem durchgeführt werden können. Dies

geschieht im intakten Gewebeverband, so dass Wechselwirkungen zwischen den einzel-

nen zellulären Bestandteilen möglich sind. Held et al. [23] bestätigte durch vergleichende

Untersuchungen von isoliert perfundierten und ventilierten Mäuselungen und Schnitt-

präparaten der Lunge die Übertragbarkeit der Ergebnisse vom Schnittpräparat auf das

vitale Organ. Mit dieser Methode können demnach unter weitgehend standardisierten

Bedingungen gut vergleichbare Messungen durchgeführt werden.

Die Verwendung eines dynamischen Systems mit Begasung der Lungenschnitte mit Nor-

moxie in einem Inkubationsschrank bei 37 ◦C stellt eine erhebliche Verbesserung der

ursprünglichen Methode dar [42]. Die Begasung ermöglicht es, dass die Lungenschnitte

über einen längeren Zeitraum (ca. 3 Tage) vital bleiben, die Agarose schneller ausgewa-

schen wird und somit die Schnitte schneller (nach ca. 2 h) genutzt werden können. Die

in dieser Arbeit verwendeten Schnitte waren maximal 12 h alt.

Betrachtet man die Vergleichbarkeit der anatomischen Strukturen in der Mäuselunge

mit denen des Menschen, so sind definitionsgemäß die Bronchioli des Menschen die

knorpelfreien Anteile des luftleitenden Systems mit einem Durchmesser von weniger als

zwei Millimeter [40]. Bei der Maus sind hingegen alle Abschnitte der intrapulmonalen

47
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luftleitenden Wege knorpelfrei, mit Ausnahme des linken Stammbronchus, der aber nur

einen Durchmesser von ca. einem Millimeter aufweist [65]. In der vorliegenden Arbeit

wurden zudem nur Anteile der rechten Lungenlappen verwendet. Auch die zelluläre Zu-

sammensetzung der Atemwegswand bei der Maus ist vergleichbar mit den Verhältnissen

in den Bronchioli des Menschen [53].

In der vorliegenden Arbeit wurden Lungenschnitte verwendet, die Bronchi mit einem

Durchmesser von 150-250 µm und einem intakten Gewebeverband aufwiesen. Das Lu-

men des betreffenden Bronchus musste zudem frei von Zelldetritus und Agarose sein.

Die Vitalität wurde unter dem Mikroskop durch eine deutlich sichtbare Reaktion auf

eine direkte Muskarinapplikation überprüft. Die Muskarinzugabe bewirkte eine star-

ke und schnelle Kontraktion des Bronchus und blieb unter Anwesenheit des Agonisten

bestehen. Wurde das System gespült, dilatierte der Bronchus wieder, bis er zu seiner Ur-

sprungsfläche zurückgekehrt war. Eine Auswertung aller Versuchsreihen zeigte, dass die

Bronchi im Verlauf des Beobachtungszeitraumes in ihrer Fähigkeit nachließen, wieder zu

ihrer Ursprungsgröße zu dilatieren. Nach jeder Kontraktion war eine leicht verminderte

Dilatation zurück zur Ausgangsfläche zu beobachten. Im Vergleich zum Grad der gemes-

senen Kontraktionen war dieser Effekt jedoch so gering, dass er als nicht weiter relevant

eingestuft wurde. Somit waren die Bronchi in der Lage, wiederholt in vergleichbarer Art

und Weise auf pharmakologische Reize zu reagieren.

5.2 Muskarin-induzierte Bronchokonstriktion

Muskarin bewirkt in den luftleitenden Wegen durch die Bindung an muskarinische Ace-

tylcholinrezeptoren (mAChR) eine Bronchokonstriktion. Bei der Maus sind fünf Sub-

typen dieser mACh-Rezeptoren bekannt, und wie Struckmann et al. [61] in ihrer Stu-

die feststellten, sind in den peripheren Atemwegen der Maus die Subtypen mAChR1,

mAChR2 und mAChR3 an der Bronchokonstriktion beteiligt, maßgeblich für eine Kon-

traktion sind die Subtypen 2 und 3. Diese finden sich aber nicht nur in den luftleitenden

Wegen von Mäusen, sondern auch in denen von Schweinen und Menschen [14, 15, 24, 41].

Das Muskarin bindet an die selben Rezeptoren wie Acetylcholin. Dieses ACh kann in

der Lunge entweder neuronalen oder nicht-neuronalen Ursprungs sein und ist der wich-
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tigste Bronchokonstriktor. Neuronales ACh wird durch Exozytose aus Speichervesikeln

freigesetzt, nachdem ein Aktionspotential seinen Schwellenwert erreicht hat. Für nicht-

neuronales ACh wurde von Lips et al. [39] nachgewiesen, dass dieses im respiratorischen

Epithel nicht in Vesikeln gespeichert vorliegt. Die Prozesse, die hierbei zur Freisetzung

führen, sind jedoch noch nicht vollständig geklärt. Wie Lips et al. zeigen konnten, spielen

hierbei die OCT1 und OCT2 eine wesentliche Rolle. Sie konnten anhand von in Xenopus

laevis Oocyten exprimierten OCTs von Ratten und Menschen nachweisen, dass sowohl

OCT1 als auch OCT2 in der Lage sind, intra- und extrazelluläres ACh zu transportie-

ren. Im Gegensatz zur Arbeitsgruppe um Wessler [66], die nachwies, dass in humanen

Plazentazotten maßgeblich OCT1 und OCT3 für den Acetylcholintransport verantwort-

lich sind, transportiert OCT3 nach den Erkenntnissen von Lips et al. [39] kein ACh.

Lips et al. zeigten weiterhin, dass Corticosteron und Glucocorticoide, die als Inhalate

bei Asthmapatienten eingesetzt werden (Budesonide, Fluticasone), in der Lage sind, die

Aufnahme von TEA (Tetraethylammonium) durch hOCT1 und hOCT2 zu inhibieren

(
”
cis-Inhibition“), und für den hOCT2 konnte ebenfalls belegt werden, dass der durch

ihn vermittelte Ausstrom von ACh durch die eben genannten Substanzen gehemmt wird

(
”
trans-Inhibition“) [39].

Muskarin wurde in dieser Arbeit anstatt Acetylcholin gewählt, da dieses durch die

Acetylcholin-Esterase (AChE) zu schnell abgebaut werden würde und somit für Studien

der vorliegenden Art untauglich ist. Acetylcholin besitzt zudem die Fähigkeit, sowohl an

muskarinischen (mAChR) als auch an nikotinischen (nAChR) Acetylcholinrezeptoren zu

binden. In der vorliegenden Arbeit lag das Augenmerk auf der selektiven Stimulation

der mAChR, weshalb es vorteilhaft war, eine zusätzliche Aktivierung der nAChR zu

vermeiden.

Es wurde beobachtet, dass das Muskarin (10−6 M) zu einer Bronchokonstriktion mit

einer Reduzierung der Ausgangsfläche um durchschnittlich 70 % führte. Dies stimmt

mit den Erfahrungen der Arbeitsgruppen von Kummer und Struckmann überein, die

bei der gleichen Muskarinkonzentration eine Verringerung der Bronchusflächen um ca.

61 % [38] bzw. um ca. 60 % [61] gemessen haben. Die Muskarinzugabe führte zu einer

starken und schnellen Kontraktion, die sich in drei Phasen gliederte. Zuerst erfolgte eine
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initiale starke Kontraktion, gefolgt von einer kurzen Relaxationsphase, die wiederum

in eine anhaltende Bronchokonstriktion überging. Dies stimmt mit den Beobachtungen

von Struckmann [61] überein.

5.3 Der Einfluss von Corticosteron auf die

Muskarin-induzierte Bronchokonstriktion

Dieser Arbeit lag die Frage zugrunde, ob und auf welche Art und Weise sich Corticoste-

ron auf die Muskarin-induzierte Bronchokonstriktion auswirkt. In der vorangegangenen

Studie [38] war festgestellt worden, dass Corticosteron die Serotonin-induzierte Broncho-

konstriktion signifikant reduziert. Durch Untersuchungen an Knockout-Mäusen wurde

in der Arbeitsgruppe um Kummer [38] gezeigt, dass der Subtyp OCT3 essenziell für die

Wirksamkeit von Corticosteron in Bezug auf die Serotonin-induzierte Bronchokonstrik-

tion ist, da bei fehlendem OCT3 keine Wirkung festzustellen war.

In anderen Studien [33] wurde belegt, dass der OCT3 die größte Affinität für Corti-

costeron aufweist und dass Corticosteron die Aktivität der OCT inhibiert, ohne selbst

transportiert zu werden [33, 35]. Corticosteron kann sowohl von der intra- als auch von

der extrazellulären Seite den OCT-vermittelten Transport anderer Substrate blockie-

ren. Durch Studien mit Oocyten von Xenopus laevis, die alle drei OCTs von Ratten

und humanen OCT2 exprimierten, konnte Koepsell [33] nachweisen, dass die Affinität

der OCTs für Corticosteron im Zellinneren höher ist als außen. Für den Inhibitor Tetrae-

thylammonium (TEA), der ebenfalls nicht transportiert wird, konnte die Arbeitsgruppe

zeigen, dass hier die Affinität extrazellulär stärker ausgeprägt war als intrazellulär. Auf

der Grundlage mehrerer Studien [22, 33, 71] wurde der OCT3 mit dem extraneurona-

len Monoamintransporter (EMT) gleichgesetzt, da der OCT3 eine gleiche Sensitivität

gegenüber einigen Inhibitoren des EMT zeigte. Dieses auch als Uptake-2 bezeichnete

System dient dazu, im peripheren nicht-neuronalen Gewebe Katecholamine aus dem

Extrazellularraum in die Zelle zu transportieren [57, 73]. Identifiziert wurde der EMT

durch Iversen [26] am isolierten Rattenherz. Eine Blockade des OCT3 durch Corticoste-
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ron würde demzufolge bedeuten, dass Katecholamine, inbesondere Noradrenalin, nicht

mehr in die Zelle transportiert werden und somit länger an den entsprechenden Rezep-

toren wirken können. Horvath et al. bestätigten diesen Mechanismus für die Blutgefäße

in der Bronchialwand [25]. Hier bewirkte Noradrenalin über α1-Adrenozeptoren eine

verstärkte Vasokonstriktion in Anwesenheit von Corticosteron.

Aus diesen Erkenntnissen wurde die Frage abgeleitet, ob Corticosteron in den luftleiten-

den Wegen ebenfalls eine Erhöhung des extrazellulären Katecholaminspiegels und somit

eine verlängerte Aktivierung der β-2-Adrenozeptoren bewirkt und dadurch ein broncho-

dilatativer Effekt zu beobachten sei.

Zur Klärung der Frage wurden PCLS von FVB-Mäusen zweimal einem Muskarinstimu-

lus ausgesetzt, einmal in Abwesenheit und einmal in Anwesenheit von Corticosteron,

getrennt durch eine Spülphase. Ohne Corticosteron reagierten die Bronchi mit einer

starken Bronchokonstriktion, die bei der Wiederholung mit Corticosteron (10−4 M) um

20 % verringert wurde. Die Reaktion auf das Corticosteron war dosisabhängig, da nur

die untersuchte Corticosteronkonzentration von 10−4 M einen deutlichen Effekt bewirk-

te. Die Arbeitsgruppe um Koepsell gibt die notwendige Corticosteronkonzentrationen

für die halb-maximale Hemmung des humanen OCT1, OCT2 und OCT3 mit ca. 10

µM, 30 µM und 0,1 µM an. Bei Ratten wird für die halb-maximale Hemmung des

OCT3 hingegen eine Corticosteronkonzentration von ca. 5 µM benötigt [35]. Die Ar-

beitsgruppe um Kummer [38] verwendete bei ihren Versuchen mit PCLS von Mäusen

eine Konzentration von 1µM. Diese Corticosteronkonzentration war ausreichend, um die

Serotonin-induzierte Bronchokonstriktion signifikant zu reduzieren. Auffällig ist, dass in

der vorliegenden Arbeit eine deutlich höhere Konzentration des Corticosterons erforder-

lich ist, um einen deutlichen Einfluss auf die Muskarin-induzierte Bronchokonstriktion

erkennen zu können. Da wie bereits oben erwähnt, OCT3 die höchste Affinität gegenüber

Corticosteron aufweist, könnte die relativ hohe Konzentration ein Hinweis darauf sein,

dass entweder OCT1 oder OCT2 eine maßgebliche Rolle bei der Reaktion auf Muskarin

spielen. Der relaxierende Einfluss des Corticosterons war bereits initial, direkt nach der

Applikation von Muskarin und dem Glucocorticoid zu beobachten. Dies ist, entgegen

der bisherigen Auffassung der Wirkungsweise von Glucocorticoiden, ein akuter non-
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genomischer Effekt. Der klassische Reaktionsweg von Steroiden, dass diese an eigene

Rezeptoren binden, in den Zellkern transportiert werden und dort zu Veränderungen in

der Transkription, entweder durch Steigerung oder Reduzierung der Transkriptionsrate,

führen [1, 3], ist hingegen ein Vorgang, der über die Dauer von Minuten seine Wirkung

entfaltet.

5.4 Inhibitorischer Effekt von Propranolol

Die Arbeitsgruppe um Horvath [25] fand heraus, dass der OCT3 nach einer sympa-

thischen Stimulation der glatten Muskelzellen von menschlichen Bronchialarterien No-

radrenalin aus dem Extrazellularraum abtransportiert. Durch die Zugabe von Corti-

costeron konnte dieser Transport unterbunden werden. Daraus resultierte eine über α1-

Adrenozeptoren vermittelte Vasokonstriktion aufgrund eines erhöhten extrazellulären

Katecholaminspiegels. Den Erkenntnissen von Horvath et al. [25] folgend, wurde in der

vorliegenden Arbeit untersucht, ob auch in den kleinen luftleitenden Wegen Corticoste-

ron mittels einer Erhöhung des extrazellulären Katecholaminspiegels zur beobachteten

Bronchodilatation führt. Hierzu wurde der β2-Adrenozeptorantagonist Propranolol dem

Versuchsaufbau hinzugefügt.

Propranolol hemmt sowohl β1 als auch β2-Adrenozeptoren, ohne diese zu aktivieren.

In Anwesenheit von Propranolol würde demnach ein erhöhter extrazellulärer Katecho-

laminspiegel nicht mehr zu einer vermehrten Stimulation der β2-Rezeptoren und somit

nicht zu einer Bronchodilatation führen, falls der Corticosteroneffekt auf einer Hem-

mung der Katecholaminaufnahme beruht. Diese Annahme konnte jedoch durch die un-

ternommenen Versuche nicht bestätigt werden. Auch in Anwesenheit von Propranolol

war weiterhin ein signifikanter konstriktionshemmender Einfluss des Corticosterons ge-

genüber der alleinigen Muskarinapplikation erkennbar. Werden nur die Kontraktionen

in Anwesenheit von Corticosteron (10−4 M) ohne Propranolol und Corticosteron mit

Propranolol (10−6 M) betrachtet, so war kein signifikanter Unterschied messbar. Daraus

lässt sich schlussfolgern, dass sich im Falle der kleinen luftleitenden Wege die These,
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dass Katecholamine für den beobachteten bronchodilatativen Effekt des Corticosterons

verantwortlich sind, nicht bestätigt hat.

Welcher Mechanismus tatsächlich der Wirkung des Corticosterons zugrunde liegt, konn-

te in der vorliegenden Arbeit nicht geklärt werden.

Völlig ausgeschlossen werden sollte eine Erhöhung des Monoaminspiegels jedoch nicht

als Ursache für den Corticosteroneffekt. Neben dem direkten Einfluss der Monoamine

als Bronchodilatatoren könnte auch eine indirekte Beeinflussung über α-Adrenozeptoren

zur Bronchodilatation führen [2]. Dies könnte beispielsweise durch eine Hemmung der

ACh-Freisetzung aus cholinergen Nervenendigungen geschehen oder durch die Freiset-

zung eines relaxierenden Faktors aus dem Epithel [2]. In Erwägung zu ziehen ist aber

auch, dass ein anderer OCT durch das Corticosteron gehemmt wird. Nachweislich sind

OCT1 und OCT2 in der Lage, ACh zu transportieren und somit zur Freisetzung von

nicht-neuronalem ACh beizutragen [39]. Da aber nur OCT1 in den Atemwegen der Maus

exprimiert ist [38], wäre es denkbar, dass das Corticosteron den OCT1 inhibiert. Dies

würde die relativ hohe Konzentration von 10−4 M Corticosteron erklären, die nötig war,

um einen durchweg signifikanten Effekt zu erzielen, da OCT1 deutlich unempfindlicher

als OCT3 gegenüber Glucocorticoiden reagiert.

5.5 Schlussfolgerung

In der vorliegenden Studie ist deutlich ein hemmender Effekt von Corticosteron auf die

Muskarin-induzierte Bronchokonstriktion zu erkennen. Die Beobachtung, dass durch die

Anwesenheit von Corticosteron 20 % mehr Fläche für den Luftstrom nach der Appli-

kation von Muskarin zur Verfügung stehen, lässt vermuten, dass dieser Umstand auch

unter klinischen Bedingungen als positiver Effekt zu beobachten sein sollte. Da sich

auf Grund der vorliegenden Ergebnisse die These, dass Corticosteron durch die Blo-

ckade des OCT3 zu eine Erhöhung des extrazellulären Katecholaminspiegels und somit

zu einer Bronchodilatation führt, nicht bestätigen lässt, bleibt der Mechanismus, wie

das Glucocorticoid tatsächlich den beobachteten akuten non-genomischen Effekt auf die

Muskarin-induzierte Bronchokonstriktion hervorruft, ungeklärt.
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Eine alternative Erklärung zum beobachteten inhibitorischen Effekt von Corticosteron

auf die Muskarin-induzierte Bronchokonstriktion könnte demnach entweder eine ver-

mehrte Freisetzung eines epithelialen relaxierenden Faktors durch den erhöhten Ka-

techolaminspiegel oder die Blockade des OCT1 und der daraus resultierenden Inhibition

der nicht-neuronalen ACh-Freisetzung sein.



6 Zusammenfassung

Bei der Maus reagieren die kleinen luftleitenden Atemwege auf Muskarin mit einer Kon-

traktion. Muskarin bindet an muskarinische Acetylcholinrezeptoren, die unter physio-

logischen Bedingungen auf den Bronchokonstriktor Acetylcholin (ACh) reagieren. Sie

finden sich auf glatten Muskelzellen und Epithelzellen.

Ebenfalls auf Epithelzellen und an der glatten Muskulatur lokalisiert sind die Orga-

nischen Kationentransporter (OCTs), die nachweislich in der Lage sind Acetylcholin

über die Zellmembran zu transportieren. OCTs lassen sich durch Corticosteron hem-

men, wobei das Corticosteron an den OCT bindet, aber nicht transportiert wird. Ein

besonderes Augenmerk liegt auf dem OCT3, für den gezeigt werden konnte, dass durch

die Blockade des OCT3 mittels Corticosteron die Serotonin-induzierte Bronchokonstrik-

tion signifikant reduziert werden konnte. OCT3 wird zudem auch als Extraneuronaler

Monoamintransporter (EMT) bezeichnet, da er für die Beseitigung der Katecholamine

aus dem Extrazellularraum mit zuständig ist.

Weil der Atemwegswiderstand in den peripheren Atemwegen für die Pathogenese von

obstruktiven Lungenerkrankungen von großer Bedeutung ist, wurde in dieser Arbeit

näher untersucht, ob, und falls ja, durch welchen Mechanismus, sich die durch Muskarin

induzierte Bronchokonstriktion durch Corticosteron beeinflussen lässt.

Die Hypothese, dass der Einfluss des Corticosterons auf die Muskarin-induzierte Bron-

chokonstriktion auf die Blockade des OCT3 und einer damit verbundenen Erhöhung des

Katecholaminspiegels zurückzuführen ist, da Katecholamine am β-2-Adrenozeptoren zu

einer Bronchodilatation führen, wurde über die Zugabe des Adrenozeptorantagonisten

Propranolol überprüft.

Zur Messung der Bronchokonstriktion kam die Methode der Videomorphometrie am
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Modell der vitalen Lungenschnittpräparationen (Precision-Cut Lung Slices, PCLS) zur

Anwendung. An FVB-Mäusen wurde untersucht, ob Muskarin zu einer Bronchokonstrik-

tion führt, ob diese Konstriktion durch die Zugabe von Corticosteron reduziert werden

kann und ob dieser Effekt durch den β-2-Adrenozeptorantagonisten Propranolol beein-

flussbar ist.

Es konnte gezeigt werden, dass Muskarin in einer Konzentration von 10−6 M zuverlässig

eine schnelle und starke initiale Kontraktion hervorrief, die über die Zeitspanne der An-

wesenheit des Agonisten bestehen blieb. Das Auswaschen des Agonisten führte zu einer

Dilatation der kontrahierten Bronchien, der Vorgang war demnach reversibel. Anfänglich

wurde in den Versuchen ein Corticosteronpräparat verwendet, das in Ethanol gelöst

vorlag. Nachdem eine eigenständige Versuchsreihe mit Ethanol einen Einfluss dieses

Lösungsmittels auf die Reaktion nicht vollständig ausräumen konnte, wurde als Ersatz

HBC-Komplex getestet. Hierbei wird Cyclodextrin als Lösungsvermittler für Corticoste-

ron eingesetzt. Für Cyclodextrin konnte nachgewiesen werden, dass es keinen Einfluss

auf die Reaktion nimmt. HBC-Komplex wurde somit für alle weiteren Versuche an Stelle

des in Ethanol gelösten Corticosterons verwendet. Die durch Muskarin hervorgerufene

Bronchokonstriktion ließ sich durch die Zugabe von Corticosteron im HBC-Komplex

in einer Konzentration von 10−4 M signifikant um 20 % reduzieren. Die Applikation

von Propranolol in einer Konzentration von 10−6 M zusätzlich zu Muskarin und Corti-

costeron (10−4 M) führte zu keinem signifikanten Unterschied gegenüber der alleinigen

Applikation von Muskarin und Corticosteron (10−4 M).

Die Ergebnisse zeigen, dass der akute inhibitorische Effekt von Corticosteron nicht auf

die durch Serotonin hervorgerufene Bronchokonstriktion beschränkt ist, sondern sich

auch auf die muskarinische Bronchokonstriktion erstreckt.

Die Applikation von Propranolol führte jedoch nicht zu einer signifikanten Reduzierung

des Corticosteroneffekts. Eine verlängerte Wirkphase der Katecholamine scheint dem-

nach nicht die Ursache für den inhibitorischen Effekt des Corticosterons zu sein. Es

bleibt zu prüfen, ob Corticosteron einen der beiden anderen OCTs (OCT1 und/oder

OCT2) blockiert und dort eine Freisetzung von nicht-neuronalem ACh verhindert und

sich daraus eine Abschwächung der Kontraktion herleitet.



7 Summary

The peripheral airways of the mouse respond to muscarine with a constriction. Muscarine

binds to muscarinic acetylcholine receptors (mAChR), whose physiological ligand is the

neuronally and non-neuronally released bronchoconstrictor acetylcholine. The mAChR

are localized on smooth muscle cells and epithelial cells.

Organic cation transporters (OCTs) are also localized on smooth muscle cells and epi-

thelial cells. The OCTs transport acetylcholine and they are known to be inhibited by

corticosterone. Corticosterone binds to the OCT, but is not transported across the plas-

ma membrane. Special attention is given to the isoform OCT3 since an earlier study

demonstrated, that its blockade by corticosterone significantly attenuated serotonine-

induced bronchoconstriction. OCT3 is also known as extra-neuronal monoamine trans-

porter (EMT), contributing to the elimination of catecholamines from the extracellular

space.

Since the resistance of small peripheral airways is particularly relevant to the pathoge-

nesis of obstructive pulmonary disease, the present study sets out to determine whe-

ther muscarinic bronchoconstriction is also influenced by corticosterone, and if so, by

which mechanism. The hypothesis that corticosterone exerts its effects via blockade of

OCT3 with resulting elevation of extracellular catecholamine levels and subsequent β-

2-adrenoceptor mediated bronchodilatation was tested by use of the β-2-adrenoceptor

agonist, propranolol.

Bronchoconstriction was measured by videomorphometric analysis of precision cut lung

slices (PCLS) from FVB mice. In this model, it was analysed whether muscarine leads

to a bronchoconstriction and whether this could be reduced by the application of corti-

costerone. To clarify if catecholamines are involved in a dilatatory corticosterone effect,
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the β-2-adrenoceptor antagonist propranolol was employed. The experiments showed a

rapid and strong initial bronchoconstriction in response to muscarine in a concentration

of 10−6 M, persisting as long as the agonist was present. Washing out the agonist led

to a dilatation of the constricted bronchi, indicating the reversibility of the process.

Initially, a corticosterone preparation was used that contained ethanol as solvent. In a

control series of experiments, however, an effect of ethanol per se on bronchial diameter

could not be excluded. Therefore, HBC-complex was tested as an alternative. This cor-

ticosterone preparation uses cyclodextrin as solvent, which did not affect the reaction in

a separate series of control experiments and, therefore, was hereupon used for all further

experiments.

The muscarine-induced contraction was significantly reduced by 20 % by corticosterone

at a concentration of 10−4 M.

The application of propranolol in a concentration of 10−6 M in addition to muscari-

ne and corticosterone 10−4 M, however, had no impact an the responses of muscarine

and corticosterone. The data demonstrate that the inhibitory effect of corticosterone

is not restricted to serotonine-induced bronchoconstriction but also extends to mus-

carinic bronchoconstriction. Application of propranolol, however, did not significantly

ameliorate the corticosterone effect, clearly indicating that it is not caused by prolonged

catecholamine action.

It remains to be elucidated whether corticosterone exerts this effect via interacting

with one of the other two OCTs (OCT1 and/or OCT2), thus inhibiting release of non-

neuronal acetylcholine with the consequence of a reduction of bronchoconstriction.
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