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1 Einleitung

Der kontraktile Tonus der glatten Muskulatur hat eine Schliisselrolle bei der Regulation
verschiedener vitaler Korperfunktionen wie Blutdruck, Blasenentleerung und Darm-
motilitdt inne. Die glatte Muskulatur unterliegt daher einer strengen und aufwendigen
Kontrolle durch Hormone und Neurotransmitter. Strukturdefekte und Fehler dieser
Regulation sind an einer Vielzahl von Krankheiten beteiligt. In der Humanmedizin
stehen hier vor allem Bluthochdruck, Asthma und Motilitdtsstorungen im Gastroin-
testinaltrakt im Vordergrund. Auch in der Tiermedizin gibt es eine Reihe von
Krankheiten, die auf eine Storung der glatten Muskulatur zuriickgefiihrt werden koénnen.
Beim Pferd sind hier vor allem die chronische obstruktive Bronchitis (COPD) und
Koliken verschiedenster Ursachen zu nennen. Bei Wiederkduern treten diesbeziiglich
die Labmagenverlagerung und die Hypocalcaemie (Milchfieber) auf. Aber ebenso der
Megaoesophagus des Hundes und das Megacolon (Hirschsprung-Krankheit des
Hundes) sind Krankheiten, die auf einen Defekt in der Regulation der glatten Musku-
latur zuriickzufiihren sind. Fiir die Erforschung und Heilung solcher Krankheiten ist das
bessere Verstindnis der Signalwege in der glatten Muskulatur von groBer Bedeutung.
Mit der Entwicklung von transgenen Mausmodellen ist es moglich, diese Signalwege
prézise zu analysieren und so als standardisierte Modelle zur Beantwortung von biome-

dizinischen Fragestellungen zu etablieren.

Unterschiedliche Hormonsysteme kontrahieren und relaxieren den glatten Muskel.
Cholinerge und o adrenerge Hormone fiihren iiber den Anstieg des zytosolischen Cal-
ciums zur Kontraktion, wihrend der NO Signalweg iiber einen Anstieg der intra-
zelluldren Konzentration von Guanosinmonophosphat (¢cGMP) die Relaxation ver-
mittelt. Dabei bindet NO an einen spezifischen Rezeptor, die losliche Guanylylcyclase,
und initiiert so liber cGMP die Aktivierung der cGMP-abhingigen Proteinkinase I
(cGKI). Damit wird eine Signalkaskade, die zur Relaxation fiihrt, aktiviert.

Das IP3-Rezeptor assoziierte cGMP-Kinase Substrat (IRAG) ist ein neues Schliissel-
protein in der NO/cGMP/cGKI Signalkaskade. IRAG bildet zusammen mit der ¢cGKI
und dem IP; Rezeptor Typ I einen trimeren Komplex und hemmt nach Aktivierung der

cGKI die Calciumausschiittung aus dem Endoplasmatisches Reticulum (ER). Im

A12/A12
G

Rahmen dieser Arbeit wurde mit Hilfe einer IRA Deletionsmutante die Funktion
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von IRAG innerhalb der NO/cGMP/cGKI Signalkaskade im Gastrointestinaltrakt

untersucht.



2 Literaturteil

2.1 Darmphysiologie

Fiir den Erhalt des Lebens ist die Zufuhr von Nihrstoffen, Elektrolyten und Wasser
zwingend notwendig. Im Darm wird die aufgenommene Nahrung durchmischt und
enzymatisch oder bakteriell in ihre Bestandeile zerlegt. Diese konnen dann iiber die

Darmwand in den Organismus aufgenommen werden.

2.1.1 Aufbau des Rumpfdarms

Der Aufbau der Darmwand entspricht grundsitzlich dem eines héutig-muskuldren
Schlauches. Vom Lumen nach auflen gehend besteht der Verdauungstrakt aus der
Tunica mucosa, der Tela submucosa, der Tunica muscularis (Stratum circulare und
Stratum longitudinale) und der Tunica serosa (siche Abbildung 1). Die Tunica mucosa
bildet die Innenauskleidung des Darms und besitzt die Funktion einer Diffusions-
barriere. Die Lamina muscularis mucosae ist eine Besonderheit der Tunica mucosa und
verleiht ihr eine Eigenbeweglichkeit. Die Tela submucosa besteht aus lockerem Binde-
gewebe und dient als Verschiebeschicht gegeniiber der darunter liegenden Tunica
muscularis. Neben grofleren Lymph- und Blutgefdflen, zustindig flir den Abtransport
von Nihrstoffen, beinhaltet sie den Plexus nervorum submucosus, auch Mei3ner Plexus
genannt. Dieser stellt zusammen mit dem Auerbach Plexus einen wichtigen Teil des
Nervensystems des Verdauungstrakts dar. Die Tunica muscularis besteht im gesamten
Darm aus glatter Muskulatur. Die Muskelschicht wird in die innere Zirkuldre (Stratum
circulare) und in eine duBlere Langsschicht (Stratum longitudinale) unterteilt und bildet
den motorisch wirksamen Teil des Darms. Zwischen den beiden Muskelschichten liegt
der zweite wichtige Nervenplexus des enterischen Nervensystems, der Plexus nervorum
myentericus, auch bezeichnet als Auerbach Plexus. Im Unterschied zum Dickdarm
besitzt die Schleimhaut des Diinndarms (Tunica Mucosa) so genannte Diinndarmzotten.
Die Villi intestinales dienen der Oberflichenvergroferung (Ubersicht aus Liebich,

2004).
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Tunica mucosa

Lymphfollikel
Plexus nervorum submucosus

Tela submucosa

Stratum circulare

Plexus nervorum myentericus

Stratum longitudinale

Tunica serosa

Abbildung 1: Wandschichten des Magen-Darm-Trakts (modifiziert aus Konig und Liebich, 2004 ).

2.1.2 Magen-Darm-Motorik

Die Durchmischung, die Propulsion und der portionierte Transport des Darminhaltes
stellen die wichtigsten Aufgaben der gastrointestinalen Motorik dar. Dafiir sorgt die
koordinierte Aktivitdt der Longitudinal- und Zirkuldrmuskulatur. Eine Kontraktion der
Zirkuldrmuskulatur verengt den Darm, wéhrend eine Kontraktion der Longitudinal-
muskulatur einen Darmabschnitt verkiirzt. Diese Aktivitdt wird durch das enterische
Nervensystem iiber Reflexbogen koordiniert. Wird der Darm gedehnt, schiitten deszen-
dierende Nerven distal des Stimulus hemmende Transmitter aus. Daraufhin erschlafft
die Zirkuldrmuskulatur an dieser Stelle und das Darmlumen erweitert sich. Proximal des
Stimulus werden dagegen erregende Transmitter ausgeschiittet, die zu einer Kontraktion
der Zirkuldrmuskulatur und damit zu einer Verengung des Darmlumens fithren. Diese
zeitlich und rdumlich ablaufenden Zyklen (,,peristaltischer Reflex) fithren zu einem
nach anal gerichteten Transport des Darminhaltes (Holzer et al., 2002). Durch die konti-
nuierliche Ausschiittung von hemmenden Neurotransmittern, insbesondere von NO,
kommt es zu einer stdndigen ,,Hemmung® der Peristaltik (siche unten). Diese Art der
Regulation senkt die Wahrscheinlichkeit von Spasmen. Bei Bedarf kann diese

Hemmvorrichtung relativ leicht gelost werden, die Aktivitdt erhoht sich, ohne dass
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zusdtzlich erregende Strukturen eingeschaltet werden miissen. Die Durchmischung des
Darminhalts stellt einen stationiren Mechanismus dar. Diese Durchmischung wird
durch Pendelbewegungen der Longitudinalmuskulatur und durch Kontraktionen der
Zirkularmuskulatur erreicht. Der Rhythmus dieser Bewegungen wird vor allem durch
die von den interstitiellen Zellen von Cajal hervorgerufenen ,,slow waves® bestimmt

(siehe interstitielle Zellen von Cajal) (Holzer et al., 2002).

2.1.3 Innervation des Gastrointestinaltrakts

Die neuronalen Strukturen im Magen-Darm-Trakt sind iiberaus komplex. Sie werden
vor allem vom enterischen Nervensystem (ENS) gebildet, an dem zusitzlich das
vegetative Nervensystem mit Sympathikus und Parasympathikus beteiligt ist (Ekblad
und Bauer, 2004). Die Nervenzellen konnen sowohl auflerhalb (extrinsisch) als auch
innerhalb (intrinsisch) der Darmwand lokalisiert sein. Viscerale, sympathische und
parasympathische Nerven bilden die extrinsischen Nervenbahnen (Holzer et al., 2001).
Die Hauptaufgabe dieser Nervenbahnen liegt in der Uberwachung. Nur gelegentlich
nehmen sie regulierende Aufgaben wahr. Die neuronale Kontrolle gastrointestinaler
Funktionen erfolgt weitgehend autonom {iber ein darmeigenes Nervensystem, das des-
halb auch als ,,Gehirn im Darm® bezeichnet wird. Die sensorischen und motorischen
Nerven der extrinsischen Nervenbahnen gehdren meist diesem enterischen Nerven-
system an. Es ist damit fiir die Regulation vieler physiologischer Funktionen verant-
wortlich. Dieses Nervensystem ist in der Lage, die Verdauungsvorginge zu program-

mieren und bedarfsgerecht zu steuern (Holzer et al., 2002).

2.1.3.1 Das enterische Nervensystem

Seit iiber hundert Jahren ist die Existenz zweier Nervengeflechte im Magen-Darm-Trakt
bekannt. Meissner beschrieb 1857 einen zwischen Mucosa und Zirkuldrmuskulatur
gelegenen Plexus (Plexus nervorum submucosus). 1864 konnte Auerbach die Existenz
eines weiteren Plexus, der sich zwischen Zirkuldr- und Longitudinalmuskulatur
befindet, nachweisen (Plexus nervorum myentericus). Zuerst wurde es als ein
ndiffuses parasympathisches Ganglion* angesehen. Erst Langley gelang es 1921, das
enterische Nervensystem (ENS) vom sympathischen und parasympathischen

Nervensystem abzugrenzen.
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Aufbau und Funktion des enterischen Nervensystems (ENS)

Der Gastrointestinaltrakt weist das grofite Netzwerk an Neuronen auflerhalb des Zent-
ralnervensystems auf (Holzer et al., 2001). Mit einer Gesamtzahl von mehreren Milli-
onen intrinsischer Neuronen ist von der GroBenordnung her gesehen die Anzahl der
Neurone im Gastrointestinaltrakt dhnlich der des Riickenmarks (Furness und Costa,
1987; Karaosmanoglu et al., 1996). Das enterische Nervensystem liegt in der Wand des
Gastrointestinaltrakts und dehnt sich vom Osophagus bis zum M. sphincter ani internus
aus. Es besteht aus Nervenzellen, die in Ganglien variierender Grof3e organisiert sind,
und aus intergangliondren Nervenstringen, in denen Nervenzellfortsitze verlaufen.
Uber sie stehen die Nervenzellen miteinander in Kontakt. Dieses neuronale Netz wird in

erster Linie vom Plexus nervorum submucosus und vom Plexus nervorum myentericus

gebildet (Holzer et al., 2002).

Im enterischen Nervensystem konnen drei funktionell unterschiedliche, wichtige Zell-
typen unterschieden werden. Es handelt sich dabei um intrinsische primére afferente
Neurone (IPANSs), Interneurone und efferente Neurone. Diese unterschiedlichen Zell-
typen und ca. 25 Neurotransmitter werden benotigt, um die verschiedenen Funktionen

des ENS zu steuern (McConalogue und Furness, 1994).

Der wichtigste kontrahierende Neurotransmitter der glatten Muskulatur des Gastro-
intestinaltrakts ist Acetylcholin. Dieser bindet an die muscarinergen Rezeptoren und
bewirkt so eine Aktivitétssteigerung. Im Gegensatz dazu fiihren hemmende Neurotrans-
mitter der Muskel-Motoneuronen zu einer Relaxation des Darms. Zu den wichtigsten
hemmenden Neurotransmittern zdhlen NO, Vasoaktives Intestinales Peptid (VIP),
Adenosintriphosphat (ATP) und Pituitary Adenylate-Cyclase Activating Peptide
(PACAP) (Holzer et al., 2001).

Im enterischen Nervensystem fungiert NO als Ubertriigerstoff der nicht adrenergen,
nicht cholinergen (NANC) Neurone. Die genannten Neurone innervieren die glatte
Muskulatur des Gastrointestinaltrakts, des Respirations- und des Urogenitaltrakts und
relaxieren die glatte Muskulatur. Dies bezeichnet man als NANC-Hemmung (Holzer et
al., 2001). Uber die NANC-Hemmung werden die peristaltischen Kontraktionen im
Gastrointestinaltrakt reguliert (Bult et al., 1990; Sanders und Ward, 1992). Zielstruk-
turen der NO-Wirkung sind enterische Neurone, interstitielle Zellen von Cajal und die
glatte Muskulatur des Verdauungstrakts (Shuttleworth et al., 1993; Ward und Sanders,
2001).
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NO wird aus dem Plexus nervorum myentericus als Antwort auf eine nervale Stimu-
lation freigesetzt. Die NO-Freisetzung wird durch die Aktivitit der neuronalen NO-
Synthase (nNOS) gesteuert. NO-Inhibitoren verzogern die Magenentleerung und die
Darmpassage. Einige Untersuchungen weisen darauthin, dass eine beeintrachtigte NO-
Synthese im Plexus nervorum myentericus ein wichtiger Faktor in der Pathogenese
einiger Krankheiten, wie Achalasie, sein konnte (Takahashi, 2003). Neben NO kdénnen
aber noch andere Faktoren fiir Stérungen im Gastrointestinaltrakt verantwortlich sein.
So macht man eine Mutation im Gen des Endothelin-B-Rezeptors fiir die Entstehung
der so genannten Hirschsprungkrankheit verantwortlich (Hosoda et al., 1994). Sto-
rungen der nNOS-Expression stehen im Verdacht, an einer Vielzahl von Erkrankungen
des Gastrointestinaltrakts beteiligt zu sein. Mit Hilfe eines Tiermodells konnte gezeigt
werden, dass Tiere mit einer Colitis eine beeintrachtigte nNOS-Expression im Plexus

nervorum myentericus zeigen (Takahashi, 2003).

Kenntnisse iiber nervale Verschaltungen im enterischen Nervensystem gewinnen zuneh-
mend an Bedeutung, da klinisch beobachtete gastrointestinale Fehlfunktionen in Zusam-
menhang mit Stérungen innerhalb des ENS gebracht werden.

Eine zentrale Aufgabe des enterischen Nervensystems besteht in der Steuerung der
gastrointestinalen Motilitdt. Diese stellt die Grundlage fiir Aufnahme, Passage, Ver-
dauung und Resorption der Nahrung, fiir die Exkretion stuhlpflichtiger Substanzen und
fiir die Aufrechterhaltung der Fliissigkeits- und Elektrolythomdostase des Organismus
dar (Kunze und Furness, 1999). Des Weiteren spricht man dem ENS Funktionen im
Rahmen neuroimmunologischer Vorginge, bei der Abwehr von Krankheitserregern und

an Entzlindungsprozessen zu.

Interstitielle Zellen von Cajal (ICC)

Ein Teil der glatten Muskulatur besitzt Zellen, die spontane Membrandepolarisationen
auslosen konnen und eine Schrittmacherfunktion iibernehmen (Hanani und Freund,
2000). Diese Zellen kommen vor allem im glatten Muskel der Hohlorgane des Gastro-
intestinaltrakts vor. Neuere Ergebnisse zeigen, dass sie auch in GefdBmuskelzellen zu
finden sind (Povstyan et al., 2003). Ein spontaner Einstrom von Kationen fiihrt nach
Uberschreiten eines Schwellenwertes zur Auslosung eines Aktionspotentials. Diese
Aktivitdt stammt aus Schrittmacherzellen, den so genannten interstitiellen Zellen von
Cajal (ICC) (Faussone-Pellegrini, 2005). Bereits Ende des 19. Jahrhunderts beobachtete

Cajal im Gastrointestinaltrakt sternformige Zellen, die einen prominenten Nukleus und
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varikdse Ausldufer aufwiesen. Diese Zellen lagen zwischen Nervenendigungen und
Effektorzellen und bildeten eine Art Netzwerk. Cajal postulierte, dass diese Zellen eine
besondere Art von Neuronen seien, die eine Rolle bei der Neurotransmission spielen.
Sie wurden spiter nach ihrem Erstbeschreiber als interstitielle Zellen von Cajal (ICC)
bezeichnet. Die ICC sind durch gap junctions mit den glatten Muskelzellen elektrisch
gekoppelt und bestimmen so die Spontanaktivitit. Sie erzeugen aufgrund ihrer Schritt-
macherfunktion die so genannten ,,slow waves“. Auf diese Weise wird eine synchrone
Kontraktion des Muskelgewebes erreicht. ICC sind spezialisierte glatte Muskelzellen
und liegen im Plexus nervorum myentericus. Sie gelten als Bindeglied zwischen den
autonomen Nerven und der glatten Muskulatur und sind fiir die Regulation der
intestinalen Motilitdt verantwortlich. (Holzer et al., 2002). Andere Studien lieferten
Hinweise darauf, dass die ICC eine entscheidende Schaltstelle bei der NO-vermittelten

Relaxation darstellen (Burns et al., 1996; Ward et al., 1998).

2.1.4 Der Diinndarm

2.1.4.1 Aufbau und Funktion des Diinndarms

Der Diinndarm ist ein schlauchformiges Organ, das der Verdauung, dem Weitertrans-
port und der Resorption der verdauten Nahrung dient. Er gliedert sich in drei Teile

Duodenum, Jejunum und Ileum.

Durch die Bewegung des Diinndarms wird der Chymus mit den Verdauungssiften
durchmischt. Das Zusammenwirken des Magensaftes und der Diinndarmsekrete bewirkt
den Verdauungsprozess. Eine entscheidende Rolle spielt aber auch die Gallenfliissigkeit
(ein Sekret der Leber) und die in der Nahrung enthaltenen Enzyme. Galle enthélt
Gallensalze, die als Emulgatoren wirken, indem sie Fett in kleinste Kiigelchen divi-
dieren. Nur so kann das Fett von den Lipaseenzymen (fettspaltende Enzyme) im
Bauchspeicheldriisensaft aufgespaltet werden. Die Diinndarmmotilitit verteilt den
Speisebrei postprandial iiber die resorbierende Mucosa und sorgt fiir eine gute Durch-
mischung (Weisbrodt, 1987). Die Diinndarmschleimhaut stellt das flichenmaBig grofte
lymphatische Organ des Korpers dar und besitzt eine Vielzahl von Aufgaben. Zu diesen
gehoren die Sekretion des enzymatischen Diinndarmsaftes und die Synthese und Ab-
gabe von Schleim. Dieser hat die Aufgabe, die Zellen der inneren Darmoberfldche zu
schiitzen. Die Schleimproduktion und -abgabe erfolgt noch ausgepragter als im Magen.

Die Schleimhaut produziert zusétzlich Gewebshormone und ist fiir die Reabsorption
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von gespaltenen Endprodukten verantwortlich. Sie ist nicht nur in zahlreiche Falten
gelegt, sondern mit Millionen von Zotten besetzt. Das vergrofert ihre Oberfliche
immens. Auf den Falten sitzen die Verdauungszellen (Darmepithelzellen oder Entero-
zyten), die ihrerseits fein strukturierte Falten (Mikrozotten) haben. Die Mikrozotten
enthalten die Verdauungsenzyme. Sie saugen die Nahrungsbestandteile auf, spalten sie
und stellen sie dem Organismus iliber die Lymphgefifle und das Blut zur Verfiigung

(Ubersicht aus Liebich, 2004).

2.1.4.2 Motorik des Diinndarms

Die bereits erwidhnten interstitiellen Zellen von Cajal lassen Schrittmacherpotentiale
entstehen und rufen so genannte ,,slow waves* der glatten Muskulatur hervor (Thomsen
et al., 1998). Diese langsamen Wellen nehmen vom Duodenum bis Ileum stufenweise
ab. Die Schrittmacherpotentiale der ICC fiihren zur Erregung der Muskelzellen und zum
Entstehen so genannter Erregungspotentiale (,,spike potentials®). Diese werden {iiber
offene Verbindungen zwischen den Muskelzellen, dem so genannten Nexus, weiter-
gegeben (Seki und Komuro, 2001).

Man kann am Diinndarm fiinf verschiedene Kontraktionsformen unterscheiden.
Peristaltische Wellen, stationdre Segmentationskontraktionen, aborale Riesenkontrak-
tionen, stationdre oder wandernde Kontraktionsgruppen und als Phase III bezeichnete
Kontraktionsmuster.

Als peristaltische Wellen bezeichnet man ringformige Kontraktionen, die von oral nach
anal laufen, und den Abtransport des Chymus bewirken. Die anderen Kontraktions-
formen werden aus peristaltischen Wellen zusammengesetzt. Die stationdren Segmenta-
tionskontraktionen dienen der Segmentation und der Durchmischung des Darminhalts.
Riesenkontraktionen sind Kontraktionen mit groBer Amplitude und einer langen Kon-
traktionsdauer, die langsam nach aboral fortschreiten. Die Kontraktionen schniiren das
Darmlumen vollstindig ab, was eine sehr griindliche Reinigung dieses Segmentes
bewirkt. Das enterische Nervensystem steuert durch die Freisetzung von Transmittern
die Motorik (sieche oben). Durch diese Stoffe verlaufen die slow waves der glatten
Muskulatur unterschwellig. Nur wenn dieser hemmende Mechanismus nicht mehr in
Kraft ist, konnen einzelne Darmsegmente durch das enterische Nervensystem erregt

werden (Ubersicht aus von Engelhardt und Breves, 2004).
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2.1.5 Das Colon

2.1.5.1 Aufbau und Funktion des Colons

Der Dickdarm stellt den letzten Abschnitt des Gastrointestinaltrakts dar. Wenn der Nah-
rungsbrei im Dickdarm angekommen ist, ist die enzymatische Verdauung weitestge-
hend abgeschlossen. Die Wirkung der intestinalen bzw. pankreatischen Diinndarm-
sekrete nimmt kontinuierlich ab. Die weitere Verdauung wird von Darmbakterien und
Protozoen iibernommen, die in der Lage sind, Proteine und Kohlenhydrate zu spalten.
Eine der wichtigsten Aufgaben des Colons liegt in der Regulation des Elektrolyt- und
Wasserhaushalts des Organismus. Die Zellen des Colonepithels konnen je nach Stoff-
wechsellage des Organismus Wasser und Elektrolyte ins Darmlumen abgeben oder aus
diesem, im Austausch gegen Kalium und Bicarbonat, resorbieren. Je nach Stoffwech-

sellage wird dies mit Hilfe von verschiedenen Second-Messenger-Systemen gesteuert.

Die Mucosa des Colons besitzt im Gegensatz zum Diinndarm keine Zotten, sondern
ausschlieBlich Krypten (Glandulae intestinales). Frither ging man davon aus, dass die
Colonkrypten den Ort der Sekretion und das Oberflachenepithel der Mucosa den Ort der
Resorption darstellen (Welsh et al., 1982). Heute weifl man, dass die Krypten in der
Lage sind, sowohl zu sezernieren als auch zu resorbieren (Diener et al., 1989;
Kockerling und Fromm, 1993; Singh et al., 1995). Die Abgabe von Schleim aus den
Becherzellen dient als Gleitmittel fiir den Kot (Ubersicht aus Liebich, 2004).

Wenn die Nahrung den Dickdarm erreicht, sind die meisten Néhrstoffe verdaut worden.
Fast die gesamte Fliissigkeit, die aus dem Diinndarm in das Colon gelangt, wird dort
resorbiert. Diinndarmerkrankungen fithren hdufig zu einer Steigerung des ileozdkalen
Fliissigkeitsiibertritts. Das Colon ist in der Lage, liberschiissige Fliissigkeit bis zu einer
gewissen Grenze zu resorbieren. Wird diese liberschritten, kommt es zu einer klinisch-
manifesten Diarrh6. Die zweite wichtige Aufgabe des Colons besteht neben der Resorp-

tion vor allem in der Sekretion. Die vom Colon abgegebene Fliissigkeit ist plasma-

isoton, Muzin-, HCOs - und K'-reich (Binder et al., 1991; Binder und Sandle, 1994).

2.1.5.2 Motorik des Colons

Im Colon gibt es nur zwei verschiedene Motilitdtsphasen. Die Bewegungen sind entwe-
der gerichtet oder ungerichtet (Sarna et al., 1984). Die peristaltischen Wellen sind im
Gegensatz zum Diinndarm nicht nur nach aboral gerichtet, sondern es tritt auch eine

retrograde, oral gerichtete Peristaltik auf (Sarna, 1985). Fiir die Resorption des Wassers
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und damit der Kotbildung ist vor allem die Durchmischung des Darminhaltes von

groBer Bedeutung. Hierbei spielen vorwiegend vier Kontraktionsformen eine Rolle:

-peristaltische und antiperistaltische Wellen
-aboral wandernde Kontraktionsformen
-Haustrenbewegung

-aboral wandernde Riesenkontraktionen

Peristaltische und antiperistaltische Wellen bewirken im Colon eine gute Durch-
mischung des Darminhaltes. Diese Wellen besitzen aber im Colon, im Unterschied zum
Diinndarm, nur eine sehr geringe Einschniirtiefe. Dadurch wird der Chymus nicht mehr
vollstindig getrennt. Durch die verbleibende Offnung entsteht ein starker Riickstrom,
was eine kréftige Durchmischung bewirkt. Die aboral wandernden Segmentationskon-
traktionen des Colons dienen hier vor allem zur Unterteilung des Kotes. Sie bestehen
aus lang anhaltenden ringformigen Einschniirungen, die sich langsam in aboraler
Richtung fortbewegen. Die Haustrenbewegung tritt hdufig zusammen mit Segmen-
tationskontraktionen auf und dient der Umwélzung des Kotes oder dem gezielten Trans-
port von Fliissigkeit in aboraler Richtung. Aboral wandernde Riesenkontraktionen sind,
dhnlich wie am Diinndarm, vor allem durch groBe Kontraktionsstirke, Dauer und durch
langsame Geschwindigkeit gekennzeichnet. Diese Riesenkontraktionen wandern iiber
das gesamte Colon bis zum Anus und fithren zur Defékation (Karaus und Sarna, 1987)

(Ubersicht aus von Engelhardt und Breves, 2004).

2.2 Grundlagen der Muskelkontraktion

Hinsichtlich Bau, Funktion und Erregung kann man zwei Muskeltypen unterscheiden,
zum einen die quer gestreifte und zum anderen die glatte Muskulatur. Skelett- und
Herzmuskulatur zéhlen zu der quer gestreiften Muskulatur. Die glatte Muskulatur wird
auch als Eingeweidemuskulatur bezeichnet. Wihrend die Skelettmuskulatur willkiirlich
ist, das heiit dem Willen eines Individuums unterliegt, ist die glatte Muskulatur nicht
durch den Willen beeinflussbar. Die Herzmuskulatur stellt eine Mischform aus beiden
dar. Sie z&hlt zwar zu der quer gestreiften Muskulatur, ist aber nicht durch den Willen

zu beeinflussen.
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2.2.1 Aufbau der Skelettmuskulatur

Die auch als Skelettmuskelfaser bezeichnete Zelle entsteht durch die Verschmelzung
von mehreren einzelnen Zellen und ist mit 10 bis 100 um Dicke und einigen cm Lange
deutlich groBer als die glatte Muskelzelle. Die Muskelzelle wird von einer Zellmemb-
ran, dem Sarcolemm, umhiillt. Die im Sarcoplasma liegenden kontraktilen Proteine
Aktin und Myosin bilden die Myofibrillen. Eine Muskelfaser enthilt einige hundert
dieser Myofibrillen. Die Kontraktionsfahigkeit der Muskelzellen basiert auf der regel-
méfBigen Anordnung der Aktin- und Myosinfilamente sowie auf der Anordnung und
Verschiebbarkeit der Myofibrillen. Das ATP-abhingige Ineinandergleiten der Aktin-
und Myosinfilamente fiihrt zur Verkiirzung des Muskels und damit zur Kontraktion

(Ubersicht aus von Engelhardt und Breves, 2004).

2.2.2 Aufbau der glatten Muskulatur

Die Muskulatur der inneren Organe, wie z.B. Gefa3e und Uterus, aber auch des Gastro-
intestinaltrakts, erscheint im Lichtmikroskop homogen und wird deshalb auch glatte
Muskulatur genannt. Die glatten Muskelzellen sind mit einer Breite von 3 bis 6 pm und
einer Linge von 100 bis 500 um deutlich kleiner als die Muskelzellen des Skelett-
muskels. Die Aktin- und Myosinfilamente sind nicht in Myofibrillen angeordnet, son-
dern bilden einen nur grob geordneten kontraktilen Apparat (siche Abbildung 2). Im
glatten Muskel verlaufen die Myosinfilamente nicht parallel zueinander, sondern sind
als ein diagonales Netzwerk innerhalb der Zelle angeordnet. Am Myosinfilamentsystem
des glatten Muskels kann man drei Filamenttypen unterscheiden: Diinne Aktin-
filamente, dicke Myosinfilamente und Intermedidrfilamente. Dieser Filamenttyp ist im
Gegensatz zu den beiden anderen Filamenttypen nicht an der Kontraktion beteiligt

(Somlyo und Somlyo, 1994; Pavalko et al., 1995; Sjuve et al., 1998).

Das Sarkoplasmatische Reticulum (SR), welches ein dichtes Netzwerk bildet und den
wichtigsten intrazelluldren Calciumspeicher der Zellen darstellt, ist im glatten Muskel
im Vergleich zum Skelettmuskel relativ schwach ausgeprédgt. Die Membranen des SR
sind fiir Calciumionen undurchldssig und Calcium-spezifische ATPasen (SERCASs)
pumpen diese unter Bildung eines etwa 10.000-fachen Konzentrationsgefilles in das
SR. Im SR werden Calciumionen teilweise an Proteine wie Calretikulin und
Calsequestrin gebunden. Eine SERCA-Blockade verhindert die Wiederbefiillung der
intrazelluldren Speicher mit Calcium und fiihrt so indirekt zu einer langsamen Speicher-

entleerung. Das pflanzliche Alkaloid Thapsigargin wurde Ende der 80er Jahre des
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vorigen Jahrhunderts aus der Pflanze Thapsia garganica isoliert und als SERCA-
Inhibitor beschrieben (Takemura et al., 1989).

Abbildung 2: Schematische Darstellung des diagonalen Netzwerkes der kontraktilen Elemente einer
glatten Muskelzelle (modifiziert nach von Engelhardt und Breves, 2004).

2.2.3 Kontraktiler Apparat der glatten Muskulatur

Die Kontraktion der glatten Muskulatur erfolgt wie auch im Skelettmuskel durch einen
ATP-abhédngigen Querbriickenzyklus, der durch eine so genannte Gleitfilamenttheorie
beschrieben wird. Die Verkiirzung der Muskulatur erfolgt durch das zyklische Ineinan-
dergleiten von Aktin- und Myosinfilamenten. Die Kontraktion der glatten Muskulatur
ist im Vergleich zum Skelettmuskel 100- bis 1.000-mal langsamer. Dafiir entwickelt der
glatte Muskel bei einem sehr viel geringeren Energicaufwand eine hohere Kraft. Der
geringe Myosingehalt fiihrt im Gegensatz zum Skelettmuskel zu einer deutlich ge-
ringeren Geschwindigkeit, aber auch zu einer erhéhten Sparsamkeit. Im Vergleich zum
Skelettmuskel besitzt er fiinfmal weniger Myosin als ein quer gestreifter Muskel.

(Ubersicht aus von Engelhardt und Breves, 2004).

Die diinnen Aktinfilamente bestehen hauptsichlich aus Aktin und Tropomyosin. Das
Tropomyosin windet sich um das Aktin und ist im Verhéltnis von 1:7 vorzufinden. Das
Tropomyosin des glatten Muskels hat eine Bindungsstelle fiir Troponin, obwohl dieses
Protein  des Skelettmuskels im  glatten @~ Muskel  nicht  vorkommt

(Somlyo und Somlyo, 1991). Calponin und Caldesmon, Aktin- und Myosin-bindende
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Proteine sind weitere Bestandteile des diinnen Filaments, die an der Kontraktion

beteiligt sind.

Ein dickes Myosinfilament besteht aus zwei schweren Ketten, diese werden von zwei
globuldren Kopfen und einem Schwanz gebildet. Die Kopfregion besteht aus zwei
leichten Ketten (Somlyo und Somlyo, 1991). Die regulatorische leichte Kette des
Myosins (MLCy) spielt durch seine Phosphorylierung eine wichtige Rolle bei der
Regulation der Kontraktion (sieche Kontraktion der glatten Muskulatur). Die essentielle
leichte Kette des Myosins ist an der Regulation der ATPase—Aktivitdt des Myosins
(Huang et al., 1999) und an der Regulation der Kontraktionsgeschwindigkeit beteiligt
(Malmgqvist und Arner, 1991).

2.2.4 Regulation der Kontraktion der glatten Muskulatur

Generell wird die Kontraktilitdt des glatten Muskels durch die intrazelluldre Calcium-
konzentration und durch die Modulation der Calciumsensitivitit der kontraktilen Ele-
mente reguliert (Berridge et al., 2000; Somlyo und Somlyo, 2000; Pfitzer, 2001;
Schlossmann et al., 2003). Glatte Muskelzellen konnen weniger Calcium als z. B.
Skelettmuskeln speichern und sind deshalb auf einen Calciumeinstrom angewiesen.
Calciumkandle in der Plasmamembran oder in den Membranen des Sarkoplasmatischen
Reticulums werden elektrisch durch Depolarisation, biochemisch durch Bindung eines
Liganden oder mechanisch aktiviert. Dies fiihrt {iber verschiedene Signaltransduktions-
kaskaden zu einer voriibergehenden Offnung der Calciumkanile und zum Einstrom von
Calciumionen, entlang des Konzentrationsgefilles in das Zytoplasma.

Die Erh6hung der intrazelluldren Calciumkonzentration fiihrt beim glatten Muskel, wie
bei allen anderen Muskeln, zur Kontraktion (Sanders, 2001). Im Skelettmuskel wird das
Ausmal} der Kontraktion direkt iiber die Hohe der Calciumkonzentration gesteuert. Bei
der glatten Muskulatur hingegen bewirkt Calcium die Aktivierung eines Enzyms, die
Myosin leichte Ketten Kinase (MLCK), die daraus die Stirke der Kontraktion bestimmt
(siche Abbildung 3). Dadurch werden die Muskelkontraktionsmechanismen in Gang
gesetzt. Nach der Erhohung der Calciumkonzentration werden Calciumionen sowohl in
die sarkoplasmatischen und mitochondrialen Speicher wieder aufgenommen als auch in
den extrazelluldren Raum abgegeben (Sanders, 2001).

Die Erhohung der intrazelluldren Calciumkonzentration kann auf zwei verschiedenen
Wegen ausgelost werden. Jede Erregung der glatten Muskulatur ist in der Regel eine

Mischung aus beiden Kopplungsarten.
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2.2.4.1 Elektromechanische Kopplung

Bei der elektromechanischen Kopplung wird ein Signal, Depolarisation oder Aktions-
potential in eine Kontraktion des Muskels umgesetzt. Im Skelettmuskel entsteht das
Signal an der motorischen Endplatte. An dieser 16st Acetylcholin durch die Bindung an
nikotinerge Acetylcholinrezeptoren eine Depolarisation aus, die unter Beteiligung von
spannungsabhingigen Calciumkanélen zu einer Erhohung der intrazelluldren Calcium-
konzentration und somit zur Kontraktion fiihrt. Im glatten Muskel sind bisher nur
geringe Depolarisationen nach Rezeptorstimulationen gezeigt worden (10-15 mV)
(Janssen, 2002), obwohl mehrere Studien rezeptoraktivierte lonenkanéle nachweisen
konnten. Daher spielt die elektromechanische Kopplung im glatten Muskel, im Gegen-

satz zum Skelettmuskel, eher eine untergeordnete Rolle.

Agonisten

'
0

)
PLC-B » DAG > PKC
Ii’3
[Ca?*]4 Rela)}ation /PI-17
ATP rMLC
Ca?*/CaM —— MLCK ¢
ADP rMLC-P
Kontraktion

Abbildung 3: Regulation der glatten Muskulatur iiber den Calcium-abhiingigen (dunkelgriine Beschrif-
tung) und -unabhdingigen (graue Beschrifiung) Mechanismus. Calmodulin (CaM), Inositol 1,4,5-
trisphosphat (IP3), Myosinkinase (MLCK), Myosinphosphatase (MLCP), regulatorische Untereinheit der
Myosinphosphatase (MYPTI), regulatorische Myosin leichte Kette (rMLC), Phospholipase C (PLC),
Diacylglycerol (DAG), Proteinkinase C (PKC), kleines GTP-bindendes Protein (Rho);, Agonisten sind
z.B. Noradrenalin oder Carbachol (CCh). Die Regulation von MLCP iiber CPI-17/PKC ist blau
dargestellt.
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2.2.4.2 Pharmakomechanische Kopplung

Die Pharmakomechanische Kopplung beschreibt Kontraktionen durch Pharmaka,
Neurotransmitter oder Hormone, die weitgehend ohne eine Depolarisation der Muskel-
zelle stattfinden (Allen und Walsh, 1994; Somlyo et al., 1999). Die fiir die Kontraktion
ndtige Erhohung der intrazelluldren Calciumkonzentration stammt aus der Freisetzung
von Calcium aus den intrazelluldren Speichern. Dabei kommt es nach Rezeptorstimu-
lation zur Bildung von Inositol-1,4,5-triphosphat (IPs;), das Calciumkanéle in der
Membran des SR 6ffnet.

Eine andere Moglichkeit, die intrazelluldre Calciumkonzentration zu erhohen, ist die
Aktivierung von L-Typ Calciumkanélen, die zu einem Einstrom von Calcium aus dem
Extrazelluldrraum fiihrt. Diese Hypothese wird durch neuere Studien, bei denen nach
genetischer Inaktivierung des Calciumkanals Funktionsstérungen der glatten Musku-

latur festgestellt wurden, belegt (Moosmang et al., 2003; Wegener et al., 2004).

2.2.4.3 Calcium-abhiingige Kontraktion

Durch die Bindung eines Agonisten, wie z.B. Carbachol (CCh), Noradrenalin oder
Bradykinin, an einen G-Protein gekoppelten Rezeptor (G4 oder Gi;), kommt es zur
Aktivierung der Phospholipase CpB (PLCPB) (Berridge et al., 2000; Bootmann et al.,
2001; Pfitzer, 2001). Diese bewirkt die hydrolytische Spaltung von Phosphatidyl-
inositol-4,5-biphosphat (PIP,) in Inositol-1,4,5-triphosphat (IP;) und Diazylglyzerol
(DAG). Durch die Bindung von IP; an einen Calciumkanal in der Membran des Endo-
plasmatischen Reticulums (ER), den IP; Rezeptor Typ I, kommt es zum Ausstrom von
Calcium aus den intrazelluldren Speichern in das Zytosol (siche Abbildung 3). Parallel
oder anstelle dessen kann eine Hormonstimulation zur Aktivierung spannungsab-
hingiger Calciumkanéle fithren. Diese Kanile tragen zu einer Kontraktion unter-
schiedlichen AusmalBes bei, die vom Muskeltyp abhingig ist (Moosmang et al., 2003;
Wegener et al., 2004).

Die Phosphorylierung der leichten Kette des Myosins (MLC,) am Serin 19, durch die
Myosin leichte Ketten Kinase (MLCK), ist der Ausloser fiir die Kontraktion der glatten
Muskulatur (siehe Abbildung 3) (Hofmann et al., 2000; Feil et al., 2003). Die MLCK
wird nach dem intrazelluldren Anstieg der Calciumkonzentration durch Bindung eines
Calcium-Calmodulin-Komplex aktiviert (Walsh, 1994). Dadurch wird die regula-
torische MLC (rMLC) phosphoryliert und aktiviert. Die phosphorylierte regulatorische
MLC (rMLC-P) bindet dann am Aktinfilament, ermoglicht die Interaktion von Aktin
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und Myosin und fiihrt damit zur Kontraktion des Muskels. Die reversible Phosphor-
ylierung der regulatorischen leichten Ketten des Myosins ist entscheidend an der Regu-
lation der glattmuskuldren Kontraktion beteiligt. Die Dephosphorylierung der MLCyg
durch die Myosin leichte Ketten Phosphatase (MLCP) fiihrt zur Relaxation der glatten
Muskulatur. Voraussetzung fiir die Dephosphorylierung ist das Absinken der Calcium-

konzentration.

2.2.4.4 Calcium-unabhingige Kontraktion, Calciumsensitisierung

Der Tonus der glatten Muskulatur wird nicht ausschlieBlich durch Anstieg und Absin-
ken der zytoplasmatischen Calciumionenkonzentration reguliert, sondern unterliegt
einer Reihe weiterer modulatorischer Einfliisse (Pfitzer, 2001). Zusétzlich zur Calcium-
abhingigen Kontraktion gibt es die Moglichkeit der Calcium-unabhingigen Kontraktion
des glatten Muskels (Pfitzer, 2001). Von Calciumsensitisierung spricht man, wenn es
bei gleich bleibender Calciumkonzentration zu einer Muskelkontraktion kommt. Grund-
lage fiir die Calciumsensitisierung ist vor allem die Hemmung der Myosin leichte
Ketten Phosphatase (MLCP). Die MLCP besteht aus drei Untereinheiten, der kata-
lytischen Untereinheit, der regulatorischen Untereinheit (MYPT1) und einer kleinen
Untereinheit mit einem Molekulargewicht von 20 kD (Hartshorne et al., 1998). Die
grole regulatorische Untereinheit der MLCP sorgt fiir die Lokalisierung des Holo-
enzyms am Myosin und wird daher auch als myosin phosphatase target subunit 1, kurz
MYPTI, bezeichnet. Sie wird in einer Vielzahl von Geweben in unterschiedlichen
Isoformen exprimiert (Hartshorne et al., 1998). Thre zwei Phosphorylierungsstellen
(Threonin 695 und Threonin 850) konnten einen Angriffspunkt fiir die Regulation dar-
stellen. Die genaue Funktion der kleinen Untereinheit ist noch nicht bekannt, man
nimmt aber an, dass sie an der Regulation oder an der intrazelluldren Lokalisation der
MLCP beteiligt ist (Hirano et al., 1997). Bis heute sind zwei Signalwege bekannt, die
die Hemmung der MLCP bewirken.

Hemmung der MLCP durch die Rho-assoziierte Kinase

Der wichtigste sensititdtssteigernde und damit kontraktilitdts-fordernde Mechanismus
liegt in der G-Protein-abhéngigen Inhibition der MLCP. Die Inhibition wird durch
Phosphorylierung der regulatorischen MLCP-Untereinheit durch die Rho-Kinase
erreicht (Pfitzer, 2001; Deng et al., 2001). Die Stimulation der Rezeptoren durch
Agonisten fiihrt zu einer Aktivierung von G-Proteinen (G2/Gi3) und nachfolgend zu

einer Aktivierung von Rho. Rho ist eine monomere GTPase, die in permeabilisierten
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glatten Muskelzellen zu einer Calcium-unabhingigen Zunahme der Kontraktionskraft
fiihrt (Gong et al., 1996). Die Rho-Kinase wird durch die GTP-gebundene Form von
Rho aktiviert. Diese Aktivierung bewirkt die Phosphorylierung von MYPT1, worauthin
die Myosinphosphatase inhibiert wird (Kimura et al., 1996) (siche Abbildung 3). Daraus
kann man schlieen, dass die Phosphorylierung der MYPT1 durch die Rho-Kinase
direkt zur Hemmung der MLCP fiihrt (Bonnevier und Arner, 2004). Durch die weiter
fortschreitende Phosphorylierung der MLC steigt die Konzentration von rtMLC-P an
und der Muskel kontrahiert (siche Abbildung 3).

Proteinkinase C (PKC)

Die Aktivierung der PKC stellt einen weiteren Mechanismus dar, der zur Hemmung der
MLCEP fiihrt. Die Bindung eines Agonisten an einen G-Protein gekoppelten Rezeptor
bewirkt die Aktivierung der Phospholipase CP. Diese veranlasst die Spaltung von
Phosphatidylinositol-4,5-biphosphat in Inositol-1,4,5-triphosphat und Diacylglycerol.
Die Proteinkinase C (PKC) wird von Diacylglycerol und Phorbolester (PDBu) aktiviert.
Die aktivierte PKC fiihrt einerseits zur Phosphorylierung der MLC,y und zur Kon-
traktion des glatten Muskels (Itho et al., 1993). Andererseits inhibiert es die MLCP iiber
das Protein CPI-17, dass in seiner aktiven, phosphorylierten Form die regulatorische
Untereinheit der MLCP hemmt (Etho et al., 1995) (siche Abbildung 3). Die
Phosphorylierung von CPI-17 erfolgt am Threonin 38 in vitro durch die PKC (Kitazawa
et al., 2000). Phorbolester rufen durch Aktivierung der PKC eine Kontraktion glatter
Muskelzellen hervor, die durch Phosphorylierung von CPI-17 vermittelt wurde (Somlyo
und Somlyo, 2000). Die physiologische Funktion von CPI-17 im Darm ist noch nicht
geklart (Bonnevier und Arner, 2004). Eine Schwierigkeit bei der Analyse von CPI-17
ist, dass neben der PKC auch die Rho-Kinase und einige andere Proteinkinasen zu einer
Phosphorylierung von CPI-17 fithren konnen (Koyama et al., 2000; Somlyo und
Somlyo, 2003).

2.2.5 Mechanismen der Relaxation der glatten Muskulatur

Die Relaxation erfolgt aufgrund zweier Mechanismen: durch das Absinken der intra-
zelluldren Calciumkonzentration oder durch die Calciumdesensitisierung des glatten
Muskels. Energieabhingige Calciumpumpen befordern nach der Erregung das Calcium
wieder aus der Zelle. Sinkt die intrazelluldre Calciumkonzentration unter einen Schwel-
lenwert (<1 uM), fiihrt dies zur Dissoziation des Calcium-/Calmodulin-MLCK-Holo-

enzyms und damit zu einer Inaktivierung der MLCK. Das Aktivitdtsgleichgewicht
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zwischen der MLCK und der MLCP verschiebt sich zugunsten der MLCP. Dadurch
kommt es zu einer Dephosphorylierung der rMLC und damit zur Relaxation des
Muskels. Bei niedrigen Calciumkonzentrationen erschlaffen die Muskelfasern, unter

Anbindung von ATP an die Myosinkopfchen.

Die Calciumdesensitisierung des glatten Muskels kann durch eine Inaktivierung der
MLCK oder durch die Aktivierung der MLCP stattfinden. Die MLCK besitzt ihrerseits
zwei Phosphorylierungsstellen. Die Phosphorylierung der MLCK senkt deren Affinitét
gegeniiber dem Calcium-Calmodulin-Komplex. Dadurch wird die Aktivitit der MLCK
vermindert (Stull et al., 1993). Die genaue Bedeutung dieses Wegs ist allerdings bis
heute unklar. Eine Aktivierung der MLCP ist jedoch bereits gezeigt worden. In Pripa-
raten konnte dieses Enzym direkt durch cGMP/cGKI aktiviert werden (Sauzeau et al.,
2000). Dieser Weg wurde in einigen glattmuskuldren Priaparaten beschrieben (Pfitzer et
al., 1986). cGMP aktiviert die cGKIa und diese phosphoryliert MYPT1 der MLCP (Wu
et al., 1996). Dadurch wird die MLC dephosphoryliert und der Querbriickenzyklus
abgebrochen. Des Weiteren wird zusétzlich diskutiert, dass die ¢cGKI Rho inaktiviert
und aus diesem Grunde die MLCP ldnger aktiv bleibt (Schlossman und Hofmann,
2005). AuBlerdem ist die PKG in der Lage, die Calciumsensitisierung durch Hemmung
von RhoA zu bremsen (Sauzeau et al., 2000). Die Calciumdesensitisierung kann aber
auch eine Folge der Phosphorylierung von Telokin sein (Walker et al., 2001). Dabei
handelt es sich um ein C-terminales Fragment der MLCK und verhindert deren

Aktivierung.

2.3 NO/cGMP Signalweg

Seit tiber 100 Jahren werden organische Nitrate zur Behandlung von koronaren Herzer-
krankungen eingesetzt. Aber erst in den 1980er Jahren konnte der Wirkmechanismus
der Nitrate aufgekldrt werden. In der Endothelschicht der Blutgefifle wurde ein gefal3-
erweiternder Stoff entdeckt. 1987 konnte festgestellt werden, dass der so genannte
EDRF (,,endothelium-derived relaxing factor) mit dem biologisch freigesetzten Stick-
stoffmonoxid (NO) identisch ist (Ignarro et al., 1987; Palmer et al., 1987). Somit wurde
die Wirksamkeit der Nitrate auf die Freisetzung von NO zuriickgefiihrt.

Stickstoffmonoxid ist ein sehr kleines (30 Da) gasformiges Molekiil und wird in ver-
schiedenen Zellen, z. B. Endothelzellen, Thrombocyten, Makrophagen und Nerven-
zellen, als Antwort auf eine Vielzahl von physiologischen Signalen synthetisiert. Sein

Wirkungsspektrum umfasst verschiedene Mechanismen, die unter anderem bei der
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Regulation des Blutdrucks, der Thrombocytenaktivitit, der Sinneswahrnehmung, der
Immunantwort und eventuell bei so komplexen Leistungen wie Lernen und Gedéchtnis
beteiligt sind. Die Tatsache, dass der gasformige Botenstoff Stickstoffmonoxid ubi-
quitdr im Organismus verbreitet ist, hat unter anderem zur Entdeckung seiner zentralen
Funktion in der Physiologie und Pathophysiologie des Gastrointestinaltrakts gefiihrt
(Sanders und Ward, 1992).

Im vegetativen und im enterischen Nervensystem fungiert NO als ein Neurotransmitter
der NANC-Neurone (siehe Kapitel 2.1.3.1).

Fiir die Motilitdit im gesamten Gastrointestinaltrakt ist die NO-vermittelte Relaxation
von zentraler Bedeutung (siehe 2.3.5.1). Fehlende NO-Synthese oder Defekte in der
NO-abhingigen Signalkaskade fithren zu schweren Funktionsstdrungen (z.B. Achalasie,
hypertrophe Pylorusstenose). Diese Funktionsstorungen kommen in der Regel durch
mangelnde Erschlaffung der gastrointestinalen Muskulatur zustande (Pfeifer et al.,

1998).

2.3.1 Bildung von NO

Im Organismus katalysieren NO-Synthasen die Bildung von NO aus der Aminoséure
L-Arginin. In zwei aufeinander folgenden Monooxygenase-Reaktionen wird L-Arginin
zu L-Citrullin oxidiert. Hierbei wird aus dem terminalen Guanidinostickstoff der
Aminosdure L-Arginin unter Verbrauch von Sauerstoff NO frei (Loscalzo und Welch,
1995; Ignarro et al., 1999). Elektronendonor ist die reduzierte Form des Nicotinamid-
adenin-dinucleotidphosphats, NADPH. Aus der Familie der NO-Synthasen kann man
drei Isoformen unterscheiden, die alle als Homodimere vorliegen. Dabei handelt es sich
um die induzierbare Calcium-unabhédngige NO-Synthase (iNOS) und zwei Calcium-
abhingige, konstitutive Formen (eNOS und nNOS) (Alderton et al., 2001). iNOS wer-
den vor allem in Makrophagen und neutrophilen Granulozyten exprimiert und produ-
zieren wesentlich hohere NO-Konzentrationen als die konstitutiven NO-Synthasen. Im
Rahmen der unspezifischen Immunabwehr, aber auch bei Entziindungsreaktionen, wird
die Expression der iNOS durch bestimmte Faktoren induziert. Bakterielle Lipo-
polysacharide (Endotoxine) und Zytokine, wie Interleukin-1, IFN-y und TNF-a, kénnen
als einige dieser Faktoren bezeichnet werden (Nathan und Xie, 1994; Alderton et al.,
2001). Die Hemmung der iNOS erfolgt {iber Faktoren wie Glucocorticoide und ANP
(Radomski et al., 1990; Di Rosa et al., 1990; Kiemer und Vollmar, 1998). Im Gegensatz
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zu den Calcium-abhédngigen konstitutiven Formen spielen die iNOS innerhalb der
NO/cGMP Signalkaskasde keine Rolle.

Als konstitutive Form der NOS kommen in Endothelzellen und Thrombocyten die
endotheliale oder eNOS und in Nervenzellen die neuronale oder nNOS vor und sind fiir
die Synthese von NO als Signalmolekiil innerhalb der NO/cGMP Signaltransduktion
verantwortlich. Diese beiden Isoformen sind Calcium-abhédngig (Forstermann et al.,
1991). Die Stimulation der nNOS und der eNOS erfolgt durch die Bildung eines
Calcium-/Calmodulin-Komplexes (Bredt und Snyder, 1990). Demzufolge kann die
Aktivierung von Signalwegen, die eine Erhohung der intrazelluldren Calciumkon-
zentration herbeifiihren kdnnen, auch eine Stimulation der NO-Synthasen bewirken.

NO dient sowohl der intra- (autokrin) wie auch der interzelluldren (parakrin) Kommu-
nikation. Diese wird durch die Eigenschaft der freien Diffusion ermdglicht. NO kann
aufgrund der geringen MolekiilgréoBe und des lipophilen Charakters ungehindert durch
die Zellmembranen diffundieren und eine Vielzahl von Wirkungen auslésen. Aufgrund
seiner geringen Stabilitdt ist dies aber zeitlich und rdumlich sehr stark eingeschrinkt.

Eine dieser Wirkungen ist die Aktivierung der l6slichen Guanylylzyklase (sGC).

2.3.2 Bildung von cGMP

Schon Ende der 1970er Jahre konnte festgestellt werden, dass NO-freisetzende Sub-
stanzen eine stimulierende Wirkung auf die enzymatische cGMP-Synthese haben
(Kimura et al., 1975; Arnold et al., 1977; Béhme et al., 1978). Zyklisches cGMP wird
von zwei verschiedenen Enzymen, der 16slichen (sGC) und der partikuldren Guanylyl-
cyclase (pGC), aus Guanosintriphosphat (GTP) gebildet (siche Abbildung 4). Die NO-
sensitiven Guanylylcyclasen (GC) liegen in der Regel im Zytosol vor und werden des-
halb auch als 16sliche GC oder sGC (,,soluble GC*) bezeichnet. Mittlerweile konnte
allerdings die Membranassoziation einer der Isoformen der sGC eindeutig gezeigt
werden (Russwurm et al., 2001; Zabel et al., 2002). Die partikuldren Guanylylcyclasen
hingegen sind Transmembranproteine. Anders als die membrangebundenen Isoenzyme
liegt die zytosolische Guanylylcyclase als Heterodimer vor (Kamisaki et al., 1986). Das
hidmhaltige Protein konnte 1981 erstmals aus der Rinderlunge isoliert und als NO-
sensitives GC identifiziert werden. Nach der Bindung von NO an die prosthetische
Ham-Gruppe der Guanylylcyclase wird das Enzym aktiviert und dadurch cGMP
gebildet. NO ist in der Lage, die Guanylylcyclase bis zu 200-fach zu stimulieren
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(Gerzer et al., 1981). Der Abbau von ¢cGMP geschieht hingegen durch so genannte
Phosphodiesterasen (PDE).

L-Arginin
NOS
GTP ANP
BNP
NO — - — CNP
+ cGMP Guanylin
L-Citrullin sGC pGC
cGMP-Kinase CNG-Kanal
- Reaktionsverlauf
Na* Ca*
- ——— Aktivierung

Abbildung 4: Zellulire Synthesewege von cGMP. Aus L-Arginin wird, katalysiert von der NO-Synthase
(NOS), NO und L-Citrullin gebildet. NO aktiviert die losliche Guanylylcyclase (sGC), die die Bildung von
cGMP aus GTP vermittelt. cGMP kann zudem von der partikuldren Guanylylcyclase (pGC) nach Akti-
vierung durch natriuretische Peptide (ANP, BNP, CNP) oder Guanylin gebildet werden. Zielproteine fiir
c¢GMP sind Phosphodiesterasen (PDE), cGMP-abhdngige Kinasen (cGK) und Zyklonukleotid-aktivierte
Kationenkandle (CNG-Kandle) (modifiziert nach Aktories, Forstermann, Hofmann, Starke, 2005).

Die Aktivierung der Guanylylcyclase verldauft im Fall der sGC iiber Stickstoffmonoxid,
bei den drei Isoformen der partikuldren Guanylylcyclasen (pGC) durch natriuretische
Peptide (ANP, BNP, CNP) und Guanylin (Friebe und Koesling, 2003; Kuhn, 2003)
(siche Abbildung 4). Der sekundére Botenstoff cGMP beeinflusst verschiedene Enzyme

und leitet so das NO-Signal im Korper in verschiedene Zellen weiter.

2.3.3 Rezeptoren von cGMP

Bis zum heutigen Zeitpunkt kennt man drei verschiedene Zielstrukturen von cGMP: die
cGMP-kontrollierte PDE, cGMP-abhéngige lonenkanile und cGMP-abhingige Protein-
kinasen (siehe Abbildung 4). Die Aktivierung oder Hemmung der cAMP-spezifischen
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Phosphodiesterasen (PDE) stellt einen Angriffspunkt von cGMP dar (Sonnenburg und
Beavo, 1994). Diese verringern mittels Hydrolyse die intrazellulire cAMP-Konzentra-
tion (Miinzel et al., 2003). Die cGMP-spezifische PDE 5 ist ein zytosolisches Enzym
und wird vorwiegend in der Lunge, in glatter GefiBmuskulatur, in Thrombocyten, im
Corpus Cavernosum und in der Niere gebildet. Der cGMP-bindende, regulatorische
Bereich befindet sich im N-terminalen Teil der PDE 5 und besteht aus zwei GAF-
Doménen (GAF-A und GAF-B). (Aravind und Ponting, 1997; Anantharaman et al.,
2001; Kanacher et al., 2002). Neben den GAF-Doménen befindet sich in der Nahe des
N-Terminus auch eine Phosphorylierungsstelle (Ser-102). Die PDE 5 kann selektiv
durch den Wirkstoff Sildenafil (Viagra) gehemmt werden (Boollel et al., 1996). Der
therapeutische Effekt von Sildenafil besteht in der synergistischen Wirkung auf die
NO/cGMP-vermittelte Relaxation der glatten Muskulatur des Corpus Cavernosum und
der zufiihrenden Arterien (Ballard et al., 1998; Corbin und Francis, 1999).

Zyklische-Nukleotid-aktivierte Kationenkandle (CNG-Kanile) in der Retina oder im
olfaktorischen System konnen durch cGMP gedffnet werden. Diese Kanile sind fiir die
Signalverarbeitung im Seh- bzw. im Riechprozess von grofer Bedeutung (Biel et al.,
1998). Des Weiteren fiihrt cGMP zur Aktivierung von cGMP-abhidngigen Protein-
kinasen (Pfeifer et al., 1999; Ruth, 1999; Hofmann, 2005). Diese Proteinkinasen hem-
men unter anderem die Thrombocytenaggregation (Massberg et al., 1999) und fiihren
zur Relaxation des glatten Muskels (Pfeifer et al., 1998; Sausbier et al., 2000). Bei sehr
hohen Konzentrationen von ¢cGMP konnen allerdings auch durch Kreuzreaktion die
cAMP-abhingigen Proteinkinasen (cAK) aktiviert werden (Kim et al., 2000; Schmidt et
al., 2002).

2.3.4 cGMP-abhingige Proteinkinasen

In vielen Geweben sind die cGMP-abhdngigen Proteinkinasen (cGK) der wahrschein-
lich wichtigste Effektor fiir cGMP. Die cGMP-abhédngigen Proteinkinasen wurden
zuerst in Athropoden beschrieben (Kuo und Greengard, 1970). Nur wenig spiter fand
man in Sdugetieren eine zytosolische, die ¢cGKI (Hofmann und Sold, 1972), und eine
membranstindige Form, die ¢cGKII (de Jonge, 1981). Wihrend die cGKI als 16sliches
Enzym vorliegt, ist die cGKII tiber eine N-Myristoylierung in der Plasmamembran ver-
ankert (Hofmann et al., 2000; Feil et al., 2003).

Die ¢cGMP-abhéngigen Proteinkinasen gehdren zu den Familien der Serin-/Threonin-

Kinasen. In Sdugetierzellen konnten zwei verschiedene Gene fiir die ¢cGKI und die
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cGKII identifiziert werden (Hofmann, 2005). Der Genlokus fiir die cGKII befindet sich
beim Menschen auf dem Chromosom 4. Die ¢cGKI o und 3 entstehen durch alternatives
Splicing des fiir den Aminoterminus codierenden Bereichs auf dem Chromosom 10
(human) (Francis et al., 1988; Lohmann et al., 1997; Ruth at al., 1997). Der einzige
strukturelle Unterschied der cGKIo und ¢GKIp liegt in den ersten 89-104 Aminoséuren.
Bei den ¢GKs handelt es sich um Homodimere, deren monomere Untereinheiten ein
Molekulargewicht von 76 bis 78 kDa (cGKI) bzw. von 86 kDa (cGKII) aufweisen
(Sandberg et al., 1989; Wernet et al., 1989). Da sie zu der Familie der Serin-/Treonin-
Kinasen gehdren, iibertragen sie ein y-Phosphat von ATP auf ein Serin oder Threonin
ithrer Substrate (Hofmann et al., 2000). In der Grundstruktur der Kinasen kann man drei
funktionelle Untereinheiten unterscheiden, eine aminoterminale, eine regulatorische und
eine katalytische Domine (Hofmann, 2005). Der Aminoterminus kann in eine Iso-
leucin/Leucinzipper-Region und eine Linker-Region unterteilt werden und ermdglicht
die Homodimerisierung der Enzyme und die Interaktion mit anderen Proteinen
(Aktinson et al., 1991; Surks et al., 1999; Ammendola et al., 2001). Der Aminoterminus
der cGKI besitzt drei Funktionen, die Dimerisierung durch die Isoleucin-/Leucinzipper-
Region, die Autoinhibierung der katalytischen Doméne bei Abwesenheit von cGMP
und die intrazelluldre Lokalisierung des Enzyms (Atkinson et al., 1991; Hofmann et al.,
1992; Hofmann, 2005).

Die Bindung von cGMP an zwei Bindungstaschen pro regulatorischer Doméne fiihrt zur
Aktivierung der ¢cGK (Kuhn, 2003). Die beiden aufeinander folgenden ¢cGMP-Bin-
dungsstellen gehoren zu der Familie der CAP-Doménen (catabolite activator protein).
Die katalytische Doméne beinhaltet eine Mg®-ATP und eine Substrat-Bindungsstelle
(Hofmann, 2005). cGMP bewirkt eine Konfirmationsanderung und legt damit die kata-
lytischen Zentren frei.

Die cGMP-abhingigen Proteinkinasen konnten in einer Vielzahl von Geweben und Zel-
len nachgewiesen werden. Die hochste Konzentration der cGKla findet sich in Lunge,
Herz und Cerebellum, wihrend die cGKIP iiberwiegend in glattmuskulidren Geweben,
wie Aorta, Blutgefdfle, Intestinum, Trachea sowie in Thrombocyten nachgewiesen
werden konnte (Lincoln et al., 1988; Keilbach et al., 1992; Schlossmann und Hofmann,
2005).

Die c¢GKII wird vor allem in verschiedenen Hirnregionen, in der intestinalen Mucosa
sowie in der Niere, der Lunge und in den Chondrozyten exprimiert (Lohmann et al.,

1997; Schlossmann und Hofmann, 2005).
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2.3.5 VWirkungsmechanismen der cGMP-Kinasen

Die physiologische Bedeutung der cGMP-Kinasen ist entsprechend ihrer Lokalisationen
sehr vielféltig. Die membrangebundene cGKII greift in die Regulation der intestinalen
Sekretion durch die Phosphorylierung des CFTR Chloridkanals (zystische Fibrose
Transmembran-Leitfdhigkeitsregulator) ein, wodurch sie die Ausscheidung von Chlorid
und Wasser im Intestinum erhoht (Gambaryan et al., 1996; Pfeifer et al., 1996;
Lohmann et al., 1997; Vaandrager et al., 1997; Vaandrager et al., 1998). Dariiber hinaus
beeinflusst sie die Reninfreisetzung in der Niere (Wagner et al., 1998). Da cGKII
defiziente Miuse ein verkiirztes Knochenwachstum zeigen, scheint es nahe liegend,
dass die cGKII Einfluss auf die enchondrale Ossifikation nimmt (Pfeifer et al., 1996;
Miyazawa et al., 2002; Chikuda et al., 2004). Die ¢cGKI hemmt unter anderem die
Aggregation von Thrombocyten (Horstrup et al., 1994; Massberg et al., 1999), und
unterdriickt die Migration und die Dedifferenzierung von glatten Muskelzellen (Yu et
al., 1997; Komalavilas et al., 1999). Eine entscheidende Bedeutung nimmt die cGKI bei
der Relaxation des glatten Muskels ein. Dies konnte anhand von Mausmutanten, denen
die cGKI fehlt, gezeigt werden. Diese Miuse weisen neben einer geringen Lebens-
erwartung einen erhohten Blutdruck und gastrointestinale Stérungen, wie eine verzo-

gerte Magen-Darm-Passage, auf (Pfeifer et al., 1998; Sausbier et al., 2000).

2.3.5.1 CGKI-vermittelte Relaxation des glatten Muskels

Seit der Generierung der cGKI defizienten Maus ist bekannt, dass die cGKI maf3geblich
an der Relaxation der glatten Muskulatur beteiligt ist (Pfeifer et al., 1998; Sausbier et
al., 2000). Dabei greift die ¢cGKI in eine Vielzahl von zelluldren Prozessen ein. Sie ist
nicht nur {iber die Senkung der zytosolischen Calciumkonzentration, sondern auch iiber
Calcium-unabhédngige Mechanismen an der Relaxation der glatten Muskulatur beteiligt
(Bonnevier et al., 2004). Im Folgenden soll ein Uberblick iiber die bekannten Wirkme-
chanismen der cGKI gegeben werden (siche Abbildung 5).

Ein moglicher Weg ist die Phosphorylierung von Rho (kleines GTP-bindendes Protein)
durch die ¢cGKI. Der dadurch gestérte GDP/GTP- Austausch bewirkt eine anhaltende
Inaktivitidt der Rho-Kinase, infolgedessen die MLCP aktiv bleibt (siche Abbildung 3).
Dies fiihrt zu einer reduzierten Sensitivitdt des kontraktilen Apparates fiir intrazelluldres

Calcium (Somlyo und Somlyo, 2000; Pfitzer, 2001).

Ein weiterer Mechanismus ist die Phosphorylierung der regulatorischen Untereinheit

der MLCP (MYPT1) durch die a-Isoform der cGKI. Durch diese Phosphorylierung
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wird die MLCP aktiviert und eine weitere Phosphorylierung der rMLC {iber die MLCK
verhindert (siche Abbildung 3) (Wooldridge et al., 2004; Schlossmann und Hofmann,
2005).

Ein weiteres Target der cGKI ist das so genannte RGS-2. RGS steht fiir ,,Regulators of
G-protein signalling®. Die cGKI phosphoryliert das RGS-2 und fiihrt zu dessen Bindung
an das Gqg-Protein und einer erh6hten GTPase-Aktivitdt (Tang et al., 2003; Schlossmann
und Hofmann, 2005). RGS-Proteine erhéhen die Aktivitit des G-Proteins. Dadurch wird
die Halbwertszeit des an das G-Protein gebundene GTP verringert (Hepler, 1999;
Hepler, 2003).

Ein weiterer Angriffspunkt fiir die ¢cGKI ist die Phospholipase CBs. Durch die Phos-
phorylierung der Phospholipase CB; reguliert die ¢cGKI direkt die Synthese von IP;3
(Ruth et al., 1993; Xia et al., 2001; Schlossmann und Hofmann, 2005). Es ist allerdings
nach wie vor unklar, inwieweit die Phosphorylierung einen Einfluss auf die Relaxation

des glatten Muskels hat.

Durch spannungsabhingige Calciumkanile flieBt Calcium aus dem Extrazelluldrraum in
das Innere der Zelle. Die Phosphorylierung der Calcium aktivierten Kaliumkanile
(BKca) durch die ¢GKI erhoht deren ,,Offenwahrscheinlichkeit und bewirkt eine
Hyperpolarisation der Membran. Dadurch werden Calciumkanile geschlossen und der
Calciumeinstrom in die Zelle vermindert, wodurch die Calciumkonzentration sinkt
(Alioua et al., 1998; Fukao et al., 1999; Hofmann et al., 2000). Neuere Studien am
glatten Muskel der Blase bestétigen die Funktion der BK¢, Kanéle bei der Regulation
des Muskeltonus. Das Fehlen dieser Kandéle in der glatten Muskulatur der Blase fiihrt zu
einer erhdhten basalen Kontraktilitit und damit zu einer Uberfunktion der Blase und zu

Inkontinenz (Meredith et al., 2004).

Die cGKI reguliert einerseits den Calciumausstrom aus dem ER, andererseits die Wie-
deraufnahme von Calcium in das ER, ausgelost durch die spezifische Calcium ATPase.
Nach der Aktivierung von Phospholamban, ausgeldst durch die cGKI, wird die Affinitét
der SERCA fiir Calcium und die Aufnahme von Calcium in die intrazelluldren

Speichervehikel des ER erhoht (Raecymaekers et al., 1988; Koller et al., 2003).

Der IP;-Rezeptor selbst wird ebenfalls von der cGKI phosphoryliert (Komalavilas und
Lincoln, 1996). Es ist aber noch nicht geklirt, ob diese Phosphorylierung direkt auf die

Calciumfreisetzung aus dem ER Einfluss nimmt (Haug et al., 1999).
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Ein kiirzlich neu identifiziertes Substrat der cGMP-Kinase I ist das [P;-Rezeptor assozi-
ierte cGMP-Kinase Substrat IRAG (siehe auch 2.4). Die cGKIB phosphoryliert IRAG
und liegt dann mit IRAG und dem IP;-Rezeptor Typ I in einem trimeren Komplex an
der Membran des ER vor. Durch die Phosphorylierung von IRAG wird der Calcium-
ausstrom aus dem ER gehemmt, wodurch die zytosolische Calciumkonzentration sinkt

(Schlossmann et al., 2000; Ammendola et al., 2001; Geiselhoringer et al., 2004a).

Hormon

.

Rezeptor

;

Rho —» Rho-Kinase

/

Aktin/Myosin

NO
_— Reaktion li Hemmung

Abbildung 5: Schema fiir die cGKI-abhiingige Relaxierung der glatten Muskulatur. BK-, RGS-2,
IRAG, MYPTI PLCP3, IP; und Rho sind Substratproteine der cGKI, deren Phosphorylierung eine
Relaxierung der glatten Muskulatur zur Folge haben kénnen.

2.4 Identifizierung, Struktur und Funktion von IRAG

Bereits 1974 wurde beschrieben, dass in den Membranen des glatten Muskels Substrat-
proteine der cGK vorhanden sind (Casnellie und Greengard, 1974). Vor ein paar Jahren

konnte eines dieser cGKI-Substratproteine identifiziert werden. Dieses als IRAG
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(IP5-Rezeptor assoziiertes cGMP-Kinase Substrat) bezeichnete Protein wurde in
mikrosomalen Membranen des Musculus trachealis des Rindes durch Affinitatschro-
matographie nachgewiesen (Schlossmann et al., 2000). IRAG wird von der cGKI
cGMP-abhingig phosphoryliert und liegt zusammen mit dem IP;-Rezeptor Typ I und
der B-Isoform der cGKI als ein trimerer Komplex vor. Mit Hilfe von Massen-
spektrometrie konnten fiinf cGMP-abhingige Phosphorylierungsstellen identifiziert
werden (sieche Abbildung 6). Es existieren zwei Isoformen: IRAGa und IRAGb. Der
Unterschied zwischen den beiden Isoformen liegt darin, dass IRAGa eine zusitzliche,
aus 52 Aminosduren bestehende, N-terminale Sequenz besitzt. Fiir beide Isoformen
konnte eine C-terminale Transmembrandoméne (TM) mit Hilfe von Hydropathie-

Analyse identifiziert werden.
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Abbildung 6: Proteinstruktur von IRAG. ¥: Die beiden SpleifSvarianten IRAGa und IRAGb. A Amino-
sdurepositionen und Konsensussequenzen der fiinf identifizierten Phosphoserine fiir die Phosphorylier-
ung durch die cGKIP. Griines Rechteck: Interaktionsstelle mit der cGKIS. TM: Transmembrandomdne.

Durch diese C-terminale TM wird IRAG in der Membran des ER verankert. Die zentral
liegende Coiled-coiled Doméne von IRAG enthilt die Interaktionsstelle mit dem IP;-
Rezeptor Typ 1. Die Interaktionsstelle von IRAG mit der ¢cGKI liegt im N-terminalen
Bereich des Proteins und ist ca. 33 Aminosduren lang. Diese Interaktionsstelle inter-
agiert ausschlieBlich mit der ,,Leucinzipper“-Region der cGKIp, aber nicht der cGKlIa
oder mit der cGKII (Ammendola et al., 2001). IRAG kommt dhnlich wie die cGKIf,
vor allem in glattmuskuldren Geweben, wie Aorta, Uterus, Blase und im Gastrointes-
tinaltrakt vor (Geiselhoringer et al., 2004a). Mittlerweile konnte IRAG auch noch in
anderen Geweben oder Zellen, wie Thrombocyten oder Thalamus, nachgewiesen
werden (Geiselhoringer et al., 2004a).

Aufgrund der Komplexbildung von IRAG mit der cGKI und dem IP;-Rezeptor Typ I
wurde angenommen, dass IRAG an der Regulation der IPs;-vermittelten Calciumfrei-

setzung beteiligt ist. In der Tat hemmt IRAG in COS-7-Zellen nach Aktivierung durch
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die cGKIP, die IPs;-induzierte Calciumfreisetzung aus den intrazelluldren Speichern
(Schlossmann et al., 2000). IRAG ist ebenfalls in isolierten glatten Muskelzellen der
murinen Aorta bzw. des humanen Colons an der NO/cGMP- induzierten Hemmung der
Calciumfreisetzung aus den intrazelluldren Speichern beteiligt (Geiselhoringer et al.,

2004b; Fritsch et al., 2004).

2.5 Ziele dieser Arbeit

Die bisherigen Befunde deuten darauthin, dass IRAG eine wichtige Rolle bei der Regu-
lation der Calciumfreisetzung aus den intrazelluldren Speichern spielt und damit auch
an der Relaxation der glatten Muskulatur beteiligt sein kdnnte. Die genaue Funktion von
IRAG im glatten Muskel ist noch nicht bekannt. Mit Hilfe der IRAG*'**'? Maus, einer
Mausmutante, der ein intaktes IRAG fehlt, sollte im Rahmen dieser Arbeit die funk-
tionelle Rolle von IRAG bei der Regulation des kontraktilen Tonus im glatten Muskel
untersucht werden. Da sich der Phénotyp dieser Maus vor allem im Gastrointestinaltrakt
ausbildet, waren die unterschiedlichen Darmabschnitte von besonderer Bedeutung.
Hierzu sollte durch Kraftmessungen die unterschiedliche Funktion von IRAG in den
verschiedenen Darmabschnitten untersucht werden. Mit Hilfe von Stoffwechselkifigen
und Rontgenkontrastuntersuchungen sollten auch die Auswirkungen des fehlenden
Gens auf den Stoffwechsel, die Nahrungsaufnahme und die gastrointestinale Motorik

detaillierter erfasst werden.
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3.1 Versuchstiere

Als Versuchstiere dienten normale und genetisch verdnderte Mauslinien aus dem
Institut fiir Pharmakologie und Toxikologie der TU Miinchen. Fiir die Versuche wurden
Wildtyp, heterozygote IRAG "%, homozygote IRAG*'**'? Miuse und ¢GKI”™ Méuse
beiderlei Geschlechts verwendet. Bei der IRAG*'**'? Maus handelt es sich um eine
Deletionsmutante, bei der das Exon 12 des IRAG Gens deletiert wurde. Dieses Exon
codiert fiir 47 AS im N-terminalen Bereich der Coiled-coiled Doméne. Dadurch wird
die Interaktionsstelle von IRAG mit dem IPs;-Rezeptor Typ I zerstort. Demzufolge ist
das gebildete Protein um etwa 5 kD kleiner als bei Wildtypméusen (Geiselhdringer et
al., 2004a). Die IRAG*'**"%-, die heterozygoten IRAG"*'"*- und die Wildtypméuse sind
auf dem genetischen Hintergrund SV129 geziichtet. Die fiir die Messungen verwen-
deten Tiere waren im Alter zwischen neun und 25 Wochen. Die drei bis fiinf alten
Wildtyp ¢GKI und cGKI™" Geschwisterpaare sind ebenfalls auf dem genetischen
Hintergrund SV129 geziichtet. Bei dieser Maus handelt es sich um einen vollstindigen
Knockout, bei dem beide Isoformen der cGKI (Isoform o und ) nicht mehr exprimiert

werden (Tierversuchs-Genehmigung AZ: 211-2531-120/99 vom 10.02.04).

3.2 Tierhaltung

Alle Experimente geniigen den aktuellen Tierschutzbestimmungen. Die Versuchstiere
werden in einem Tierraum unter standardisierten Bedingungen gehalten. Die Raum-
temperatur betrdgt 22°C (+ 2°C), bei einer relativen Luftfeuchtigkeit von 50 bis 60%.
Eine Beleuchtungsanlage sorgt fiir einen zwolfstiindigen Hell-Dunkel-Rhythmus. Die
Tierriume werden ausschlieBlich mit Schutzkleidung, bestehend aus Kittel, Uber-
schuhe, Haube, Mundschutz und Handschuhen, betreten. Die Mause werden in Makro-
lon-Kéfigen (maximal fiinf adulte Tiere in einem Typ [I-Kéfig, maximal 12 adulte Tiere
in einem Typ-III Kifig), gehalten. Als Einstreu dienen autoklavierte Weichholzspéne
(Altromin). Die Einstreu der Kéfige wird einmal in der Woche gewechselt. Bei Bedarf
erhalten die Miuse Nistmaterial (,,Nestlets“ Emsicon). Wasser und Futter steht den

Tieren zur freien Verfligung (pelletierte Standarddidt Altromin 1314 Ratte/Maus).
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Zur Zucht werden i.d.R. jeweils zwei geschlechtsreife Weibchen (Alter fiinf bis 30
Wochen) zu einem geschlechtsreifen Médnnchen (Alter sechs Wochen bis 1 1/2Jahre)
gesetzt. Im Alter von vier Wochen werden die Jungtiere von der Mutter abgesetzt und
nach Miannchen und Weibchen getrennt. Die Genotypisierung der Tiere erfolgt mittels
einer Polymerasen-Ketten-Reakion (PCR). Zu diesem Zweck wird den Méusen im Alter
von ca. fiinf bis zehn Tagen eine Zehe kupiert und eine PCR mit spezifischen Primern

durchgefiihrt (Werner, 2002).

3.3 Untersuchung der Darmpassage mit Bariumsulfat

Auf Grund des ausgepriigten Phinotyps im Magen-Darm-Trakt der IRAG*'**!* Maus
wurde mittels Rontgenkontrastuntersuchungen die Nahrungspassage untersucht. Ront-
genkontrastmittel erhohen den Kontrast von Organen und Organsystemen. Sie werden
verwendet, um Gewebe dhnlicher Rontgendichte besser differenzieren und um Funk-
tionsstudien durchfiihren zu kdnnen. Rontgenkontrastmittel miissen prinzipiell fiir den
Korper unschidlich sein und via naturalis wieder ausgeschieden werden. Die Kontrast-
erhohung kann durch Substanzen sehr geringer oder sehr hoher Absorption erfolgen.
Durch das Kontrastmittel wird die Absorption der Rontgenstrahlen im Inneren des
Darms verdndert, so dass er sich im Rontgenbild deutlicher hervorhebt. Bariumsulfat ist
ein Positiv-Kontrastmittel und liegt als Suspension (BaSO,) vor. Positive Kontrastmittel
sind fiir Rontgenstrahlen weniger durchlissig als Weichteilgewebe und daher erschei-
nen die Organe im Bild weil. Zur Versuchsvorbereitung werden die Tiere ca. zwei
Wochen vor der Untersuchung an eine Manschette gewohnt, mit deren Hilfe das Tier
am Rontgentisch fixiert wird. Diese Baumwollmanschette soll ein iibermiBiges Zappeln
der Tiere verhindern. Vier bis sechs Stunden vor Beginn der Untersuchung wird den
Tieren die Nahrung entzogen, Wasser steht die ganze Zeit ad libitum zur Verfiigung. Im
nicht narkotisierten Zustand wird den Mausen mit Hilfe einer Schlundsonde 0,3 ml
Rontgenkontrastmittel (Bariumsulfat, Micropaque®, Guerbet, Sulzbach, Germany) ver-
abreicht. Nach 2, 30 und 60 Minuten werden Rontgenaufnahmen angefertigt. Zur

Analyse werden jeweils IRAG*'?/A!2

- und Wildtyp- Geschwisterparchen herangezogen.
Die Untersuchung selbst fand an der Klinik fiir Chirurgie der Tierérztlichen Fakultdt der
Ludwig-Maximilians-Universitdt Miinchen statt. Als Rontgengerdt kam der Siregraph
D2 von Siemens zum Einsatz, bei der Belichtungsmaschine handelte es sich um einen
Polymar 70. Die Entwicklung der Filme erfolgte mit Agfa ADC Kompakt sofort nach

der Belichtung. Als Platten wurden MADCCMD played verwendet.
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3.4 Korpergewichtsentwicklung

Die Entwicklung des Korpergewichts wird durch ein Wiegeprotokoll aufgezeichnet. Mit
Hilfe einer Prizisionswaage kann das Korpergewicht der Mause auf 0,1 g genau erfasst
werden. Die Tiere wurden ab einem Alter von zwei Wochen bis zu einem Alter von ca.

28 Wochen zweimal pro Woche gewogen und das Gewicht dokumentiert.

3.5 Untersuchung der Stoffwechselvorgiange

Die Untersuchung der Stoffwechselfunktionen soll Aufschluss iiber die Funktionsfahig-
keit des Korpergefiiges und vor allem iiber die Unterschiede zwischen den einzelnen
Maiusen liefern. Fiir diese Untersuchungen wird eine Versuchsmaus fiir einen Tag der
Woche in einen speziell angefertigten Bilanzkifig gesetzt. Durch ein am Boden befind-
liches Gitter wird die Kollektion von Exkrementen ermoglicht und zum anderen wird
eine Verschleppung der Futterreste durch die Tiere im Kéfig unterbunden. Unter dieses
Gitter kann ein Blotpapier (GB 002 von Schleicher und Schuell) durch einen Schlitz im
Kifig geschoben werden. Nach einer Stunde wird dieses wieder entfernt. Der entstan-
dene Harnfleck wird dann ausgeschnitten und gewogen. Der Vorgang wird am nichsten

Tag wiederholt.

Zur Ermittlung des Wasserverbrauchs werden die Trinkflaschen an zwei aufeinander
folgenden Tagen zur selben Zeit gewogen. Die Differenz ergibt den Tages-Wasserver-

brauch der einzelnen Tiere.

Analog wird der Futterverbrauch ermittelt. Das Futter wird beim Umsetzen und nach 24
Stunden erneut gewogen. Auch hier ergibt die Differenz aus beiden Messungen den

Tages-Futterverbrauch der Tiere.

Durch das im Kifig vorhandene Gitter kann die in 24 Stunden entstandene Kotmenge

gesammelt und dann die Tageskotmenge ermittelt werden.

3.6 Kraftmessungen am glatten Muskel

Isometrische Kraftmessungen stellen eine gute Methode dar, um die physiologische Be-
deutung des cGKI Substratproteins IRAG fiir die Relaxation der glatten Muskulatur zu
untersuchen. Da der Phéanotyp dieser Maus sich vor allem im Gastrointestinaltrakt aus-
bildet, wird Darmgewebe fiir die Untersuchungen herangezogen. Zur Untersuchung

kamen das Colon und die einzelnen Diinndarmabschnitte. Die isometrische



3 Material und Methoden 33

Kraftentwicklung von Muskelpriparaten wird mit einem induktiven Kraftmesser
(Myograph601, Danish Myo Technology www.dmt.dk) und einem Datener-
fassungssystem aufgezeichnet. Als Préparate wurden Langssegmente aus dem Colon,
[leum, Jejunum und Duodenum verwendet. Zusitzlich sollten im Rahmen dieser Unter-

suchung auch Ringsegmente des Colons erforscht werden.

3.6.1 Substanzen, Losungen und Stammlosungen

Alle verwendeten Chemikalien und Salze wurden in der hochsten verfiigbaren Reinheit

verwendet.

3.6.1.1 Losungen

In den Versuchen wurde Tyrodeldsung mit der in der nachfolgenden Tabelle beschrie-

benen Zusammensetzung verwendet.

Zusammensetzung der CO, Tyrode und der K™ 85 mM Tyrode:

CO, Tyrode K" 85 mM Tyrode

NaCl 136,9 mM NaCl 57 mM
KCl 5,4 mM KCl 85 mM
CaCl, 1,8 mM CaCl, 1,8 mM
MgCl, 1,05 mM MgCl, 1,05 mM
NaHCO; 11,9 mM NaHCO; 11,9 mM
NaH,PO4 0,42 mM NaH,PO4 0,42 mM
Glucose 5,6 mM Glucose 5,6 mM

Die Losungen wiesen nach Begasung mit Carbogen (95% O,, 5% CO,) einen pH von
7,4 auf. Alle Versuche wurden in CO, Tyrode durchgefiihrt. Die K™ 85 mmol/l Tyrode

hingegen wurde zur Stimulation der Kontraktion durch Depolarisierung benutzt.
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3.6.1.2 Substanzen

Die folgenden Substanzen wurden bezogen von:
» Calyculin A
Alexis (alexis-d@alexis-corp.com)
» cBIMPS

Biolog (www.biolog.de)

» Carbamylcholin-hydrochlorid (Carbachol, CCh)

Sigma (www.sigma-aldrich.com)

» 8-Br-cGMP
Biolog (www.biolog.de)

» Dimethylsulfoxid (DMSO)

Sigma (www.sigma-aldrich.com)

> Lanthan-Chlorid

Sigma (www.sigma-aldrich.com)

» IBMX (3 Isobutyl-1methylxanthine)
Sigma (www.sigma-aldrich.com)

» Thapsigargin
Alexis, (alexis-d@alexis-corp.com)

Alle nicht aufgefiihrten Substanzen wurden von Sigma bezogen

3.6.1.3 Stammlosungen

CCh wird als 1 M Stammldsung in Aqua bidest geldst. Eine 100 mM Stammldsung von
8-Br-cGMP wird in doppelt destilliertem Wasser angesetzt. CCh wird bei 4°C,
8-Br-cGMP wird bei -20°C aufbewahrt.

Alle organischen Substanzen wurden in DMSO gel6st und in der entsprechenden Kon-
zentration zugegeben. cBIMPS und Thapsigargin wurden in DMSO als Stammldsung
unterschiedlicher Konzentrationen geldst und bei -20°C aufbewahrt. DMSO alleine

hatte keinen Einfluss auf die untersuchten Parameter.

3.6.2 Priparate

Die Mause werden durch transzervicale Dislokation euthanasiert und auf dem Riicken

fixiert. Das Fell liber dem Abdomen wird mit 80%-igem Ethanol desinfiziert.
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Die Eroffnung des Abdomens erfolgt in der Medianen. Das Darmkonvolut wird nach
links extraperitoneal verlagert, bis der jeweilig zu untersuchende Teil des Darms gut

darzustellen ist.

3.6.2.1 Priparation des Colon Lingsmuskels

Die Gesamtlinge des Colons betrdgt bei einer adulten Maus ca. 9 cm. Das Colon
besteht aus einem aszendierenden, einem transversalen und einem deszendierenden
Teil, der ohne klare Trennung in das Rectum iibergeht. Nach Eroffnung der Bauchhohle
und Freilegen des Colons wird es am cranialen bzw. caudalem Ende durchtrennt.
Nachdem das Gekrose und die Blutgefae groBziigig entfernt sind, wird das Colon in
eine mit Tyrode gefiillte Prdparierschale gelegt. Die in der Schale befindliche
Tyrodeldsung ist vorher auf 37°C (+ 0,5°C) erwdrmt und mit Carbogen begast worden.
Nach sorgfaltiger Befreiung des Colons von noch vorhandenem Bindegewebe, Béndern,
Gekrose und BlutgefaBBen wird es vorsichtig mit Hilfe einer Spritze gespiilt, bis es voll-
kommen leer ist. Der Darm wird dann in ca. 5 mm lange Stiicke segmentiert. Durch die
beiden Enden eines jeden Stiickes wird mit Hilfe einer Pinzette ein handelsiiblicher
Néhfaden gezogen und mit zwei Knoten befestigt. Mit diesem Faden wird an jedem
Ende eine Schlaufe geformt, durch die das Préparat an den Kraft-Aufnehmern fixiert

wird.

3.6.2.2 Priparation des Ringmuskels am Colon

Das Colon wird entsprechend der Priparation des Lingsmuskels aus der Abdominal-
hohle entnommen. Nachdem Fett und iiberschiissiges Gewebe entfernt und das Colon
von Kot befreit ist, wird es in ca. 3 bis 4 mm grofle Segmente unterteilt. Durch das
Darmlumen der einzelnen Segmente wird jeweils chirurgisches Nahtmaterial (Seide,
schwarz, geflochten, Metric 1 von der Firma Vdokel) vorsichtig hindurch gezogen. Die
Seidenfdden werden anschlieend an der langen Seite des Priparates verknotet. Mit
Hilfe der mit den Seidenfiden geformten Schlaufe werden die Préparate an den

L-férmigen Kraftaufnehmern befestigt.

3.6.2.3 Priparation des Lingsmuskels am Duodenum

Nach Eroffnung der Bauchhohle und Identifizierung des Magens wird das Duodenum
ca. 1 bis 2 cm nach dem Pylorus durchtrennt. Die Plica Duodenocolica, die Colon und
Duodenum verbindet, dient zur Identifizierung des distalen Endes des Duodenums.

Nach dem Durchtrennen des Duodenums am Ende dieser Plica und der groben
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Entfernung des Gekroses, der Blutgefdlle und des Bindegewebes wird das Duodenum
ebenfalls in eine mit warmer Tyrodelosung gefiillten Préparierschale gelegt. Dariiber
hinaus wird mit den Priparaten genauso verfahren wie mit den Langsmuskelpréiparaten

des Colons.

3.6.2.4 Priparation des Lingsmuskels des Ileums

Die Identifikation des relativ kurzen aber, kréftigen, auch als Hiiftdarm bezeichneten,
Ileums geschieht mit Hilfe der antimesenterial befestigten Plica ileocaecalis. Diese Plica
definiert die Ausmafle dieses Darmabschnittes. Nach der Entnahme des Darmab-
schnittes wird mit dem Priparat genauso verfahren wie mit den vorher beschriebenen

Préparaten.

3.6.2.5 Priparation des Lingsmuskels am Jejunum

Das Jejunum stellt den ldngsten Diinndarmabschnitt dar. Dieser befindet sich zwischen
Duodenum und Ileum und wird demnach genauso identifiziert. Die Praparation der ein-
zelnen Darmsegmente erfolgt genauso wie bereits bei den anderen Léngsmuskelpra-

paraten beschrieben.

3.6.3 Versuchsablauf und Durchfiithrung

3.6.3.1 Colon Liingsmuskel

Die Kraftmessungen erfolgen durch Befestigung der Colonpréparate horizontal in einem
mit 5 ml Tyrode gefiillten Organbad an den L-formigen Kraft-Aufnehmern (Myo-
graph601, Danish Myo Technology www.dmt.dk). Die Tyrode in den Organbiddern
wird die gesamte Versuchsdauer bei 37°C (+ 0,5°C) gehalten und mit Carbogen begast.
Die Colonpriparate werden mechanisch auf ca. 10 mN vorgedehnt. Nach Einstellung
eines Gleichgewichtszustands werden die Pridparate mit CCh, Kalium, oder
Thapsigargin stimuliert. Die dadurch induzierte Kontraktion wird als Bezugspunkt auf
100% gesetzt. Carbachol (CCh) besitzt eine ausgeprigte Wirkung auf glattmuskuldre
Organe im Abdomen, speziell im Verdauungsapparat, und wird deshalb zu Stimulation,
z. B. bei postoperativen Atonien, verwendet. CCh ist ein Acetylcholin-Analogon, das
auf die Acetylcholin-Rezeptoren wirkt, aber anders als Acetylcholin (ACh) verzogert
durch die Acetylcholinesterase (ACE) abgebaut wird. Zum Auswaschen des CChs
(10 uM) bzw. des Kaliums (85 mM) wird sechsmal mit je 5 ml Tyrode gespiilt. An-

schlieBend wird erneut mit Hormon bzw. Kalium stimuliert. Die dritte in dieser Arbeit
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verwendete Stimulationsart ist die Hemmung der SERCA durch Thapsigargin. Dieser
SERCA-Inhibitor fiihrt zu einer langsamen Entleerung der intrazelluldren Speicher und
damit zum Anstieg der Calciumkonzentration in der Zelle, da das im Zytosol
vorhandene Calcium nicht in die Speicher zuriickgepumpt werden kann. Zusétzlich
kommt es zur Offnung der so genannten store operated channels (SOCs). Durch diese
kommt es zum Einstrom von Calcium in das Zytosol (SOCE). Nach Erreichen eines
Gleichgewichtszustandes (nach ca. 20 min) werden verschiedene Inhibitoren zuge-
geben. Zur Relaxation wurde 8-Br-cGMP verwendet. Das cGMP-Analogon kam zum
Einsatz, da es einerseits aufgrund seiner Lipophilie die Zellmembran passieren kann,
andererseits aber auch von den Phosphodiesterasen nicht so leicht abgebaut wird (Ruth
et al,, 1991). Zur Definierung des Nullwertes und als Positiv-Kontrolle wurden die
Priparate mit dem Phosphodiesteraseinhibitor IBMX (100 pM) am Ende jedes
Versuches maximal erschlafft. IBMX ist eine Substanz, die sehr permeabel fiir die Zell-
membran ist und dadurch leicht in die Zelle gelangen kann.

Bei den Versuchen zur repetitiven Stimulation werden die Préparate 4-mal mit CCh
stimuliert, wobei zwischen den einzelnen Schritten CCh immer wieder ausgewaschen
wird. Zwischen der dritten und vierten Stimulation wird mit 8-Br-cGMP fiir ca. 20 min

vorinkubiert.

3.6.3.2 Colon Ringmuskel

Die 5 ml Tyrode in den Organbddern wird ebenfalls auf 37°C erwdrmt und die gesamte
Versuchsdauer mit Carbogen begast. Die Vordehnung der Préparate betridgt diesmal
zwischen 4 und 7 mN. Nach Einstellung des Gleichgewichtszustandes werden die Pra-
parate ebenfalls mit CCh stimuliert. Zum Auswaschen des CChs wird sechsmal mit je
5 ml Tyrode gespiilt und anschlieBend erneut mit CCh stimuliert. Nachdem der ,,Steady
State*-Zustand erreicht ist, wird 8-Br-cGMP hinzugegeben. Auch hier wird zur Bestim-

mung des Nullpunktes mit IBMX eine maximale Erschlaffung hervorgerufen.

3.6.3.3 Diinndarm Lingsmuskel

Mit den Préparaten aller drei Diinndarmabschnitte wird genauso verfahren wie mit den
Langsmuskelpraparaten des Colons. Die mechanische Vordehnung der Préparate liegt

hier zwischen 5 und 10 mN.
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3.7 Versuchsauswertung

Die isometrische Kraftentwicklung wird mit einem induktiven Kraftmesser (Myo-
graph601, Danish Myo Technology www.dmt.dk), der an einen Computer ange-
schlossen ist, aufgezeichnet. Die Relaxation wird als Prozent der initialen Kraftent-
wicklung nach CCh, Kalium, bzw. Thapsigargin Zugabe errechnet. Fiir alle unter-
suchten Parameter werden das arithmetische Mittel und SEM (standard error of mean)
errechnet. In Séulendiagrammen sind die Mittelwerte der Resultate verschiedener Sub-
stanzwirkungen in Prozent der Kontrolle sowie ihr SEM dargestellt. Das Auswerten der
Versuche erfolgt mit Hilfe von OriginPro 6.1. Zur Erstellung der Graphiken wird das
Programm GraphPad Prism 3.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA) verwendet.

3.8 Statistische Methoden

Alle Ergebnisse in dieser Arbeit sind als Original-Aufzeichnungen, Foto oder als
Mittelwert + SEM dargestellt. Statistische Unterschiede werden mit Hilfe des Student
t-Test untersucht. Der Student t-Test dient zum Vergleich zweier Mittelwerte aus
normal verteilten Grundgesamtheiten. Sternchen zeigen einen statistisch signifikanten
Unterschied zwischen zwei Mittelwerten an. Irrtumswahrscheinlichkeiten sind in p
angegeben, wobei p<0,05 signifikant (*), p<0,01 sehr signifikant (**) und p<0,001
(%) hoch signifikant bedeutet. Die Signifikanz-Rechnungen werden mit Hilfe von
GraphPad Prism 3.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA) erstellt, wobei n die

Anzahl der untersuchten Priparate angibt.
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4.1 Untersuchung physiologischer Parameter der IRAGA'¥A1
Mutante

Das [P3;-Rezeptor assoziierte cGMP-Kinase Substrat IRAG nimmt in der
NO/cGMP/cGKI Signalkaskade eine wichtige Funktion ein. Es stellt das Bindeglied
zwischen dem IP3;-Rezeptor Typ 1 und der c¢GKI dar. Die kiirzlich generierte
IRAG*'¥*1? Mutante, bei der die Interaktionsstelle mit dem IPs-Rezeptor Typ I gestort
ist, erlaubt es, die Funktion dieses Proteins ndher zu untersuchen. Die [RAGA!ZA12
Maiuse sind lebensfdhig, zeigen aber massive Verdnderungen im gesamten Gastro-

intestinaltrakt.

4.1.1 AuBeres Erscheinungsbild

Im Alter von acht Wochen gab es keinen Unterschied im Erscheinungsbild von
Kontroll- und IRAG*'¥*'? M#usen. Nach einem Zeitraum von ca. zwei Monaten verin-
dert sich das duBere Erscheinungsbild der IRAG*'**'* Miuse. Sie zeigen ein gestdrtes

Allgemeinbefinden, Apathie, Bewegungsunlust und eine Kyphose (siche Abbildung 7).

A B

Abbildung 7: Erscheinungsbild einer Wildtypmaus (A) und einer IRAG 22> Maus (B).

Diese Befunde weisen auf Stérungen im abdominalen Bereich hin. Nach einem Zeit-
raum von zwoOlf Monaten zeigte sich ebenfalls eine erhohte Sterblichkeit der

IRAG*'#*'? Mause (siche Abbildung 8).
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4.1.2 Sterblichkeit

Dic statistische Analyse ergab eine signifikant hohere Sterblichkeit der IRAG*'*A!?

Miuse. Nach sechs Monaten sind ca. 50% der IRAG*'¥*'2 Miuse gestorben. Zwischen

+/A12

den Wildtypméausen und den heterozygoten IRAG Maiusen konnte in Bezug auf die

Sterblichkeit kein signifikanter Unterschied beobachtet werden (siche Abbildung 8).
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Abbildung 8: Mittlere Sterblichkeitsrate von Wildtyp-, heterozygoten IRAG*- und IRAGY4”
Miiusen. Die Anzahl n der untersuchten Mduse ist in der Legende fiir die jeweilige Mauslinie angegeben.

Aufgrund dieses Ergebnisses wurden Parameter untersucht, die Aufschluss iiber die
Ursache der erhShten Sterblichkeit der IRAG*'?*!'> Miuse geben konnten. Parameter fiir
die Entwicklung eines Organismus stellen unter anderem das Gewicht, die tigliche
Wasser- bzw. Nahrungsaufnahme und die tiglich abgegebene Kot- bzw. Harnmenge
dar. Diese Parameter wurden fiir die drei Mauslinien in Abhingigkeit von der Zeit

ermittelt.
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4.1.3 Korpergewichtsentwicklung

Fiir die Untersuchung der Korpergewichtsentwicklung wurden iiber mehrere Monate
Mause unterschiedlichen Alters zweimal pro Woche gewogen. Die Anzahl n der unter-
suchten Miuse betrug zwischen zehn und 20 Stiick fiir jede Lebenswoche. Bei der
Untersuchung der Gewichtszunahme konnte mit Hilfe des Student-t-Test kein signifi-
kanter Unterschied zwischen den verschiedenen Maustypen festgestellt werden. Auch
im Alter von vier bis fiinf Monaten, bei der die erhohte Sterblichkeit schon auffiel,
waren alle untersuchten Tiere anndhernd gleich schwer. Dies gilt sowohl fiir die

méinnlichen als auch fiir die weiblichen Tiere (siche Abbildung 9).
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Abbildung 9: Mittelwerte + SEM der Korpergewichtsentwicklung von Wildtyp-, heterozygoten
IRAG ™"~ und IRAG***”?> Miiusen (n=10-20). In A ist die Gewichtsentwicklung der Ménnchen, in B
die Gewichtsentwicklung der Weibchen, in Abhdngigkeit vom Alter der verschiedenen Maustypen dar-
gestellt.

4.1.4 Trinkwasserverbrauch und Harnabsatz

Sollen Gewebe und Organe ihre physiologischen Funktionen erfiillen, miissen sie von
einem wissrigen Milieu umgeben sein. Jeder Organismus gibt jedoch auf unterschied-
lichen Wegen Wasser ab. Diese Verluste muss das Individuum ausgleichen, um seine

Korperfunktionen aufrechtzuerhalten. Aus diesem Grunde wurden als weitere Parameter

der tigliche Trinkwasserverbrauch und der tigliche Harnabsatz der IRAG*'¥“'%-

A12/A12
G

Mutanten gemessen. Es wurden jeweils drei Wildtypméduse und drei IRA Maiuse

einmal pro Woche iiber einen Zeitraum von acht Monaten untersucht. Im Alter von 25
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Wochen war der Trinkwasserverbrauch bei den Wildtypméausen signifikant gréfer als
bei den IRAG*'*'? Miusen. Die abgegebene Harnmenge der beiden Maustypen
hingegen blieb die gesamte Versuchsdauer nahezu gleich (siehe Abbildung 10).
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Abbildung 10: Mittelwerte + SEM des Wasserverbrauches (A) und des Harnabsatzes (B) von Wildtyp-
und IRAG*”*? Miiusen (n=3). Die schwarze Kurve gibt den zeitlichen Verlauf des Wasserverbrauchs
bzw. des Harnabsatzes bei den Wildtypmdusen, die rote Kurve bei den IRA G112 Miiusen wieder.

Da die Anzahl der untersuchten Mause aber mit n=3 relativ gering ist, sollte man dieses

Ergebnis als eine weiter zu untersuchende Tendenz werten.

4.1.5 Futterverbrauch und Kotabsatz

Neben der Wasseraufnahme und dem Harnabsatz geben vor allem Futteraufnahme und
Kotabsatz Auskunft tiber die Funktionsfahigkeit eines Organismus. Deshalb wurde die
Futteraufnahme und der Kotabsatz, sowohl bei den Kontroll- als auch bei den
IRAG*'¥*1? Miusen untersucht. Fiir diese Experimente wurden dieselben Méuse, die
schon zu den vorausgegangenen Versuchen herangezogen wurden, verwendet. Um
Anbhaltspunkte {liber die Funktion des Gastrointestinaltrakts zu gewinnen, wurde die
Kotmenge an einem Tag der Woche iiber 24 Stunden quantifiziert. Der Anstieg des
Futterverbrauchs um die 21. Woche ist wahrscheinlich auf eine Futterumstellung zu-
riickzufiihren. Die geringere Energiedichte des neuen Futters konnte das Fressverhalten
beider Mausgruppen erkldren. Ab einem Alter von ca. acht Wochen zeigte sich eine

A12/A12
G

signifikant geringere Kotausscheidung der IRA Maiuse. Im Gegensatz dazu blieb
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die Futteraufnahme der beiden untersuchten Mausgruppen nahezu gleich (siehe

Abbildung 11).
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Abbildung 11: Mittelwerte + SEM des Futterverbrauches (A) und des Kotabsatzes (B) von Wildtyp-
und IRAG***"? Miiusen (n=3). Die schwarze Kurve gibt den zeitlichen Verlauf des Futterverbrauchs
bzw. des Kotabsatzes bei den Wildtypmdusen, die rote Kurve bei den IRAG**“"> Mciusen wieder

Wie schon bei den vorherigen Untersuchungen wurden hier drei Mause pro Mauslinie
untersucht. Aufgrund der geringen n-Zahl kann man auch hier bei der Bewertung der
Ergebnisse nur von Tendenzen sprechen. Trotzdem gibt dieses Ergebnis einen Hinweis

A12/A12
G Maus. Zur ge-

auf Probleme der Futterpassage im Magen-Darm-Trakt der IRA:
naueren Analyse wurde deshalb die Darmpassage mit Hilfe von Rontgenkontrastmitteln

untersucht.

4.1.6 Untersuchung der Darmpassage mit Bariumsulfat

Zur Visualisierung der Darmpassage wurde den Méusen mit Hilfe einer Magenschlund-
sonde das Kontrastmittel Bariumsulfat verabreicht und der Passageverlauf zu den Zeiten
2, 30 und 60 Minuten nach Applikation durch Erstellung eines Rontgenbildes verfolgt
(siche Abbildung 12). Bei Bariumsulfat handelt es sich um ein Positiv-Kontrastmittel,
deshalb erscheinen die mit Bariumsulfat gefiillten Organe im Bild weill. In der
Abbildung 12 A ist der Kontrastmittelverlauf nach 2 Minuten dargestellt. Bei den
Wildtypmaéusen ist nach diesem Zeitraum kein Kontrastmittel mehr im Oesophagus
vorhanden. Das Bariumsulfat befindet sich bereits im gesamten Magen und am Beginn

des Duodenums. Bei der IRAG*'**!"> Mutante hingegen kann man deutlich einen
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sackformig erweiterten und mit Bariumsulfat gefiillten Oesophagus, einen so genannten
Megaoesophagus, erkennen (Kraft et al., 1998). Ferner ist der Magen nur teilweise und
das Duodenum noch gar nicht mit Kontrastmittel gefiillt. Wahrend bei der Wildtypmaus
im oberen Gastrointestinaltrakt nach 30 min kein Bariumsulfat mehr zu erkennen ist,
kann man bei der IRAG*'**!> Maus noch deutlich Bariumsulfat im Magen und im

Oesophagus feststellen (siche Abbildung 12 B).

I RAGA12/A12

30 min

Abbildung 12: Rontgenkontrastuntersuchung der Magen-Darm-Passage mit Bariumsulfat beispielhaft
an je einer Wildtyp- und einer IRAG***"> Maus. Den Mcusen wurde 0,3 ml Bariumsulfat mit Hilfe einer
Magenschlundsonde verabreicht. Die Organe, die Bariumsulfat enthalten, erscheinen im Bild weifs. Je-
weils 12 Mduse pro Mauslinie wurden 2 min (A), 30 min (B) und 60 min (C) nach der Bariumsulfat-
Applikation gerontgt.
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Nach 60 min ist bei der Wildtypmaus Bariumsulfat nur noch in den verschiedenen
Diinndarmabschnitten und am Beginn des Dickdarms zu sehen. Bei der [RAGA! 7412
Mutante hingegen kann man sogar nach 60 min noch Bariumsulfat im Oesophagus er-
kennen (siche Abbildung 12 C). Das meiste Bariumsulfat befindet sich jetzt im Duo-
denum und am Beginn des Jejunums. Der Dickdarm ist jedoch immer noch vollkommen
frei von Kontrastmittel. Dieser Befund deutet auf eine verzogerte Magen-Darm-Passage

der IRAG*'¥*12 Maus hin.

4.1.7 Eroffnung des Abdomens der IRAG*'"A12 Maus

A12/A12
G

Die Verzogerung der Magen-Darm-Passage in der IRA Mutante ldsst auf eine

Funktionsstorung der glatten Muskulatur des Gastrointestinaltrakts schlieBen. Aus

diesem Grund wurde die Abdominalhohle untersucht.

Magen

Caecum

Abbildung 13: Eriffnete Abdominalhéhle einer Wildtypmaus (A) und einer IRAGY**”?> Mutante (B).

Eroffnet man die Bauchhohle, fillt zunéchst auf, dass das retroperitoneale Fettgewebe
nur noch sehr wenig ausgepragt ist und dass alle Organe des Gastrointestinaltrakts stark
dilatiert sind. Der extrem vergroferte Magen, der sich auf der linken Korperseite vor-
wolbt (siche Abbildung 13), ist mit Fliissigkeit, verkrustetem Futter und Haaren gefiillt.
Wabhrscheinlich ist die starke Dilatation des Magens verantwortlich fiir die Verlagerung
des Caecums von der linken Hilfte der Abdominalhéhle in die rechte Hilfte. Uberdies

wird das Caecum gedreht. Das Corpus caeci wird von dorsal nach ventral verlagert.
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Auffallend ist ebenfalls die starke Fiillung des gesamten Darmkonvolutes (siche

Abbildung 13).

4.2 Funktionelle Analyse isolierter Darmmuskelpriparate

Da die bisherigen Befunde auf eine Stérung des Magen-Darm-Trakts in den IRAG*'#412

Maiusen schlieBBen lassen, wurde die glatte Muskulatur des Darmtraktes mit Hilfe von
isometrischen Kraftmessungen untersucht. Als Versuchstiere dienten neben den Wild-
typ-, den IRAG*'**'* Miusen und den heterozygoten IRAG™*'> Mausen auch ¢cGKI™
Maiuse mit den dazugehorigen Kontrollmédusen. Bei den ¢GKI defizienten Méusen sind
beide Isoformen der ¢cGKI ausgeschaltet. Da diese Méuse bereits in einem Alter von
vier bis sechs Wochen sterben, waren diese Tiere bei den Untersuchungen sehr viel
jinger als die anderen Versuchstiere. Um Unterschiede auf Grund des geringen Alters
der ¢cGKI”™ Miuse auszuschlieBen, wurden als weitere Kontrollmiduse Geschwister zu

den cGKI”* Miusen untersucht.

4.2.1 Spontanaktivitat

4.2.1.1 Spontanaktivitit des Lingsmuskels im Colon

Nach der Préparation des Langsmuskels wurden spontane Kontraktionen in allen Pré-
paraten beobachtet (siche Abbildung 14 A und B). Die Spontanaktivitét setzt sich aus
rhythmischen Kontraktionen zusammen. Diese Kontraktionen werden anhand der Fre-
quenz und der Amplitude untersucht. Die Abbildung 14 C und D zeigt, dass es zwi-
schen den fiinf verschiedenen Mauslinien keine signifikanten Unterschiede in Bezug auf
Amplitude und Frequenz des Léngsmuskels im Colon gibt. Die Frequenz reicht von
12 (= 1,1) Kontraktionen bis zu 8 (+ 1,0) Kontraktionen pro fiinf Minuten. Die Ampli-
tuden der Kontraktionen lagen zwischen 0,2 (= 0,019) N/g und 0,25 (£ 0,024) N/g
(n=15-106). Die Untersuchung des Ringmuskels im Colon ergab ebenfalls keine signi-

A12/A12
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fikanten Unterschiede zwischen den Wildtyp und den IRA Maéusen in der Spon-

tanaktivitdt (keine graphische Darstellung).
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Abbildung 14: Spontanaktivitit des Lingsmuskels im Colon. In A und B sind die Originalaufzeichnung
einer Wildtypmaus bzw. einer IRAG “'**”? Maus gezeigt. In C ist die Frequenz und in D die Amplitude
der verschiedenen Prdparate gezeigt. Die jeweiligen Mittelwerte + SEM sind angegeben. Die Anzahl n
der gemessenen Prdparate ist in den Balken abgebildet.

4.2.1.2 Spontanaktivitit des Lingsmuskels im Jejunum

Da der Diinndarm ebenso wie der Dickdarm ein spontanaktives Gewebe ist, sind mog-
liche Unterschiede bei den untersuchten Mauslinien hier ebenfalls von Interesse. Wie
im Colon wurden auch hier die Amplitude und die Frequenz des Muskels aus den ver-
schiedenen Mauslinien untersucht. Aus der Abbildung 15 kann man entnehmen, dass
keine signifikanten Unterschiede in Bezug auf Amplitude und Frequenz zwischen den
einzelnen Mauslinien festzustellen waren. Die Frequenz reicht von 32 (+ 1) Kontrak-
tionen pro Minute bis zu 34 (+ 1) Kontraktionen pro Minute (n=16-162). Die Amplitude
lag zwischen 0,25 N/g (£ 0,01) bis zu 0,30 N/g (£ 0,05). Die drei Diinndarmabschnitte,
Duodenum, Jejunum und Ileum, wurden getrennt voneinander untersucht. Da sich zwi-
schen ihnen keine signifikanten Unterschiede zeigten, wurde nur das Jejunum als Bei-

spiel fiir einen Diinndarmabschnitt aufgefiihrt.
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Abbildung 15: Spontanaktivitit des Lingsmuskels im Jejunum. In A ist die Registrierung der Spontan-
aktivitit einer Wildtypmaus-Priparation gezeigt, in B die einer IRAG*?*? Mutante. In C und D sind die
Mittelwerte = SEM in Bezug auf Amplitude und Frequenz der jeweiligen Prdparate dargestellt. Die
Anzahl n der gemessenen Prdiparate ist in den Balken angegeben.

4.2.1.3 Effekt von 8-Br-cGMP auf die Spontanaktivitit im Lingsmuskel des Colons

Um den Einfluss des NO/cGMP/cGKI Signalwegs auf die Generierung der Spontan-
aktivitdt zu bestimmen, wurde cGMP (300 uM) auf den unstimulierten glatten Muskel
des murinen Colons gegeben. Fiir die Versuche kam das membranpermeable cGMP-
Analogon 8-Br-cGMP zum Einsatz. Aus der Abbildung 16 kann man ersehen, dass
8-Br-cGMP eine deutliche Wirkung auf die Spontanaktivitit der Colonpraparate hat.
Die Frequenz wird in allen drei untersuchten Mauslinien deutlich um ca. 35% reduziert.
Zwischen den untersuchten Mauslinien konnte allerdings kein signifikanter Unterschied
in der Frequenz der Spontanaktivitit des Colons, nach der Gabe von 8-Br-cGMP,
festgestellt werden. Wie in der Abbildung 16 zu sehen ist, bewegt sich die Frequenz bei
allen drei untersuchten Mauslinien zwischen 65% (+ 9%) und 68% (+ 6%) der Kon-
trolle (n=4-6). Die Auswertung der Colonpriparate in Bezug auf die Amplitude
erbrachte ebenfalls eine deutliche 8-Br-cGMP-Wirkung. Bei allen drei untersuchten

Mauslinien bewirkt 8-Br-cGMP eine deutliche Reduktion der Amplitude (n=4-6).
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Abbildung 16: Mittelwerte = SEM der Effekte von 8-Br-cGMP auf die Spontanaktivitit (A: Frequenz,
B: Amplitude) des Lingsmuskels im Colon von Wildtyp-, heterozygoten IRAG’- und IRAG**4"”
Moiiusen. Die Anzahl n der gemessenen Priparate ist in den Balken angegeben. n. s. steht fiir nicht
signifikant, #** steht fiir hoch signifikant (p<0,001).

In den Wildtypméausen und in den heterozygoten IRAG"*'? Miusen werden die Ampli-
tuden auf 25% (+ 3%) und auf 26% (+ 8%) der Kontrolle reduziert. In der IRAG*'¥41?
Mutante hingegen betrégt die Amplitude auch nach der Zugabe von 8-Br-cGMP 66%
(£4%) der Kontrolle (n=6). 8-Br-cGMP zeigt demnach bei allen drei untersuchten
Mauslinien eine deutliche Wirkung, sowohl auf die Amplitude als auch auf die
Frequenz der Colonprédparate. Im Gegensatz zu der Frequenz sieht man jedoch einen
hoch signifikant schwicheren Effekt von 8-Br-cGMP auf die Amplitude des
IRAG*'?*!? Colons.

4.2.1.4 Effekt von 8-Br-cGMP auf die Spontanaktivitiit des Lingsmuskels im

Jejunum

Im Diinndarm der Wildtypméuse bewirkte 8-Br-cGMP ebenfalls eine Reduktion von
Frequenz und Amplitude, wie in der Abbildung 17 ersichtlich ist. Die Frequenz des
Wildtyp-Jejunums sinkt deutlich auf 50% der Kontrolle (£ 2%) (n=16). Ebenso verhilt
es sich mit der Amplitude. Diese sinkt ebenfalls auf 50% der Kontrolle (= 7%) (n=16).
In der ¢cGKI” und in der IRAG*'**'> Maus hat 8-Br-cGMP keinen Einfluss auf die
Spontanaktivitit der Jejunumpréiparate. Ebenso verhélt es sich mit der Frequenz dieser
Préaparate beider Mauslinien (n= 7-8). Das gleiche Ergebnis kann bei der Auswertung
der Amplitude erzielt werden. Hier findet sich bei beiden Mauslinien kein signifikanter

Unterschied (n= 7-8). Im Gegensatz zu den Wildtypméusen hat 8-Br-cGMP demnach
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keinen Einfluss auf die Frequenz und die Amplitude der Jejunumpréparate bei der

IRAG*'?22 bzw. bei der cGKI”" Maus.
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Abbildung 17: Mittelwerte = SEM der Effekte von 8-Br-cGMP auf die Spontanaktivitit (A: Frequenz,
B: Amplitude) des Lingsmuskels im Jejunum von Wildtyp-, IRAG***"’- und ¢GKI"~ Miiusen. Die

Anzahl n der gemessenen Prdparate ist in den Balken angegeben. n. s. steht fiir nicht signifikant, *#*
steht fiir hoch signifikant (p<0,001).

Bei dieser Versuchsreihe wurden die drei Diinndarmabschnitte getrennt untersucht. Da
es aber zwischen Duodenum, Jejunum und Ileum keine signifikanten Unterschiede gab,

werden nur die Ergebnisse des Jejunums aufgefiihrt.

4.2.2 Vergleich der Stimulus-induzierten Kontraktion

4.2.2.1 Kraftentwicklung des Colons

Bei dieser Versuchsreihe wurde untersucht, ob die Mutation im IRAG- bzw. im ¢GKI-
Gen die Fahigkeit des Langsmuskels verdandert, Kraft nach einer Stimulation zu ent-
wickeln. Als Stimulus wurden eine Hormonstimulation, eine Hormon-unabhingige
Depolarisation und die Entleerung der intrazelluldren Speicher durch Thapsigargin ver-

wendet. Die Depolarisation erfolgt durch die Erh6hung des extrazelluldren Kaliums.

Die Hormonstimulation am longitudinalen Muskel des Colons bewirkt einen raschen
Kraftanstieg. Nach Erreichen des Kontraktionsmaximums féllt die Kraft ab, bis sie ein
Plateau erreicht. In der Abbildung 18 A ist die Wirkung des Acetylcholin-Analogons

Carbachol (CCh) auf den Liangsmuskel des murinen Colons zusammengefasst.
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Der Vergleich der unterschiedlichen Mausgruppen beziiglich des Carbachol ver-
mittelten Effekts war im ungepaarten t-Test nicht signifikant. Die Amplitude des
Maximums lag zwischen. 0,85 N/g (£ 0,1) und 0,7 N/g (£ 0,19) (n=13-92). Die
Stimulation des Ringmuskels des murinen Colons mit Carbachol brachte ein analoges
Ergebnis. Die durch Carbachol induzierte Kraft war in den Wildtyp- und in den
IRAG*'¥*1? Mausen nahezu gleich (keine graphische Darstellung).
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Abbildung 18: Die stimulierbare Kraftentwicklung des Colons in Form von Originalaufzeichnungen
einzelner Wildtypmdiuse und in Form von Mittelwerten (+ SEM) bei allen untersuchten Mdusen. Der
schwarze Balken reprisentiert die Einwirkdauer der verschiedenen Substanzen (CCh (10 uM) (A),
Kalium (85 mM) (B) und Thapsigargin (1 uM) (C). Die Anzahl n der gemessenen Prdparate ist in den
Balken angegeben.

Eine Depolarisation der Zellmembran mit Kalium (85 mM) bewirkt sowohl in Dick-
darm- als auch in Diinndarmpréparaten eine schnelle phasische Kontraktion. Nach Er-
reichen des Kontraktionsmaximums fillt die Kraft steil ab und bleibt dann im Plateau.
Bei der Stimulation mit Kalium (85 mM) gab es keine signifikanten Unterschiede zwi-
schen den vier untersuchten Mauslinien (siche Abbildung 18 B) (n=44-3). Die Depola-

risation der Membran fiihrte zu einem Kraftanstieg, mit einer durchschnittlichen
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Amplitude von 0,6 N/g (+ 0,1) in den Wildtypmausen, 0,5 N/g (+ 0,1) in den IRAG"*"?
Miusen, 0,8 N/g (£ 0,09) in den IRAG*'**'? und 0,9 N/g (+ 0,26) in den cGKI”
Maiusen. Der Ringmuskel des Colons wurde ebenfalls mit Kalium (85 mM) stimuliert.
Auch hier waren keine signifikanten Unterschiede zwischen den Wildtyp- und den

IRAG*'¥*1? Mausen festzustellen (keine graphische Darstellung).

Die Stimulation der Dickdarmpréiparate mit Hilfe von Thapsigargin (1 uM) fiihrt zu
einer Kontraktion, die nach etwa 15 min ihr Maximum entwickelt. Diese Stimula-
tionsart zeigt ebenfalls keine signifikanten Unterschiede zwischen den untersuchten
Mauslinien (n=7-12) (siche Abbildung 18 C). Der Kraftanstieg reicht von 0,41 N/g
(+ 0,05) in den IRAG*'¥*'? Miusen bis zu 0,58 N/g (+ 0,09) in den cGKI”" Mausen.

Zusammenfassend lésst sich feststellen, dass die Kraftentwicklung im Colon aller unter-
suchten Mauslinien bei den drei verwendeten Stimulationsarten jeweils nahezu gleich

stark ist.

4.2.2.2 Kraftentwicklung des Jejunums

Diese Versuchsreihe sollte zeigen, ob die Mutation im IRAG- bzw. im cGKI-Gen

Folgen fiir die Stimulierbarkeit des Langsmuskels im Jejunum hat.

Analog zum Colon wurde Carbachol in einer Konzentration von 10 uM verwendet.
Auch im Jejunum induziert das Acetylcholin-Analogon keine signifikanten Unter-
schiede in der Kraftentwicklung bei den verschiedenen Mauslinien. Die Abbildung
19 A zeigt die durch Carbachol induzierte Kraftentwicklung bei den fiinf untersuchten
Mauslinien. Ebenso wie im Colon kann man im Jejunum zwei Phasen der Hormon
induzierten Kontraktion unterscheiden: Eine schnelle phasische, die dann bis zu einem
Plateau in eine tonische Phase absinkt. Die phasische Kraft reicht von 0,51 N/g
(+ 0,034) bis hin zu 0,67 N/g (+ 0,1) (n=12-61).

Ahnlich wie im Dickdarm verlduft auch im Jejunum die Depolarisation mit Kalium
ohne signifikante Unterschiede in der Kraftentwicklung bei den untersuchten Maus-
linien (Abbildung 19 B). Die Depolarisation wurde auch hier durch eine 85 mM Kalium
Tyrode hervorgerufen. Der Kraftanstieg reicht von 0,7 N/g (+ 0,08) bis hin zu 0,55 N/g
(£ 0,06) (n=13-50).

Fiir eine dritte Stimulation wurde am Diinndarm ebenfalls der SERCA-Inhibitor
Thapsigargin (1 pM) verwendet. Analog zum Colon brachte der direkte Vergleich der
drei Gruppen beziiglich des Thapsigargin vermittelten Effektes auch bei dieser
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Stimulationsart keine signifikanten Unterschiede zwischen den untersuchten Mauslinien
(Abbildung 19 C). Die Kraftentwicklung im Jejunum der verschiedenen Mauslinien
reicht von 0,6 N/g (+ 0,05) bis 0,74 N/g (+ 0,1) (n=7-12).
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Abbildung 19: Mittelwerte + SEM der Kraftentwicklung des Jejunums von Wildtp-, heterozygoten
IRAG" ., IRAGY?X'- und ¢GKI" Miiusen nach Stimulation mit CCh (10 uM) (A), mit Kalium
(85 mM) (B) und mit Thapsigargin (1 uM) (C). Die Anzahl n der gemessenen Préiparate ist in den
Balken angegeben.

Im Jejunum wie auch in den beiden anderen Diinndarmabschnitten wurden dieselben
Stimulationsarten wie im Colon untersucht. Da es aber auch diesmal keinen signifi-
kanten Unterschied zwischen den drei Diinndarmabschnitten gab, wird hier nur das

Jejunum gezeigt.
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4.2.3 Effekt von 8-Br-cGMP auf den mit CCh stimulierten Tonus des glatten

Muskels des Darms

4.2.3.1 Konzentrationswirkungskurve von 8-Br-cGMP

Um das Wirkungsoptimum von 8-Br-cGMP im Dick- und Diinndarm zu ermitteln,
wurden Konzentrationswirkungskurven an Colon- und Jejunumpréparaten erstellt. Die
jeweiligen Darmabschnitte wurden zuerst mit Carbachol (10 uM) stimuliert und dann
mit verschiedenen Konzentrationen von 8-Br-cGMP relaxiert. 8-Br-cGMP wurde in
Konzentrationen von 100 nM bis 1 mM zugegeben. Mit Hilfe der Konzentrations-
wirkungskurve kann man erkennen, dass die beiden Gewebe nahezu identisch auf
cGMP reagieren (Abbildung 20 A und B). Die an Wildtypméusen erhaltenen Konzen-
trationswirkungskurven waren nicht signifikant unterschiedlich. Die ECs, lag im Colon
und im Jejunum bei 3 bzw. 11 uM. Die Anzahl der untersuchten Priparate lag zwischen

vier und zwolf Stiick.
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Abbildung 20: Mittlere Konzentrationswirkungskurve von 8-Br-cGMP am Colon (A) und am Jejunum
(B) von Wildtypmdusen (n=4-12). Mittelwerte + SEM sind angegeben.

4.2.3.2 Wirkung einer Vorinkubation mit 8-Br-cGMP im Verlauf einer repititiven
Kontraktionsauslosung durch CCh am Colon

Durch die Vorinkubation von 8-Br-cGMP kann man dessen Wirkung auf den schnellen

ersten Teil der CCh induzierten Kontraktion (Peak) untersuchen. Die Priaparate wurden
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repetitiv mit CCh stimuliert. Zwischen der ersten und zweiten Stimulation wurde CCh
wieder ausgewaschen und keine weitere Substanz zugegeben. Nach dem Waschen zwi-
schen der dritten und vierten Stimulation wurde 8-Br-cGMP zugegeben. Die Vorinku-
bation mit 8-Br-cGMP fiihrte in den Colonpridparaten der Wildtypmduse zu einer
deutlichen Unterdriickung der Kontraktion (siche Abbildung 21 A). Die Kontraktion der
Prédparate der IRAG*'**12 Maus nach der Vorinkubation mit 8-Br-cGMP hingegen ist
beinahe identisch mit den vorangegangenen Kontraktionen (siche Abbildung 21 B).
In Abbildung 21 C ist das Verhéltnis zweier aufeinander folgender Kraftmaxima nach
CCh-Stimulation bzw. nach CCh-Stimulation mit vorangegangener Vorinkubation von

8-Br-cGMP angegeben.
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Abbildung 21: Wirkung einer Vorinkubation mit 8-Br-cGMP (300 uM) im Verlauf einer repititiven
Kontraktionsauslosung durch CCh (10 uM) am Colon. In A ist die Originalaufzeichnung eines Wildtyp-
priparates, in B die Originalaufzeichnung eines IRAG***? Priiparates dargestellt. Der schwarze Bal-
ken reprdsentiert die Inkubationszeit von 8-Br-cGMP bzw. von CCh. In C sind Mittelwerte + SEM des
Verhdltnisses der aufeinander folgenden Krafi-Maxima nach CCh-Stimulation gezeigt. Die Anzahl n der

gemessenen Prdparate ist in den Balken angegeben. n. s. steht fiir nicht signifikant, *#* steht fiir hoch
signifikant (p<0,001).

Die Ergebnisse dieses Versuches zeigen eindeutig, dass sowohl in der IRAG*'#4!

Maus, mit jeweils 88% (+ 8%) Ratio, als auch in der cGKI”" Maus, mit 84% (+ 5%)-
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bzw. 99% (+ 15%)- Ratio, die Kontraktion durch die Vorinkubation mit 8-Br-cGMP nur
sehr gering bzw. nicht unterdriickt wurde (n=8-18). In den Priparaten der Wildtypen
hingegen ist mit 70% (£ 4%) bzw. 25% (£ 4%) Ratio eine deutliche Reduktion der

nachfolgenden Kontraktion zu erkennen (n=16).

4.2.3.3 Effekt von 8-Br-cGMP auf den mit CCh vorkontrahierten Lingsmuskel im

Colon

Um die Funktion von IRAG bei der Relaxation des glatten Muskels ndher zu charak-
terisieren, wurden die Effekte von cGMP im vorkontrahierten glatten Muskel der
IRAG*'?*!> Miusen untersucht. Dazu wurden die Priparate mit Carbachol stimuliert.
Die Abbildung 22 A, B und C zeigt beispielhaft eine Messung des Hormon induzierten

Tonus am Colon einer Maus der drei Mauslinien.
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Abbildung 22: Effekt von 8-Br-cGMP (300 mM) auf den mit CCh (10 uM) vorkontrahierten Lings-
muskel im Colon. In A bis C sind die Originalregistrierungen von Krafimessungen an glattmuskuldren
Préparaten des Colons, einer Wildtypmaus, einer IRAG*'**"? Maus und einer ¢cGKI~ Maus gezeigt. Die
schwarzen Balken stehen fiir die Einwirkzeit der verschiedenen Substanzen. Um die Prdparate voll-
standig zu relaxieren, wurde der unspezifische Phosphodiesteraseinhibitor IBMX (100 uM) verwendet. In
D sind die Mittelwerte = SEM aller Versuche dargestellt. Die Anzahl n der gemessenen Prdiparate ist in
den Balken angegeben, wobei n. s. fiir nicht signifikant und *** fiir hoch signifikant (p<0,001) steht.
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In den Wildtypmiusen und in den heterozygoten IRAG"*'? Miusen wird der durch
Carbachol induzierte Tonus sehr stark auf 6% (£ 2%) bzw. 11% (£ 2%) Restkraft
relaxiert (n=12-14). In den Colonpriparaten der IRAG*'¥*'> Miuse hatte 8-Br-cGMP
dagegen einen sehr geringen Effekt (84% (£ 3%) Restkraft) auf den Hormon induzierten
Tonus (n=19). Ebenso verhilt es sich in den ¢GKI”Mausen. Hier wird der Hormon
induzierte Tonus nur auf 92% (= 4%) relaxiert (n=16). Dieser hoch signifikante Unter-

schied zwischen den Wildtypméusen und den IRAG*'**"?

Mausen ist in der Abbildung
22 D statistisch dargestellt. Ein &hnliches Ergebnis zeigen die Untersuchungen am
Ringmuskel des Colons. Der direkte Vergleich der Wildtyp- und der IRAG*'**"> Miuse
beziiglich des 8-Br-cGMP vermittelten Effektes erbrachte einen signifikanten

Unterschied zwischen den untersuchten Mauslinien (keine graphische Darstellung).

4.2.3.4 Effekt von cGMP auf den mit CCh vorkontrahierten Lingsmuskel im
Jejunum

Um den Effekt von 8-Br-cGMP auf den Hormon induzierten Tonus am Diinndarm
untersuchen zu konnen, wurden die Prdparate auch hier mit Carbachol (10 uM)
stimuliert. Nach Einstellung eines Gleichgewichtzustandes wurde das cGMP-Analogon
8-Br-cGMP zugegeben. In der Abbildung 23 (A bis C) sind Originalaufzeichnungen
von drei Méusen der untersuchten Mauslinien gezeigt. Die Wirkung von 8-Br-cGMP
auf die Préparate des [RAGA!#A12 Jejunums ist deutlich zu erkennen, im Gegensatz zu
den Ergebnissen am Colon. Im Jejunum von Wildtypméausen relaxiert 8-Br-cGMP den
Hormon induzierten Tonus auf 23% (+ 3%) Restkraft (n=9) (siche Abbildung 23 D). In
den heterozygoten IRAG”*"> Miusen wird der Tonus ebenfalls auf 23% Restkraft
(+ 2%) (n=6) und im Jejunum der IRAG*'**'? Maus auf 39% (+ 3%) Restkraft reduziert
(n=19). Im Vergleich Wildtyp, heterozygote IRAG"*'? und IRAG*'**!? Maus, wird das
Jejunum der IRAG*'¥*'? Maus signifikant schwicher durch 8-Br-cGMP relaxiert. In der
¢GKI” Maus hingegen erhilt man im Jejunum ein #hnliches Ergebnis wie in den

Priparaten des Colons. Hier wird der Hormon induzierte Tonus nur sehr gering auf 93%

(= 4%) Restkraft reduziert (n=9) (siche Abbildung 23 D).
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Abbildung 23: Effekt von 8-Br-cGMP (300 uM) auf den mit CCh (10 uM) vorkontrahierten Lings-
muskel im Jejunum. In A bis C sind die Originalregistrierungen von Kraftmessungen an glattmuskuldren
Préparaten des Jejunums, einer Wildtypmaus, einer IRAG*?*"> Maus und einer cGKI~ Maus gezeigt. Die
schwarzen Balken stehen fiir die Einwirkzeit der verschiedenen Substanzen. Um die Prdparate voll-
sténdig zu relaxieren, wurde der unspezifische Phosphodiesteraseinhibitor IBMX (100 uM) verwendet. In
D sind die Mittelwerte = SEM aller Versuche dargestellt. Die Anzahl n der gemessenen Prdiparate ist in
den Balken angegeben, wobei n. s. fiir nicht signifikant und **# fiir hoch signifikant (p<0,001) steht.

4.2.3.5 Effekt von cBIMPS auf den mit CCh vorkontrahierten Lingsmuskel im

Colon

Es besteht die Moglichkeit, dass IRAG nicht nur am Signalweg von cGMP, sondern
auch an dem von cAMP beteiligt ist. cAMP ist ebenso wie cGMP ein sekundérer Boten-
stoff und aktiviert die cAMP-abhingigen Proteinkinasen. Um diesen Sachverhalt ge-
nauer zu untersuchen, wurden Versuche mit dem membrangédngigen cAMP-Analogon
cBIMPS durchgefiihrt. Zu diesem Zweck wurden die Colonpriparate mit Carbachol
(10 uM) stimuliert und dann dieser Tonus mit cBIMPS (250 uM) relaxiert. Der Hormon
induzierte Tonus wird in allen drei Mauslinien durch cBIMPS deutlich relaxiert (siche
Abbildung 24 A bis C). Die Zusammenfassung der Ergebnisse aller Versuche in der
Abbildung 24 D zeigt, dass im direkten Vergleich der drei untersuchten Gruppen der
cBIMPS vermittelte Effekt nicht signifikant ist. Der induzierte Tonus wird in den
heterozygoten IRAG"!? Miuse auf 10% (+ 4%) (n=4), in den IRAG*'**!> Miusen auf
11% (+ 4%) (n=4) und in den ¢cGKI” Miusen auf 20% (+ 6,3%) Restkraft (n=4)



4 Ergebnisse 59

relaxiert. Somit scheint IRAG am relaxierenden Effekt von cAMP nicht beteiligt zu

sein.
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Abbildung 24: Effekt von cBIMPS (250 uM) auf den mit CCh (10 uM) vorkontrahierten Lingsmuskel
im Colon. In den Abbildungen A bis C sind die Originalregistrierungen einer heterozygoten IRAG"°-,
einer IRAG*"? - und einer cGKI"~ Maus gezeigt. Die schwarzen Balken stehen fiir die Einwirkzeit der
verschiedenen Substanzen. Um die Préiparate vollstindig zu relaxieren, kam der unspezifische Phospho-

diesteraseinhibitor IBMX (100 uM) zum Einsatz. In D sind die Mittelwerte + SEM aller Versuche
dargestellt. Die Anzahl n der gemessenen Préiparate ist in den Balken angegeben.
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4.2.3.6 Ubersicht der Effekte von 8-Br-cGMP auf den mit CCh vorkontrahierten
Lingsmuskel des Diinndarms und des Colons

Die Abbildung 25 zeigt, dass 8-Br-cGMP die Darmsegmente von Wildtyp- und
IRAG "*'? Miusen gleich stark relaxiert. Der Ausfall eines IRAG-Gens hat damit keinen
Einfluss auf die Wirkung von ¢cGMP (kein Gendosis-Effekt). In keinem Préparat der
¢GKI” Miuse bewirkt 8-Br-cGMP eine Relaxation. Dieser Befund zeigt, dass der re-
laxierende Effekt von 8-Br-cGMP wesentlich von der ¢cGKI vermittelt wird. Ahnlich
sicht es bei den Colonpriparaten der IRAG*'**!'? Miuse aus. Auch hier erzielt
8-Br-cGMP nahezu keinen Effekt. Somit scheint IRAG hier essentiell fiir den relaxie-
renden Weg von cGMP zu sein. Dagegen relaxiert cGMP in den Diinndarmpréparaten
der IRAG*'?*!? Miuse iiber 50% des Hormon induzierten Tonus. Gegeniiber den Diinn-

darmpraparaten der Wildtypméiuse (Restkraft ca. 20%) ist dieser Effekt in den
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IRAG*'?*!> Miusen aber deutlich abgeschwicht. Dies zeigt, dass IRAG hier nur einen

geringen Einfluss auf die Wirkung von 8-Br-cGMP hat.
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Abbildung 25: Ubersicht der Effekte (Mittelwerte + SEM) von 8-Br-cGMP auf den mit CCh vorkontra-
hierten Lingsmuskel des Diinndarms und des Colons aller untersuchter Mauslinien. Die Anzahl n der
gemessenen Priparate ist iiber den Balken angegeben. Wobei n. s. fiir nicht signifikant und #*#* fiir hoch
signifikant (p<,001) steht.

4.2.3.7 Effekt von 8-Br-cGMP auf den mit CCh und Calyculin A vorkontrahierten

Liangsmuskel im Darm

Die bisherigen Ergebnisse deuten darauf hin, dass IRAG eine besondere Rolle bei der
cGMP abhéngigen Relaxation im Colon, aber nicht im Jejunum spielt. Daraus lésst sich
folgern, dass nur im Colon die Hemmung der IP; vermittelten Calcium-Freisetzung der
hauptsidchliche Wirkmechanismus von cGMP ist. Eine cGMP/cGKI-vermittelte Akti-
vierung der Myosin Phosphatase kann als moglicher Mechanismus der cGMP-abhén-
gigen Relaxation im Jejunum in Frage kommen. Aus diesem Grund wurde untersucht,
ob der Phosphatase-Inhibitor Calyculin A die cGMP-abhingige Relaxation in diesem
Gewebe beeinflusst. Die Vorinkubation mit Calyculin A (100 nM) bewirkt eine zuséitz-
liche Kraftentwicklung um ca. 100% im Colon und im Jejunum (siche Abbildung 26).
Da Phosphatase-Inhibitoren am glatten Muskel kontrahierend wirken, ist der Kraft-
anstieg ein Zeichen fiir die Wirksamkeit des Stoffes. Die Originalaufzeichnungen der

Kraftentwicklung zeigen, dass die Applikation von 8-Br-cGMP eine deutliche
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Relaxation im Colon (wie unter Kontrollbedingungen), aber keine Relaxation im

Jejunum (siehe Abbildung 27 A und B) bewirkt.
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Abbildung 26: Kraftentwicklung (Mittelwerte + SEM) des Colons und des Jejunums nach Stimulation
mit CCh (10 uM) und Calyculin A (100 nM). Die Anzahl n der gemessenen Prdparate ist in den Balken
angegeben.

Aus der Abbildung 27 C ist ersichtlich, dass der Calyculin A induzierte Tonus im Colon
der Wildtypmaus durch 8-Br-cGMP auf eine Restkraft von 33% (£ 6%) relaxiert wird.
Im Unterschied dazu wird der Calyculin A induzierte Tonus im Jejunum mit 93%

(£ 2%) Restkraft so gut wie nicht reduziert (n=8-9).

In der IRAG*'**!"> Maus zeigt 8-Br-cGMP auf den durch CCh und Calyculin A im
Jejunum induzierten Tonus mit einer Restkraft von 94% (+ 1%) ebenfalls keine Wir-

kung (Ergebnisse nicht graphisch dargestellt).

Zusammenfassend kann man sagen, dass im Gegensatz zum Colon am Jejunum eine
Phosphatase fiir die durch cGMP hervorgerufene Relaxation des Hormon induzierten
Tonus von Bedeutung ist. Diese Ergebnisse deuten auf eine cGMP/cGKI-vermittelte
Aktivierung einer Phosphatase als Relaxations-Mechanismus im Jejunum hin. Bei

dieser Phosphatase handelt es sich vermutlich um die MLCP.
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Abbildung 27: Relaxierender Effekt von 8-Br-cGMP (300 uM) auf den mit CCh (10 uM) und
Calyculin A (100 nM) vorkontrahierten Lingsmuskel im Darm. In A und B sind Originalregist-
rierungen von Kraftmessungen am Colon und Jejunum von Wildtypmdusen gezeigt. In C sind die
Mittelwerte = SEM dieses Versuches dargestellt. Die Anzahl n der gemessenen Prdparate ist in den
Balken angegeben. **+ steht fiir hoch signifikant (p<0,001).

4.2.4 Effekt von 8-Br-cGMP auf mit Kalium Ionen stimulierten glatten Muskel

des Darms

4.2.4.1 Effekt von 8-Br-cGMP auf den mit Kalium Ionen vorkontrahierten Lings-

muskel im Colon

In den bisherigen Experimenten wurde die Rolle von IRAG bei der Relaxation des
Hormon induzierten Tonus untersucht. Mit den folgenden Experimenten sollte der
Frage nachgegangen werden, ob IRAG auch die durch ¢cGMP hervorgerufene
Relaxation der Depolarisations induzierten Kontraktion beeinflussen kann. In Gewe-
beprdparaten kann eine Depolarisation der Zytoplasmamembran durch eine erhdhte
extrazelluldre Kaliumkonzentration hervorgerufen werden. Zu diesem Zweck wurden
Colonpréparate mit Kalium (85 mM) depolarisiert. Geht man von einer intrazelluldren

Kaliumkonzentration von rund 150 mM aus, werden bei 85 mM extrazelluldrem Kalium
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die Zellmembranen auf -10 mV depolarisiert (nach Nernst). In den Abbildung 28 A bis
C sind die Originalaufzeichnungen der Kraftmessungen von einer Wildtypmaus, einer

IRAG*'?*!> Maus und einer cGKI"~ Maus beispielhaft zu sehen.
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Abbildung 28: Relaxierender Effekt von 8-Br-cGMP (300 uM) auf den mit Kalium (85 mM) vorkontra-
hierten Lingsmuskel im Colon. In den Abbildungen A, B und C sind Originalregistrierungen am Colon
einer Wildtyp-, einer IRAG***"- und einer ¢cGKI"" Maus gezeigt. Als Positiv-Kontrolle wurde IBMX in
einer Konzentration von 100 uM zugegeben. In D sind fiir jede Mauslinie die Mittelwerte = SEM der
8-Br-cGMP-Wirkung auf den Kalium induzierten Tonus angegeben. Die schwarzen Balken stellen die
Inkubationszeit der verschiedenen Substanzen dar. Die Anzahl n der gemessenen Priparate ist in den
Balken angegeben, n. s. steht fiir nicht signifikant, *»*#* steht fiir hoch signifikant (p<0,001).

Im Unterschied zum Hormon induzierten Tonus zeigt 8-Br-cGMP sowohl im Colon der
Wildtypmause als auch im Colon der IRAG*'**1? Miuse eine deutliche Wirkung. Der
Kalium induzierte Tonus wird in den Wildtypmiusen und in den heterozygoten
IRAG"*"? Miusen auf ca. 27% (n=8) sowie in den IRAG*'**'? Miusen auf 49% (+ 3%)
(n=17) Restkraft reduziert. Im Colon der ¢cGKI”™ Méuse dagegen zeigt 8-Br-cGMP
kaum eine Wirkung. In der Abbildung 28 D sind die Ergebnisse dieser Versuchsreihe
fir jede Mauslinie statistisch zusammengefasst. Die Restkraft im Colon der ¢GKI™”
Maiuse betriagt, dhnlich wie bei der Relaxation des Hormon induzierten Tonus am

Colon, 92% (= 7%) (n=3).
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4.2.4.2 Effekt von 8-Br-cGMP auf den mit Kalium Ionen vorkontrahierten
Lingsmuskel im Jejunum

In Abbildung 29 A bis C sind beispielhaft Originalregistrierungen der Kontraktionskraft
am Jejunum von Wildtyp-, IRAG*¥212_ und ¢GKI" Mausen gezeigt. Wie schon bei der

Depolarisation im Dickdarm wurden die Jejunumpréparate zuerst mit Kalium (85 mM)

stimuliert.
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Abbildung 29: Relaxierender Effekt von 8-Br-cGMP (300 uM) auf den mit Kalium (85 mM)
vorkontrahierten Lingsmuskel im Jejunum. In den Abbildungen A, B und C sind Originalaufzeich-
nungen am Jejunum einer Wildtyp-, einer IRAG***"- und einer ¢GKI" Maus gezeigt. Als Positiv-
Kontrolle wurde IBMX in einer Konzentration von 100 uM zugegeben. In D sind fiir jede Mauslinie die
Mittelwerte + SEM der 8-Br-cGMP-Wirkung auf den Kalium induzierten Tonus angegeben. Die
schwarzen Balken stellen die Inkubationszeit der verschiedenen Substanzen dar. Die Anzahl n der gemes-

senen Prdparate ist in den Balken angegeben, n. s. steht fiir nicht signifikant, ##* steht fiir hoch signi-
fikant (p<0,001).

A12/A12 .
G212 Miuse

Der Kalium induzierte Tonus wird im Jejunum der Wildtyp- und der IRA
durch 8-Br-cGMP gleichermallen relaxiert (n=7-12), aber nicht in den Jejunum-
praparaten der ¢GKI" Miuse. In der Abbildung 29 D sind die Ergebnisse dieses
Versuchs fiir jede Mauslinie als Mittelwert £ SEM zusammengefasst. Die Restkraft
betrdgt nach der Relaxation mit 8-Br-cGMP im Jejunum der Wildtyp-, der hetero-
zygoten IRAG"'%- und der IRAG*'?*"? Miuse zwischen 40% (£ 1%) und 44% (= 3%).

Der Vergleich der unterschiedlichen Gruppen beziiglich des cGMP vermittelten Effekts
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war im ungepaarten t-Test nicht signifikant. Ganz im Gegensatz dazu hatte cGMP im

Jejunum der ¢GKI"~ Mause keinen Effekt, die Restkraft betrigt hier 90% (£ 4%) (n=5).

4.2.4.3 Ubersicht der relaxierenden Effekte von 8-Br-cGMP auf den mit Kalium

Ionen vorkontrahierten Lingsmuskel in verschiedenen Darmabschnitten

Wie aus der Abbildung 30 ersichtlich ist, wird der durch Depolarisation induzierte
Tonus in den einzelnen Diinndarmabschnitten von Wildtyp-, heterozygoten IRAG"A12
und IRAG*'?*? Mausen deutlich auf ca. 33 bis 45% (+ 3%) Restkraft relaxiert

(n=5-12).
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Abbildung 30: Relaxierender Effekt (als Mittelwerte + SEM) von 8-Br-cGMP (300 uM) auf den mit
Kalium (85 mM) vorkontrahierten Lingsmuskel in unterschiedlichen Darmabschnitten der ver-
schiedenen Mauslinien. Die Anzahl n der gemessenen Priparate ist tiber den Balken angegeben. Wobei
n. s. fiir nicht signifikant und *## fiir hoch signifikant (p<0,001) steht.

Aufgrund dieses Ergebnisses kann man davon ausgehen, dass IRAG bei der Relaxation
des Kalium induzierten Tonus durch 8-Br-cGMP im Diinndarm keine Bedeutung hat.
Die Tatsache, dass 8-Br-cGMP in den Colonprédparaten der IRAG*¥*12 Miuse eine
deutlich schlechtere Relaxation bewirkt, legt allerdings den Schluss nahe, dass IRAG im
Colon bei diesem Mechanismus von Bedeutung ist (siche Abbildung 30). Die
relaxierende Wirkung von 8-Br-cGMP ist in den Wildtypmausen mit 25% (£ 2%)
Restkraft (n=12) sehr viel stirker als in den IRAG-Mutanten mit 49% (£ 3%) Restkraft
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(n=17). Sowohl in den Diinndarm- als auch in den Dickdarmpriparaten der cGKI™"
Maiuse zeigt 8-Br-cGMP hingegen keine Wirkung (Restkraft 92% (£ 7%)) (n=3).
Aufgrund dieses Ergebnisses kann man davon ausgehen, dass auch die Relaxation des
durch Kaliumdepolarisation hervorgerufenen Tonus im Diinn- und Dickdarmdarm von

der cGKI vermittelt wird.

4.2.4.4 Effekt von 8-Br-cGMP auf den mit Kalium Ionen und Calyculin A vorkon-

trahierten Lingsmuskel im Darm
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Abbildung 31: Relaxierender Effekt von 8-Br-cGMP (300 uM) auf den mit Kalium (85 mM) und
Calyculin A (100 nM) vorkontrahierten Lingsmuskel im Darm. In A und B sind die Originalregist-
rierungen von Kraftmessungen am Colon und am Jejunum von Wildtypmdusen gezeigt. Die schwarzen
Balken stehen fiir die Einwirkdauer der verschiedenen Substanzen. In C sind die Mittelwerte + SEM
dieses Versuches abgebildet. Die Anzahl n der gemessenen Priparate ist in den Balken angegeben, n.s.
steht fiir nicht signifikant.

Analog zu den vorhergehenden Versuchen stellte sich folglich zusétzlich die Frage, ob
eine Phosphatase an der Relaxation des Kalium induzierten Tonus durch 8-Br-cGMP
beteiligt ist (siche 4.2.3.7). Um diese Frage zu beantworten, wurde wiederum der
Phosphatase-Hemmstoff Calyculin A verwendet. Der Versuchsaufbau entsprach dem

der Hemmung der Phosphatase beim Hormon induzierten Tonus (siche 4.2.3.7).
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In Abbildung 31 A und B sind Originalaufzeichnungen von Kraftmessungen am Jejun-
um und am Colon einer Wildtypmaus gezeigt. In den Abbildungen ist die relaxierende
Wirkung von 8-Br-cGMP auf den durch CCh und Calyculin A hervorgerufenen Tonus
in beiden Geweben deutlich zu sehen (siche Abbildung 31 A und B). In Abbildung 31 C
ist die statistische Auswertung dieser Versuchsreihe dargestellt. Dabei zeigt sich, dass
der durch Kalium und Calyculin A induzierte Tonus sowohl im Jejunum mit 70%
(= 3%) Restkraft (n=7) als auch im Colon mit 77% (+ 8%) Restkraft (n=5) durch
8-Br-cGMP relaxiert wird. Wie die Abbildung 31 C zeigt, ist der durch cGMP ver-
mittelte Effekt an den beiden untersuchten Geweben nicht signifikant verschieden

(Restkraft 70 bzw. 77%).

4.2.5 Effekt von 8-Br-cGMP auf den mit Thapsigargin stimulierten glatten

Muskel im Darm

4.2.5.1 Effekt von 8-Br-cGMP auf den mit Thapsigargin vorkontrahierten
Liangsmuskel im Colon

Neben den bereits aufgezeigten Stimulationsmdglichkeiten wurde noch eine weitere
Hormon-unabhéngige Kontraktionsmoglichkeit untersucht. Im glatten Muskel fiihrt die
pharmakologische Entleerung sarkoplasmatischer Calciumspeicher durch Inhibitoren
der sarkoplasmatischen Ca**-ATPasen (SERCAs) zu einer messbaren Kontraktion.
Unter diesen Bedingungen sollten die relaxierenden Effekte von 8-Br-cGMP, die auf
einer Hemmung der Calciumfreisetzung beruhen, eliminiert sein. Als SERCA-Inhibitor
kam hier Thapsigargin zur Anwendung (Berridge, 1993). Um die Frage zu kléren, ob
8-Br-cGMP bei einem durch Thapsigargin induzierten Tonus relaxierend wirkt, wurden
Colonpriparate von drei verschiedenen Mauslinien mit Thapsigargin inkubiert. Die
Abbildung 32 A und B zeigt beispielhaft Originalaufnahmen von Kraftmessungen am
Colon einer Wildtypmaus und einer IRAG*'¥*'? Mutante. Die Mittelwerte dieser Mes-
sungen zeigen, dass der induzierte Tonus in den Wildtypméusen mit 27% (+ 4%)
Restkraft (n=12) deutlich stérker reduziert wird als in den IRAG*'**!'* Musen mit einer
Restkraft von 66% (£ 4%) (n=8) (sieche Abbildung 32 C). In den ¢GKI"™ Miusen wird
dagegen der Thapsigargin induzierte Tonus durch 8-Br-cGMP nicht beeinflusst.
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Abbildung 32: Relaxierender Effekt von 8-Br-cGMP (300 uM) auf den mit Thapsigargin (1 uM) vor-
kontrahierten Lingsmuskel im Colon. In den Abbildungen A und B werden die Originalregistrierungen
am Colon einer Wildtyp- und einer IRAG*'**"> Maus gezeigt Als Positiv-Kontrolle wurde IBMX in einer
Konzentration von 100 uM zugegeben. Der schwarze Balken gibt die Inkubationszeit der verschiedenen
Substanzen an. In C sind fiir jede Mauslinie die Mittelwerte + SEM abgebildet. Die Anzahl n der gemes-
senen Prdparate ist in den Balken angegeben. *+* steht fiir hoch signifikant (p<0,001).

4.2.5.2 Effekt von 8-Br-cGMP auf den mit Thapsigargin vorkontrahierten Langs-

muskel im Jejunum

Das Endoplasmatische Reticulum erfiillt eine wichtige Rolle in der Regulation des zyto-
solischen Calcium-Haushaltes einer Zelle und damit auch bei der Kontraktion einer
glatten Muskelzelle. In dieser Serie von Experimenten wurde, wie auch schon im Colon,
die relaxierende Wirkung von 8-Br-cGMP auf den durch Thapsigargin hervorgerufenen
Tonus untersucht (siehe 4.2.5.1). Die Versuchsanordnung entsprach der bei den Versu-
chen mit Praparaten des Colons. In Abbildung 33 A und B sind beispielhaft Originalre-
gistrierungen von Kraftmessungen an einer Wildtyp- bzw. an einer IRAG*'**!?> Maus
gezeigt. In Abbildung 33 C ist die statistische Auswertung dieser Versuche dargestellt.
Hierbei wird ersichtlich, dass die deutliche Wirkung von 8-Br-cGMP an den Priparaten
der Wildtypméduse und an den Priparaten der IRAG*'¥*1? Miuse mit einer Restkraft von

25% (£4%) bzw. von 40% (£ 11%) sich nicht unterscheidet (n=10-12). Auf den
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Thapsigargin induzierten Tonus in den Muskeln der cGKI”" Maus (Restkraft 97% + 2%)
zeigt 8-Br-cGMP dagegen keine Wirkung.
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Abbildung 33: Relaxierender Effekt von 8-Br-cGMP (300 uM) auf den mit Thapsigargin (1 uM)
vorkontrahierten Lingsmuskel im Jejunum. In A und B werden Originalregistrierungen am Jejunum
einer Wildtyp- und einer IRAG***"? Maus gezeigt. Als Positiv-Kontrolle wurde IBMX in einer Konzen-
tration von 100 uM zugegeben. Der schwarze Balken gibt die Inkubationszeit der verschiedenen Sub-
stanzen an. Fiir jede Mauslinie sind die Mittelwerte £ SEM dieser Versuchsreihe in C abgebildet. Die

Anzahl n der gemessenen Prdparate ist in den Balken angegeben, n.s. steht fiir nicht signifikant und #+*
steht fiir hoch signifikant (p<0,001).
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5.1 Physiologische Bedeutung von IRAG

Die vorliegende Arbeit zeigt, dass die Essentialitit des cGKI Substrates IRAG bei der
Vermittlung der NO/cGMP/cGKI Signalkaskade abhingig vom Darmabschnitt ist. So
vermittelt IRAG fast vollstindig die Effekte von ¢cGMP im Colon, aber nicht im
Jejunum. Ferner konnten durch die Ergebnisse dieser Arbeit mogliche Erklarungen fiir

den Phénotyp der IRAG*'¥*12 Mutante gefunden werden.

5.1.1 Maus-Mutanten mit einem Defekt im NO/cGMP/cGKI Signalweg

Im Unterschied zu den ¢GKI defizienten Miusen weisen die IRAG*'**'? Miuse keine
Mangelerndhrung auf und bleiben in ihrer korperlichen Entwicklung auch nicht zurtick.
Ganz im Gegensatz dazu steht der Phinotyp der Guanylylcyclase Knockout Méuse.
Diese Miuse, bei denen die B1 Untereinheit der NO sensitiven Guanylylcyclase ausge-
schaltet wurde, zeigen dhnlich wie die ¢cGKI” Miuse ein deutlich reduziertes Kérper-

gewicht und eine reduzierte Korpergrof3e (Pfeifer et al., 1998; Friebe et al., 2005).

Die Uberlebensrate der unterschiedlichen Mauslinien spiegelt dieses Bild wider. Wih-
rend die ¢cGKI und die Guanylylcylcase Knockout Mause meist schon im Alter von ca.
vier Wochen sterben (Pfeifer et al., 1998; Sausbier et al., 2000; Friebe et al., 2005),
weisen die IRAG*'?*!? Miuse zwar eine verringerte Lebenserwartung auf, werden aber

doch deutlich ilter als die anderen beiden Mauslinien (Geiselhdringer et al., 2004b).

Die Dilatation des Gastrointestinaltrakts und die verzogerte Magen-Darm-Passage ge-
horen zum Phédnotyp mehrerer Mauslinien. So zeigen diesen Phédnotyp neben den
IRAG*'?*!> Miusen und den ¢cGKI"~ Miusen auch die nNOS Knockout Miuse (Huang
et al., 1993). Ob die IRAG Deletionsmutante eine Pylorus-Stenose hat, ist noch nicht
geklirt und weitgehend Gegenstand aktueller Forschung. Bei der cGKI”~ Maus wurde
eine Pylorus-Stenose hingegen beschrieben (Pfeifer et al., 1998; Sausbier et al., 2000).
Aber auch die nNOS defizienten Méuse zeigen diesen Phénotyp (Huang et al., 1993).
Die eroffnete Bauchhohle der Guanylylcylcase Knockout Maus bietet ein der

IRAG*'#*'? Maus schr dhnliches Bild. Auch diese Maus zeigt eine extreme Fiillung und
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Dilatation des gesamten Gastrointestinaltrakts. Das Darmkonvolut kann unter Umstén-
den sogar so stark gefiillt sein, dass es zur Ruptur des Darms kommt (Friebe et al.,

2005).

Die vorliegenden Untersuchungen an diesen Mausmutanten zeigen, dass der
NO/cGMP/cGKI Signalweg eine wichtige Funktion im Gastrointestinaltrakt innehat.
Massive Storungen dieses Signalwegs, z. B. durch die Deletion der cGKI oder von
IRAG, fiihren zu einem deutlichen Phinotyp mit massiven Veridnderungen im Gastro-

intestinaltrakt und zu einer geringeren Lebenserwartung.

5.2 Physiologische Bedeutung von IRAG im Gastrointestinaltrakt

Die B-Isoform der ¢GKI bildet zusammen mit dem IPs;-Rezeptor I und IRAG einen
makro-molekularen Komplex, welcher an der Membran des SR lokalisiert ist
(Schlossmann et al., 2000; Ammendola et al., 2001). Andere Studien zeigen, dass IRAG
an der cGKI-abhéngigen Hemmung der Calciumfreisetzung im glatten Muskel beteiligt

ist (Geiselhoringer et al., 2004b; Fritsch et al., 2004).

5.2.1 Regulation der Spontanaktivitiit unterschiedlicher Darmabschnitte

Durch lichtmikroskopische und konfokale Laser-Scan-mikroskopische Studien wurde
gezeigt, dass IRAG und die cGKI nicht nur in der glatten Muskelzelle exprimiert wer-
den, sondern auch in Zellen des Plexus nervorum myentericus (Geiselhoringer et al.,
2004a). In diesem Plexus befinden sich sowohl Neurone als auch interstitielle Zellen
von Cajal. Das ldsst die Schlussfolgerung zu, dass es neben der direkten Wirkung von
NO auf die glatte Muskelzelle eine neuromodulatorische Wirkung von NO iiber die
cGKI im Gastrointestinaltrakt geben konnte. Zellen, die spontane Membrandepo-
larisationen auslosen und eine Schrittmacherfunktion iibernehmen, sind die so ge-
nannten interstitiellen Zellen von Cajal. Diese Zellen sind durch gap junctions mit den
glatten Muskelzellen elektrisch gekoppelt und bestimmen so die Spontanaktivitit
(Hanani und Freund, 2000). Der Ausfall der cGKI/IRAG Signalkaskade hat allerdings,
wie die vorliegenden Ergebnisse zeigen, keine Auswirkung auf die Spontanaktivitit von
Diinn- und Dickdarm in Ruhe. Dieses Ergebnis weist darauf hin, dass IRAG bei der
Entstehung der Spontanaktivitdt in Ruhe sowohl im Dickdarm als auch in allen drei

Diinndarmabschnitten keine Funktion hat.
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Nach der Stimulation mit 8-Br-cGMP zeigen sich jedoch unterschiedliche Effekte in
den Darmmuskeln der verschiedenen Mauslinien. cGMP moduliert die Spontanaktivitit.
Sowohl im Colon als auch im Jejunum werden die Frequenz und die Amplitude ver-
ringert. Im Jejunum wird dieser Effekt offenbar iiber IRAG/cGKI-vermittelt, da ein
modulierender Effekt von 8-Br-cGMP in den IRAG*'#*'%- und in den ¢cGKI”~ Miusen
fehlt. Im Colon wird der Effekt offensichtlich anders vermittelt, da 8-Br-cGMP im
Muskel der IRAG*'#*'? Miuse wie in dem der Wildtypmiuse, die Frequenz und die
Amplitude verringert. Diese Reduzierung der Amplitude war allerdings in der Maus-
mutante nicht so deutlich ausgeprigt wie in den Wildtypméusen. Dies spricht fiir eine
potentielle Beteiligung von IRAG am modulierenden Effekt von 8-Br-cGMP auf diese

Parameter.

5.2.2 Effekt von IRAG auf die Relaxation des CCh stimulierten Darmmuskels

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass IRAG essentiell ist, um die Hormon
induzierte Kontraktion im Colon durch 8-Br-cGMP zu relaxieren. Hieraus kann
geschlossen werden, dass IRAG in der NO/cGMP-abhingigen Signaliibertragung im
Colon eine bedeutende Rolle spielt. Eine Unterdriickung der Hormon induzierten
Kontraktion nach Vorinkubation mit 8-Br-cGMP konnte zwar bei den Wildtyp-
priparaten, aber nicht bei den Colonpriparaten der IRAG*'**'%- bzw. bei den Pripa-
raten der cGKI”™ Miuse festgestellt werden. Der Hormon induzierte Muskeltonus wurde
in den Colonpriparaten der IRAG*'?*'> Mzuse und der ¢cGKI” Méuse nur gering
relaxiert. Im glatten Muskel des Colons wird die Hormon induzierte Muskelkontraktion
hauptsdchlich durch einen Anstieg der IP; induzierten Calciumfreisetzung aus den
intrazelluldren Speichern vermittelt (Zhang und Buxton, 1991; Bayguinov et al., 2001;
McCarron et al., 2002). Ferner konnte durch Calciummessungen an humanen
Colonzellen gezeigt werden, dass IRAG eine Bedeutung fiir die Hemmung der IP;
induzierten Calciumfreisetzung hat (Fritsch et al., 2004). Ebenso haben Geiselhdringer
et al., (2004b) gezeigt, dass IRAG auch in glatten Gefdmuskelzellen eine wichtige
Funktion bei der Regulation der intrazelluldren Calciumkonzentration und damit auch
bei der Regulation des Muskeltonus einnimmt. Analog zum Langsmuskel des Colons
spielt IRAG bei der Relaxation des CCh induzierten Tonus am Ringmuskel ebenfalls

eine wichtige Rolle.

Versuche mit dem cAMP-Analogon cBIMPS konnten eine Beteiligung der cAMP-

abhingigen Proteinkinase an der cGMP-abhédngigen Relaxation des Hormon induzierten
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Tonus im Colon ausschliefen. ¢cBIMPS fiihrte in den Muskelpridparaten aller drei
untersuchten Mauslinien zu einer deutlichen Relaxation des durch CCh induzierten
Tonus. Dieses Ergebnis wurde durch Calciummessungen an glatten GefaBBmuskelzellen
von IRAG*?2!2 yund ¢GKI"Méusen bestitigt (Pfeifer et al., 1998; Geiselhdringer et al.,
2004b). Hierbei konnte eine Beteiligung der cAMP-abhéngigen Proteinkinase an der
Hemmung der Hormon induzierten Calciumtransienten ausgeschlossen werden. Diesen
Ergebnissen zufolge existieren verschiedene, unabhingige Mechanismen, die den Tonus
der glatten Muskulatur modulieren. Eine Kreuzreaktion von IRAG iiber cAMP scheint
somit ausgeschlossen. cGMP und cAMP fungieren im Korper als sekundidre Botenstoffe
und sind damit an der Ubertragung intrazellulirer Signale in glatten Muskelzellen
beteiligt (Matsumoto et al., 2003). Die cAMP-abhéngigen Proteinkinasen wirken iiber
die Regulation der Aktivitdt der L-Typ Calciumkanile. Uber diese beeinflussen sie
moglicherweise vorwiegend die intrazelluldre Calciumkonzentration und damit auch

den Muskeltonus der glatten Muskulatur (Ruiz-Valesco et al., 1998; Zhou et al., 2001).

Anders als im Colon spielt IRAG im Diinndarm bei der Relaxation des Hormon
induzierten Tonus keine dominante Rolle. So wurde der durch CCh hervorgerufene
Tonus sowohl in den Jejunumpréparaten der Wildtypméuse als auch in den Priparaten
der IRAG*'**> Miuse durch 8-Br-cGMP relaxiert. Da der Unterschied in der
Relaxation bei den Wildtypmausen und den IRAG*'**'* Miusen zwar klein, aber immer
noch hoch signifikant ist, kann man davon ausgehen, dass im Jejunum mehrere Signal-
wege an der Relaxation beteiligt sind. Die Untersuchung von Ileum und Duodenum, die
zu einem &dhnlichen Ergebnis flihren, untermauern diese Annahme. Anders als bei der
IRAG*'¥*1? Maus wird der Hormon induzierte Tonus in den Préparaten der cGKI™"
Miuse weder im Dickdarm noch in den verschiedenen Diinndarmabschnitten relaxiert.
Diese Ergebnisse bestdtigen, dass die cGKI fiir die Relaxation des Hormon induzierten

Tonus sowohl im Diinndarm als auch im Dickdarm essentiell ist.

Die bisherigen Versuche zeigen, dass IRAG die cGMP-abhingige Relaxation im Colon,
aber nicht im Jejunum vermittelt. Daraus kann man schliefen, dass im Jejunum neben
der Hemmung der IP; vermittelten Calciumfreisetzung noch andere Wege an der
Relaxation des Hormon induzierten Tonus beteiligt sind. Fiir den glatten Muskel des
Ileums wurde gezeigt, dass die {iber die Aktivierung der Rho-Kinase und die Hemmung
der MLCP vermittelte Calciumsensitisierung die CCh induzierte Kontraktion einleitet
(Kitazawa et al.,, 1991; Sward et al., 2000). Die reversible Phosphorylierung von

Proteinen stellt einen zentralen Weg zur Steuerung zelluldrer Prozesse dar.



5 Diskussion 74

Proteinphosphatasen sind in diesem Zusammenhang verantwortlich fiir die Aktivierung
bzw. Inaktivierung von biochemischen Regulationsmechanismen. Die Ergebnisse dieser
Arbeit haben gezeigt, dass eine cGMP/cGKI-vermittelte Aktivierung einer Phosphatase
als ein moglicher Mechanismus der cGMP-abhéngigen Relaxation im Jejunum in Frage
kommt. In jlingster Vergangenheit konnte die Struktur einiger natiirlicher Hemmsub-
stanzen der Proteinphosphatase I im Rahmen von Untersuchungen aufgeklirt werden.
Dazu gehort das in dieser Arbeit verwendete marine Toxin Calyculin A. Auch nach der
Hemmung der Phosphatase durch Calyculin A wird der induzierte Tonus im Colon
durch 8-Br-cGMP deutlich relaxiert. Im Gegensatz dazu bewirkt 8-Br-cGMP im
Jejunum unter identischen experimentellen Bedingungen keine Relaxation mehr.
Gestlitzt werden die Ergebnisse dieser Arbeit durch Westernblot-Analysen, die zeigen,
dass IRAG im Colon stirker exprimiert wird als im Diinndarm (Geiselhdringer et al.,
2004a). Zusammenfassend kann man davon ausgehen, dass die NO/cGMP-abhéngige

Muskelrelaxation in Dinn- und Dickdarm unterschiedlich vermittelt wird.

Im Colon erfolgt die Relaxation iiber eine IRAG-abhingige Hemmung der Calcium-
freisetzung aus den intrazelluldren Speichern, im Diinndarm mdglicherweise durch eine

IRAG-unabhingige Aktivierung einer Phosphatase.

Alle autosomalen Gene liegen in zweifacher Kopie im Genom vor und viele Gene
miissen auch von beiden Allelen exprimiert werden, um eine normale Zellfunktion auf-
rechtzuerhalten. Ist z. B. ein Allel eines Gens verloren gegangen, so ist unter Umstén-
den die halbe Gendosis fiir eine normale Zellfunktion nicht ausreichend. Fiihrt die Inak-
tivierung eines der beiden Gene bereits zu einem deutlichen phénotypischen Unter-
schied im Vergleich zum unverinderten Organismus, spricht man von einem Gendosis-
Effekt. Im Rahmen dieser Arbeit konnte ein Gendosis-Effekt ausgeschlossen werden. In
den Priparaten von MAiusen, die nur ein mutiertes Gen tragen, den heterozygoten
IRAG"*"? Musen, bewirkt 8-Br-cGMP sowohl im Colon als auch im Jejunum eine

dhnliche Wirkung wie in den Wildtypmé&usen.

5.2.3 Effekt von IRAG auf die Relaxation des hormonunabgiingig stimulierten

Darmmuskels

Die Depolarisation der Zytoplasmamembran ist eine Hormon-Rezeptor-unabhingige
Stimulationsform, infolge der es zu einem Einstrom von Calcium in das Zytosol

kommen kann.
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Im Unterschied zum Colon wurde am Diinndarm mit 8-Br-cGMP der Kalium induzierte
Tonus bei IRAG*'*? und Wildtypmausen gleich stark relaxiert. IRAG hat demnach
keinen Einfluss auf den Depolarisations induzierten glatten Muskeltonus des Jejunums.
Untersuchungen an den beiden anderen Diinndarmabschnitten bestétigen dieses Ergeb-
nis. Die Hemmung der Phosphatase mit Calyculin A zeigte, dass diese bei der Relaxa-
tion des Kalium induzierten Tonus am Liangsmuskel des Diinn- und Dickdarms keine

Rolle spielt.

Die cGMP/cGKI-vermittelte Relaxation der durch Kalium hervorgerufenen Kontraktion
war im Colon der IRAG***"* Miuse im Vergleich zu den Wildtypméusen deutlich
abgeschwicht. Bislang ging man davon aus, dass die durch eine Depolarisation indu-
zierte Kontraktion im glatten Muskel vor allem von der Aktivierung der L-Typ
Calciumkanile abhingig ist. Es konnte weiterhin gezeigt werden, dass die Depola-
risation auch die IP; vermittelten Calciumfreisetzung in einigen Muskeln aktivieren

kann (unverdffentlichte Mitteilung).

Die Untersuchungen im Rahmen dieser Arbeit lieBen deutlich werden, dass die
IRAG*'?*> Mutation zu einer im Vergleich zum Wildtyp signifikant geringeren cGMP-
induzierten Relaxation am longitudinalen Muskel des Colons nach Kaliumdepola-
risation fiihrt. Die Rolle von IRAG bei der Relaxation des Kalium induzierten Tonus am

Colon ist noch nicht bekannt und Gegenstand aktueller Forschung.

Auch in GefaBmuskelzellen bewirkt die Mutation im IRAG-Gen keine Verdnderung bei
der durch die Kaliumdepolarisation hervorgerufenen intrazelluldren Calciumkonzent-
ration (Geiselhoringer et al., 2004b). Diese wird unter Umstdnden von anderen Ziel-
proteinen der cGKI reguliert (Feil et al., 2002). Hierfiir in Frage kommen unter anderem
die L-Typ Calciumkanéle (Ruiz-Velasco et al., 1998). Diese spielen auch bei der durch
Rezeptoren gesteuerten Kontraktion der glatten Muskulatur eine groBe Rolle

(Moosmang et al., 2003; Wegener et al., 2004).

Die Untersuchung des durch 8-Br-cGMP hervorgerufenen relaxierenden Effekts auf den
durch Thapsigargin induzierten Tonus brachte ein iiberraschendes Ergebnis. Im Colon
scheint IRAG an der Relaxation des durch die Entleerung der intrazelluliren Calci-
umspeicher entstandenen Tonus beteiligt zu sein. Denn dieser Tonus wird im Colon der
IRAG*'¥*1? Miuse erheblich schlechter relaxiert als in dem der Wildtypmause. Anders

als im Colon ist die Relaxation dieses Tonus im Jejunum von Wildtyp- und
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IRAG*'¥*'? Mausen anndhernd gleich stark. Dies lisst darauf schlieBen, dass IRAG an
der Relaxation dieses Tonus im Jejunum nicht beteiligt ist. Die cGKI scheint dagegen

sowohl im Diinn- als auch im Dickdarm an der Reduzierung des Tonus beteiligt zu sein.

Die Ergebnisse bestitigen das Modell, in dem IRAG die cGMP/cGKI induzierte Hem-
mung der Calciumfreisetzung vermittelt. Jedoch deuten Befunde, dass cGMP nach Ent-
leerung der intrazelluldren Calciumspeicher durch Thapsigargin im Colon der
IRAG*'¥*'? Miuse schlechter als in den Wildtypméusen wirkt, auf eine bisher unbe-
kannte Wirkungsweise von IRAG hin. Dem Calciumeinstrom aus dem Extrazelluldr-
raum dienen in Zellen Calcium permeable Kanéle in der Zellmembran, die sich in fol-
gende Gruppen unterteilen lassen: ligandengesteuerte Kandle (ligand-gated
channel/LGC), second-messenger gesteuerte Kandle (SMOC) und speicherabhédngige
Kanile (store-operated channel/SOC). Die speicherabhéngigen Kanéle werden gedffnet
als Folge der Entleerung der intrazelluldren Calciumspeicher. Der daraus resultierende
Calciumeinstrom wird als speicherabhéngiger Calciumeinstrom (store-operated calcium
entry/SOCE) bezeichnet. Dieser, auch als capazitativer Calciumeinstrom bezeichnete
Mechanismus, gilt als MaB fiir die Aktivierung der SOCs (,,Store-operated channels®) in
der Zellmembran nach dem SchlieBen der intrazelluliren Speicher. Momentan sind
einige Alternativen im Gesprich, die an diesem Mechanismus beteiligt sein konnten
(Bolotina und Csutora, 2005). Eine Moglichkeit wire die Aktivierung einer bestimmten
Untergruppe dieser SOCS, die direkt mit dem IP; Rezeptor Typ I interagiert (Vandeen
Abeele et al., 2004). TRP-Kanile (TRP fiir ,,Transient Receptor Potential*“) nehmen in
der Zellmembran die Stellung von SOCs ein (Nilius und Droogmans, 2001; Montell et
al., 2002; Plant und Schaefer, 2003). Sie weisen eine hohe Permeabilitdt fiir Calcium
auf und werden iiber den Phospholipase C-abhingigen Signaltransduktionsweg aktiviert
(Inoue et al., 2001; Plant und Schaefer, 2003). Die Aktivierung der Phospholipase C
fiihrt zur Entleerung der intrazelluldren Calciumspeicher. Das bedingt mittels bestim-
mter Signalmolekiile den Einstrom von Calcium {iber die TRP-Kanile in das Innere der

Zelle.

Die Relaxation des Thapsigargin induzierten Tonus kann {iber eine Calciumdesensiti-
sierung oder auch iiber die Hemmung der SOC-Kanéle erfolgen. Nach bisherigen Vor-
stellungen operieren diese beiden Mechanismen aber unabhédngig von Calciumspeichern
bzw. von der Calciumfreisetzung. Bislang ging man davon aus, dass diese Kanéle nicht
von IRAG moduliert werden. Ein Grund dafiir konnte die Tatsache sein, dass IRAG

nicht in der Zellmembran, sondern in der Membran des ER lokalisiert ist.
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Triuppathi et al., entdeckte 2003 eine direkte Kopplung des N-Terminus des IPs-
Rezeptors Typ I mit dem C-Terminus der TRP-Kandle. Da IRAG einerseits mit dem
IP;-Rezeptor Typ I und der cGKIp als ein trimerer Komplex vorliegt und andererseits
der IPs;-Rezeptor Typ I direkt mit den TRP-Kanilen gekoppelt ist, konnte IRAG Ein-
fluss auf den Einstrom von Calcium aus dem Extrazelluldrraum nehmen. Die Relaxation
des durch Thapsigargin induzierten Tonus am Colon erbrachte hoch signifikante Unter-
schiede zwischen den IRAG*'¥*'? Méusen und den Wildtypmiusen. Dies konnte eben-
falls als Hinweis fiir einen moglichen Einfluss von IRAG auf den Calciumeinstrom aus
dem Extrazellularraum iiber die TRP-Kanéle gelten. Um hier genauere Aussagen treffen
zu konnen, sind eine Reihe von weiterfiihrenden Untersuchungen notwendig. Da dieser
Unterschied nur im Colon vorhanden ist, sollte dieser Weg vor allem im Dickdarm in

den Mittelpunkt der Betrachtungen geriickt werden.



6 Ausblick

Mit Hilfe dieser Arbeit konnte die Rolle von IRAG bei der Regulation des glatten
Muskeltonus charakterisiert werden. Dabei wurde gezeigt, dass die Rolle von IRAG in
den einzelnen Abschnitten des Darms unterschiedlich ausgepragt war. Weiterfiihrende
Untersuchungen konnten kldren, ob diese Unterschiede ebenfalls in verschiedenen

GefaBen auftreten.

Die Ergebnisse der vorliegende Studie deuten auf eine funktionelle Verdnderung des
Pylorus in der IRAG*'¥*1? Maus hin. Eine endoskopische Untersuchung des Gastro-

G*'?A12 Mutante wirklich eine

intestinaltrakts konnte Aufschluss geben, ob bei der IRA
Pylorusstenose vorliegt und ob diese der Grund fiir den aufgezeigten Phénotyp sein
kann.

Eine andere Erkldrung fiir diesen Phédnotyp wiren aber auch funktionelle Verén-
derungen am Colon. Nach der vorliegenden Studie kénnte der Phianotyp der IRAG*'**!?

Maus durchaus auch iiber das Colon zustande kommen.

Die Messung der intrazelluldren Calciumkonzentration mit Hilfe des Indikatorfarb-
stoffes ,,Fura-2* und die gleichzeitige Messung der Aktionspotentiale konnten die Funk-
tion von IRAG bei der Relaxation des Hormon induzierten Tonus noch genauer
beleuchten. Da die Rolle von IRAG bei der Relaxation des Kalium induzierten und des
Thapsigargin induzierten Tonus im Colon noch nicht geklért ist, sind insbesondere auch
hierfiir Messungen der zytosolischen Calciumkonzentration und eine quantitativen

Fluoreszenzmikroskopie anzuraten.

Eine weitere Moglichkeit, um den molekularen Mechanismus von IRAG im Funktions-
ablauf der glatten Muskulatur genauer zu ermitteln, wire die Generierung einer glatt-

muskelspezifischen IRAG Knockout Maus.

Den molekularen Mechanismus von IRAG in der glatten Muskulatur aufzukliren ist
von enormer Bedeutung. Mit der besseren Kenntnis der Regulationswege der
Relaxation, insbesondere der Funktion von IRAG, konnte man Hinweise auf die
Ursache von verschiedenen Krankheiten, wie Bluthochdruck oder Erkrankungen des
Gastrointestinaltrakts, erlangen. Ferner ermdglicht ein besseres Wissen iiber die Regu-

lation der NO/cGMP/cGKI Signalkaskade in der glatten Muskulatur einerseits die
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Entwicklung von Pharmaka mit gezielten Angriffspunkten in diesem Signalweg.
Andererseits filihrt ein besseres Verstdndnis dieses Signalweges zu einer besseren Ein-
schidtzung von Risiken und Nebenwirkungen von NO freisetzenden Arzneimitteln. Dies
scheint vor allem im Hinblick auf die unterschiedlichen Mechanismen in den einzelnen

Darmabschnitten von Bedeutung



7 Zusammenfassung

Die ¢cGMP-abhéngige Proteinkinase (cGKI) vermittelt den relaxierenden Effekt der
NO/cGMP Signalkaskade im glatten Muskel. Die Phosphorylierung des IP;-Rezeptor
assoziierten cGMP-Kinase Substrats (IRAG) ist ein Prozess, der in diesem Mechanis-
mus involviert ist. Um dieses Modell genauer zu verifizieren, wurde die cGMP-
abhingige Relaxation in Mdusen, die ein modifiziertes IRAG expremieren, untersucht.
Bei der IRAG*'”2!2 Maus handelt es sich um eine Deletionsmutante, bei der die Inter-
aktionsstelle von IRAG mit dem IP;-Rezeptor Typ I zerstort wurde, was dazu fiihrt,
dass IRAG nicht mit dem IP;-Rezeptor Typ I interagieren kann. Diese Méduse zeigen
eine normale Futteraufnahme, der Kotabsatz ist aber signifikant geringer als bei Wild-

typméusen.

Eine Rontgenkontrastuntersuchung mit Hilfe von Bariumsulfat offenbarte eine deutliche
Verldngerung der Darmpassagezeit, einen Megaoesophagus sowie ein Megacolon.
In situ-Erhebungen an der erdffneten Bauchhdhle bestdtigen diese Befunde. Griinde fiir
diese Verdnderungen konnten Funktionsstorungen in der glatten Muskulatur sein. Zur
Stiitzung dieser Vermutung wurden die cGMP-abhéngigen Effekte an der glatten Mus-

kulatur des Darmtraktes untersucht.

Die Untersuchung des Hormon induzierten Tonus im Jejunum ergab keinen signifi-
kanten Unterschied in der cGMP-Wirkung zwischen den Wildtyp- und den IRAG*'*41?
Maiusen. Der CCh induzierte Tonus im Colon der Wildtypmiause wird im Gegensatz zu
den IRAG*'**!* Miusen durch 8-Br--cGMP um ca. 90% reduziert. Bei den IRAG*'**!?
Maiusen bewirkt 8-Br-cGMP nur eine sehr geringe Relaxation (16%) des Hormon

induzierten Tonus am Lingsmuskel des Colons.

Eine Vorinkubation mit dem Phosphatase-Hemmstoff Calyculin A in Prdparaten von
Wildtypmausen hebt den relaxierenden Effekt von 8-Br-cGMP im glatten Muskel des
Diinndarms auf, im glatten Muskel des Colons findet dagegen keine Aufhebung statt.

Die Ergebnisse zeigen, dass IRAG eine entscheidende Bedeutung fiir die cGMP/cGKI-
vermittelte Relaxation im Colon, aber nicht im Jejunum hat. Eine cGMP/cGKI-ver-

mittelte Aktivierung einer Phosphatase kann als moglicher Mechanismus der
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cGMP-abhingigen Relaxation im Jejunum in Frage kommen. Eine mdgliche

Phosphatase konnte hierbei die Myosin leichte Ketten Phosphatase (MLCP) sein.

Es ist aber nach wie vor unklar, ob diese Ergebnisse Grund fiir die geringe Lebens-
erwartung der IRAG*'**'? Miuse sind. Um die Ursachen dafiir zweifelsfrei feststellen

zu konnen, bedarf es weiterfithrender Untersuchungen.



8 Summary

IRAG as a functional element of the NO/cGMP signaling cascade in

the gastrointestinal tract

cGMP-dependent protein kinase I (cGKI) mediates the relaxing effects of NO/cGMP
signalling in smooth muscle. One mechanism involved in this process is the
phophorylation of the inositol 1,4,5-triphosphate receptor associated G-kinase substrate
(IRAG). To verify this model, we investigated cGMP-dependent relaxation in mice
which express a modified IRAG that cannot associate with the inositol 1,4,5-
triphosphate receptor (IRAG"1?/A12 mice). These mutant mice showed normal intake of
food but a reduced defecation as compared to wild type mice. Abdominal examination

revealed a dilated small intestine and colon in IRAG*'**!?

mice pointing to dysfunction
of intestinal smooth muscle. Consequently, we investigated cGMP-dependent effects in
these two intestinal smooth muscles. 8-Br-cGMP relaxed hormone-triggered
contractions by about 75 % and 55 % in smooth muscle of small intestine from wild
type and IRAG*'?*'? mice, respectively. In contrast, 8-Br-cGMP relaxed hormone-
triggered contractions by about 80 % in smooth muscle of colon from wild type but not
from IRAG*'**'? mice. Pre-incubation with the phosphatase inhibitor Calyculin A
abolished the relaxant effects of 8-Br-cGMP in small intestine but not in colon smooth
muscle from wild type mice. These results show that IRAG mediates cGMP-dependent
relaxation in colon but only partially in small intestine smooth muscle. It is suggested

that cGMP-mediated relaxation in small intestine mainly involves activation of a

phosphatase, probably the Myosin light chain phosphatase (MLCP).
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