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1. Einleitung

1.1. Das enterische Nervensystem (ENS)

Das enterische Nervensystem ist ein intrinsisches Nervengeflecht in der Darmwand,
das aus neuronalen und glialen Elementen besteht. Die enterischen Nervenzellen
sind zusammengesetzt aus Soma, Axon und Dendriten und dienen der
Erregungsleitung. Die Gliazellen besitzen eine Né&hr-, Isolier- und Stiutzfunktion. Sie
sind in Ganglien organisiert und stehen Uber intergangliondre Nervenfasern in
Kontakt. Das daraus resultierende Geflecht wird als Plexus bezeichnet. Im 19.
Jahrhundert wurden zwei Nervengeflechte im Gastrointestinaltrakt gefunden: 1857
der Plexus submucosus (Meissner-Plexus), der der Mucosa direkt anliegend ist und
1862 der Plexus myentericus (Auerbach-Plexus), der zwischen den beiden auf3eren

Muskelschichten nachzuweisen ist.

Der Begriff ,enterisches Nervensystem“ wurde im Jahre 1900 von Langley
eingefuhrt. Dieses Nervensystem ist ein eigenstandiger Teil des vegetativen
Nervensystems und besteht aus ca. 100 Millionen Nervenzellen, deren Funktion es
ist, die Motilitat, die Sekretion, die lokale Durchblutung (Mikrozirkulation) und die
Abwehrmechanismen zu regulieren. 1899 beschrieben Bayliss und Starling, dass der
Magen-Darm-Trakt als einziges Organ in der Lage ist, seine Funktionen auch im
isolierten Zustand aufrechtzuerhalten. Sie erkannten, dass an einem Darmstiick trotz
Isolation weiterhin der Inhalt in anale Richtung transportiert wurde. ,Law of the
intestine” (Gesetz des Darms) wird dieser Muskelreflex genannt, der eine enorme
Bedeutung fur die Propulsion des Darminhaltes hat. Das enterische Nervensystem,
auch little brain of the gut® genannt, ist fur die autonome Regulation der Magen-
Darm-Funktionen zustdndig und wird nur gelegentlich vom Sympathikus und

Parasympathikus reguliert, welche eine Uberwachungsfunktion haben.

Die anatomische Unterscheidung im ENS zwischen den beiden Plexus spiegelt sich
auch in deren Funktionen wieder. Der Plexus myentericus steuert die Aktivitat der
Muskulatur und der Plexus submucosus die Aktivitat der Sekretion und Resorption
der Mucosa. Fir die Koordination der Ablaufe sorgen Verbindungen zwischen den
beiden Plexus, die es ermoglichen, dass Sekretion, Durchblutung und Muskel-
kontraktion wahrend der Propulsion zeitlich aufeinander abgestimmt sind.

1



Man unterscheidet im ENS verschiedene Zelltypen: die sensorischen Neurone von
den Interneuronen und den Motoneuronen, die Uber verschiedene Reflexschaltkreise
miteinander in Verbindung stehen. Diese enterischen Neurone sind in der Lage, Gber
25 verschiedene Transmittersubstanzen zu synthetisieren, wobei ein Muster anhand
der spezifischen Transmitterkombinationen zu erkennen ist. Einer der wichtigsten
Ubertragungsmechanismen sind schnelle erregende postsynaptische Potenziale
(fEPSP), deren bedeutendster Transmitter Acetylcholin ist, das eine Aktivierung des
postsynaptischen Neurons Uber nicotinerge Rezeptoren herbeifthrt. Von den fEPSP
lassen sich langsame erregende postsynaptische Potenziale (SEPSP) unterscheiden,
die jedoch durch muscarinerge Rezeptoren Ubertragen werden. Die Hemmung im
ENS erfolgt entweder durch hemmende postsynaptische Potenziale (sIPSP) oder
durch eine prasynaptische Hemmung, in dem die Ausschuittung von Acetylcholin an
den Synapsen, die fiur die fEPSP oder sEPSP zusténdig sind, verhindert wird. Der
Sympathikus reguliert mithilfe der prasynaptischen Hemmung die Aktivitat des
Magen-Darm-Trakts herunter. Durch diese weitreichenden und komplexen
Vernetzungen ist es dem ENS mdglich, auf physiologische und pathophysiologische

Veranderungen zu reagieren (M. Schemann 2001)

1.1.1. Verschaltungen im ENS

Sensorische:

Fur die sensorische Verschaltung im ENS sind hauptsachlich die intrinsischen priméar
afferenten Neurone (IPAN) ( J.B Furness et al. 1998) zustéandig, die die sensorischen
Nervenzellen im ENS darstellen. Auf einem Quadratzentimeter Darm sind mehrere
hundert IPAN zu finden, die durch ihre spezifischen Eigenschaften gut von den
restlichen Nervenzellen innerhalb des ENS abzugrenzen sind. Sie besitzen einige
lange Nervenfortséatze und nur wenige Dendriten und werden als Dogiel-Typ-2-Zellen
(A.S. Dogiel 1899) bezeichnet. Aufgrund der langanhaltenden Nachhyperpolarisation
sind die meisten IPAN AH-Neurone (after hyperpolarisation). Die Aktivierung dieser
Zellen erfolgt tber sEPSP und die Hemmung tber sIPSP. Man vermutet, dass sich

die IPAN gegenseitig Uber sSEPSP stimulieren koénnen und sich somit zu



sensorischen Einheiten zusammentun. Die IPAN kénnen hauptséchlich chemische
und mechanische Reize registrieren wie zum Beispiel Volumené&nderungen,
intraluminalen Druck, Wandspannung und Scherreize an der Mucosa, wobei es eine
entscheidende Rolle spielt, dass nicht die Dehnung selber erkannt wird, sondern die
Aktivierung der Muskulatur und somit die Spannung. Aul3erdem reagieren diese
sensiblen Nervenzellen noch auf Osmolaritat, Nahrstoffe und pH-Anderungen.
Mittlerweile ist man aber zu der Annahme gekommen, dass die enterochromaffinen
Zellen in der Schleimhaut den eigentlichen Sensor darstellen und auf chemische und
mechanische Reize hin Serotonin freisetzen, das dann die IPAN Uber deren
serotonergen Rezeptoren aktiviert.

Interneuronale:

Die Grundlage fur die Kommunikation innerhalb des ENS bzw. dariber hinaus mit
dem Gehirn wird Uber die Interneurone sichergestellt, die auch dafur verantwortlich

sind, ob die verschiedenen Reflexschaltkreise in Gang treten oder ausbleiben.
Motorische:

Es gibt Muskel,- Sekreto- und Vaso-Motoneuronen, wobei die Signale der
Interneurone allesamt Uber EPSP an die Motoneurone weitergeleitet werden.
Acetylcholin sorgt hauptsachlich fur die Aktivierung der muscarinergen Rezeptoren
auf den glatten Muskelzellen und bewirkt eine Férderung der Motilitat. Substanz P ist
meist mit Acetylcholin kolokalisiert und wirkt ebenfalls motilitatsstimulierend. Zur
Entspannung des Darms filhren dagegen die hemmenden Neurotransmitter
Stickstoffmonoxid, VIP und ATP. Diese Form der Hemmung wird NANC-Hemmung
genannt (nicht adrenerg-nicht cholinerg). Fur die Sekretion des Epithels sind
Sekreto-Motoneurone zustandig, die durch Acetylcholin und VIP gefordert und durch
Somatostatin oder Neuropeptid Y gehemmt wird. Die Mikrozirkulation wird durch
Vaso-Motoneurone reguliert, wobei cholinerge und vip-erge Vaso-Motoneurone fur

eine Erhéhung der Durchblutung im Darm sorgen (M Schemann 2001).



1.1.2. Muskel-Reflexe

Der wichtigste Muskel-Reflex ist der peristaltische Reflex, der fir die propulsiven
Kontraktionswellen und die regulative Passage des Darminhalts zustandig ist. Durch
Reize werden die IPAN angeregt, die flr den Start eines Reflexschaltkreises sorgen.
Dabei wird die Zirkularmuskulatur oral des Reizes kontrahiert und anal erschlafft. Es
erfolgt die Aktivierung mehrerer Schaltkreise, da die Verschaltungen nur auf einige

Millimeter bis wenige Zentimeter wirken.

Unter normalen Bedingungen besteht ein permanent, hemmender Einfluss auf den
Darm, der durch die Ausschittung hemmender Transmitter wie NO zustande kommit.
Eine Zunahme der Darmaktivitat wird dadurch erreicht, dass diese Hemmung
reduziert wird. Die Hyperaktivitat dieser hemmenden Neurone kann zu einer
Lahmung des Darms flhren, wobei es bei der pathologischen Hyperaktivitat der

erregenden Zellen zum Durchfall kommen kann.

1.2 Morphologische Klassifizierung von enterischen

Nervenzellen

Die ersten Unterschiede zwischen enterischen Neuronen werden vom russischen
Histologen A.S. Dogiel aufgefuhrt. Er hat anhand der Form und der Lange der
Dendriten drei verschiedene morphologische Typen aufgelistet, wobei sich im Laufe
der Zeit nur zwei Typen etabliert haben. Die Typ-1-Zellen haben einen langen und
viele kleine Auslaufer und die Typ-2-Zellen haben viele lange Auslaufer. Dogiel
versuchte eine Verbindung zwischen Funktion und Struktur der Zellen zu finden.
Seine Klassifizierung beruht auf der Unterscheidung zwischen Dendriten
(Protoplasmafortsatze) und Axone (Nervenzellfortsatze). Als Charakteristikum ftr
Dendriten nannte er die Verzweigung innerhalb des Ganglions (Dogiel 1895b, 1896,
1899). Neben Form und Lange als Hauptkriterien der Dendriten beachtete er auch
noch weitere Merkmale wie die GrofRe der Nervenzellkorper, ihre Lokalisation
innerhalb des Ganglions und die Position des Nukleus.



Typ

Dendriten

Projektion des Axons

Vermutete Funktion

1
4-20
Dendriten
1 Axon

2
1-16
Dendriten
1 Axon

3

2-10+
Dendriten
1 Axon

enden und verzweigen
sich innerhalb des
Ursprungganglions,
klein, dick, flach, mit
Varikositaten, lamellen-
formig

verlassen das
Ursprungsganglion,
strukturelle Ahnlichkeit
zu den Axonen,
verzweigen sich zu
langen, diinnen
gleichmiRigen Asten,
viel langer als Typ-1-
Dendriten, manche
dendritischen Zweige
verlaufen zur
Submukosa und
Mukosa

enden und verzweigen
sich innerhalb des
Ursprungganglions,
Langer als Typ-1-Zellen,
die Enden der Zweige
werden dinner und
dinner (Verjingung)

durch die benachbarten
Ganglien,

mit Nebeniasten,
vereinzelt zur Muskulatur

zu anderen Ganglien

durch andere Ganglien,
verfolgbar Uber eine
betrachtliche Entfernung

motorisch

sensorisch

Tabelle 1: Einige wichtige Eigenschaften der drei Neuron-Typen (Dogiel 1896,1899)




Dogiel Typ 1:

Es sind multidendritische und uniaxonale Neurone, die viele kleine Auslaufer mit
lamellenférmigen Enden haben, was zu den wichtigsten Merkmalen gehort. Sie
befinden sich hauptsachlich im Plexus myentericus, und zwar im oralen Teil der
Ganglien (Stach 1980). Nervenzellen, die zu diesem Typ gezéhlt werden, sind
Interneurone und inhibitorische und exzitatorische Motoneurone fur die zirkulare und
longitudinale Muskulatur (Abbildung l1a) (Brookes und Costa 1990; Pompolo und
Furness 1990; Brookes et al. 1991, 1992, 1997; Steele et al. 1991; Costa et al.
1992a; Wattchow et al.1995; Young und Furness 1995; Young et al. 1995; Portbury
et al. 1996; Song et al. 1996; Clerc et al. 1998).

Dogiel Typ 2:

Die groBten Fortschritte und die meisten Ubereinstimmungen unter den
Wissenschaftlern konnten bei diesen Typ-2-Zellen verzeichnet werden.
Unterschieden wird zwischen der dendritischen und der adendritischen Form (Stach
1981, 1989; Furness et al. 1988a, 1990; Bornstein et al. 1991). Beim adendritischen
Typ zieht ein Axon in die Mukosa wéahrend die anderen innerhalb eines zweiten
Stranges des Plexus myentericus um die Mukosa herum ziehen (Stach 1981;
Furness et al. 1990; Mann et al. 1997; Brehmer et al. 1999). Der dendritische Typ hat
lange aborale Projektionen (Brodes et al. 1995). Im Gegensatz zum uniaxonalen
Neuron zeigt die Mehrheit der Typ-2-Neurone das Phanomen der Nachhyper-
polarisation (after-hyperpolarisation (AH)) (Hirst et al. 1974; Hodgkiss und Lees
1983; Bornstein et al. 1984; Erde et al. 1985; Katayama et al. 1986; lyer et al. 1988;
Tamura 1992, 1997; Clerc et al. 1998), wobei es im Meerschweinchen ausgepragter
ist als im Menschen und im Schwein (Brookes et al. 1987; Cornelissen et al. 1996).
Typ-2-Zellen werden als intrinsische, primér afferente Neurone betrachtet (Abbildung
1b)(Kunze et al. 1995; Furness et al. 1998).



Dogiel Typ 3:

Diese multipolaren Neurone besitzen Dendriten, die sich verzweigen und innerhalb
des Ursprungsganglions enden, wobei die Dendriten zum Ende hin dinner werden
(Tapering) . Stach (1982a) unterschied zwischen Typ 3 und Typ 1 anhand folgender
Merkmale: Typ 3 hat langere Dendriten; es erfolgt ein Tapering an den Typ-3-
Dendriten und es findet zu 85 % eine aborale Projektion des Axons statt. Die Typ-3-
Zellen kobnnen als intrinsische oder intestinofugale Interneurone betrachtet werden
(Abbildung 1c) (Timmermanns et al. 1992b, 1993). Insgesamt kann man jedoch
sagen, dass weder die Submukosa-Zellen noch die myenterischen Zellen zu den

Beschreibungen Dogiels passen (Brehmer et al. 1999).

Abbildung 1: Darstellung myenterischer Neurone Typ 1-3 (Brehmer et al. 1999)

Weitere Zelltypen:

e Filamenteuse Neurone: Sie besitzen viele kurze, diunner werdende und sich
verzweigende Auslaufer und einen langen Fortsatz (Furness et al. 1988a) und
werden zu den absteigenden Interneuronen im Dinndarm gezahlt.

e Typ-4-Neurone: Sie haben kurze, kaum verzweigte Dendriten, die
asymmetrisch vom Soma ausgehen und treten im Dinndarm des Schweines
auf. Der Zellkern ist exzentrisch (Stach 1982b). Sie strahlen vom Plexus
myentericus in die Mukosa aus (Brehmer und Stach 1997) und kdénnen zu den

Sekretomotoneuronen gezahlt werden.
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e Typ-5-Neurone: Diese befinden sich im unteren Bereich des Dinndarms
innerhalb der myenterischen und der externen submukosalen Ganglien (Stach
1985, 1989; Brehmer und Stach 1997, 1998; Brehmer et al. 1998) und sind als
Einzelzellen oder als Aggregate vorzufinden.

e Typ-6-Neurone: Kennzeichnend fir diese Zellen sind die Dendriten, die am
Axonhugel entspringen und sie besitzen die hochste Frequenzzahl im lleum
(Brehmer und Stach 1998). Diese Neurone treten im Schweine-Dinndarm
(Stach 1989) auf sitzen sowohl in myenterischen als auch in externen
mukosalen Ganglien.

e Kleine Neurone: Andere Namen fir diesen Typ sind ,kleine Neurone mit
einigen Auslaufern“ (Furness et al. 1988a) oder ,Minineurone® (Stach 1989).
Sie zéhlen zu den Motoneuronen der longitudinalen und zirkularen Muskulatur
(Clerc et al. 1998).

1.3. GDNF

Das enterische Nervensystem wird stark beeinflusst von neurotrophen Faktoren,
wobei der ,glial cell line-derived neurotropic factor* (GDNF) als Schlussel-
Neurotrophin eine besondere Rolle spielt. An der Entwicklung und am Uberleben des
ENS sind eine Vielzahl von neurotrophen Faktoren beteiligt (Gershon 1997), jedoch
kann anhand der GDNF-knockout-Mause gezeigt werden, dass die Abwesenheit
von GDNF zu einer vollstandigen intestinalen Aganglionose fihrt (Moore et al. 1996;
Pichel et al. 1996). Lin et al. konnten 1993 GDNF aus dem Uberstand der glialen
Zelllinie (B49) isolieren und damit einen positiven Effekt auf das Uberleben
kultivierter dopaminerger Neurone bewirken. GDNF gehért zu der TGF-R3-
Superfamilie, welche einen grof3en Einfluss auf die Regulation der Differenzierung
und Entwicklung des Nervensystems haben (Béttner et al. 2000). Durch die Bindung
der GDNF an den GDNF-family Rezeptor a1 (GFR a1) entsteht der GDNF/GFR a1-

Komplex, welcher anschliel3end mit dem RET-Rezeptor interagiert (Jing et al. 1996).



1.4. Pathophysiologie des enterischen Nervensystems

Morbus Hirschsprung: Eine lokale Aganglionose bzw. eine vollstandige
Abwesenheit der neuronalen Ganglienzellen kann zu der Krankheit Morbus
Hirschsprung fuhren. Diese Krankheit schlagt sich bereits nach der Geburt
nieder und die Inzidenz ist in Mitteleuropa bei etwa 1:5000 Lebendgeburten
(Badner et al. 1990; Parisi und Kapur 2000). Aufgrund der fehlenden
Ganglienzellen im Bereich der Plexus bilden sich vermehrt Zellen der
parasympathischen Nervenfasern, welche ein Zusammenziehen der
Ringmuskulatur, vor allem im Segment des Rektums, bewirken.
Histopathologisch ist auffallig, dass die enterischen Nervenzellen fehlen und
durch verdickte Nervenfasern ersetzt sind (Parisi 1993; Heinzeller und Busing
2001; Suita et al. 2005; Ldllmann-Rauch 2009). Es kommt zum Darm-
verschluss und zu einer Obstipation. Der Ausdruck Megakolon lasst sich damit
erklaren, dass der proximale Darmanteil enorm erweitert ist. Symptome bei
den betroffenen Kindern sind die beeintrachtige Darmmotilitat innerhalb der
ersten beiden Monate, Bauchschmerzen, Verstopfung, Erbrechen, Blahungen
und das Fehlen des ersten Stuhls des Neugeborenen innerhalb der ersten
beiden Tage. Die Therapie der Wahl ist die operative Entfernung des

betroffenen Darmabschnittes.

Die Divertikelkrankheit: Bei der Divertikulose ist die Kolonwand von
multiplen, asymptomatischen Ausstulpungen der Schleimhaut betroffen, die
durch préaformierte Schwachstellen entstehen, und zwar durch Muskelliicken
entlang der intramuralen Blutgefal3e. Die Krankheit selber entsteht durch eine
Entziindung dieser Divertikel (Divertikulitis), die zu Perforationen, Abszessen,
Stenosen, Fisteln und Blutungen filhren kann. Betroffene Patienten haben
eine geringere Dichte an Neuronen in allen enterischen Nervenplexus. Uber
44,4 % der Divertikulose-Patienten haben eine erhohte Anzahl an Gliazellen in
den  myenterischen  Ganglien bei gleichzeitiger  oligoneuronaler

Hypogangliose, was zu begletenden Motilitdtsstorungen fihren kann.



1.5. Fragestellung und Zielsetzung

Die Regulierung der einwandfreien Motilitat des Darmes erfordert eine ungestorte
Kommunikation zwischen den Iniatoren der Bewegung (enterische Nervenzellen) und
den Effektoren (enterische glatte Muskelzellen). Dieses Zusammenspiel wird durch
Neurotransmitter ermoglicht und erfordert eine morphologische und physiologische
Verknupfung dieser Komponenten. Zudem sind die enterischen Nervenzellen in
verschiedenen Formen und Strukturen vorzufinden und weisen je nach
Differenzierung unterschiedliche Kalium- und Natriumstréme vor. Daher sollten in
dieser Arbeit anhand der in-vitro-Modelle sowohl die Differenzierungen der
verschiedenen Nervenzelltypen bezogen auf deren Alter als auch die Interaktion

zwischen den Nervenzellen und den Muskelzellen analysiert und bewertet werden

Diese Fragestellungen sollen mit folgenden experimentellen Ansatzen untersucht

werden:

1. Analyse der Membranstrome durch whole-cell-Ableitungen (patch clamp) von
enterischen Nervenzellen aus postnatalen Zellkulturen

2. Charakterisierung der Stromprofile als Kombination verschiedener
lonenstrome

3. Statistische Erfassung von Anderungen der Stromprofile wéahrend der
morphologischen Differenzierung

4. Analyse des Verhaltens spontan aktiver neuromuskularer Zellaggregate

5. Untersuchung des neuronalen Einflusses auf die Kontraktionsmuster spontan

aktiver Zellaggregate durch Blockade mit dem Lokalanasthetikum Lidocain
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2. Material und Methoden

2.1. Enterische Nervenzellkulturen

Die myenterischen Ganglienzellen wurden nach einer altbekannten Methode
prapariert (Schafer et al. 1997; 1999). Der Dunndarm der Wistar-Ratte wurde nach
zwei bis drei Tagen postnatal entfernt, anschlieend wurde die Tunica muscularis
von der Mucosa abgezogen und in eine Ca2+ und Mg2+ freie ausgeglichene Hank-
Salzlésung (Hanks‘ Balanced Salt Solution) gelegt (HBSS, Gibco Life Technologies,
Germany), die auflerdem mit Antibiotika versehen wurde, welche 1mg/ml
Kollagenasen enthalten (SIGMA, Munich, Germany). Nach zwei Stunden
Inkubationszeit bei 37° Grad hat man die Bruchsticke des Plexus myentericus
mithilfe des Stereomikroskops eingesammelt und durch die 15-minttige Gabe von
Trypsin/EDTA  (0,125mg/ml Gibco, Life Technologies, Germany) bei 37° Grad
voneinander geldst. Die bei dem Verfahren gewonnenen Zellen wurden bei 900 rpm
zentrifugiert.

Die Trypsinierung wird anschlieRend gestoppt und durch fotales Kalberserum ersetzt
(FCS, Gibco, Life Technologies, Germany). Weiterhin wurden die Zellen zerrieben,
gezahlt und mit einer Dichte von 100000 Zellen/ml auf mit poly-D-Lysin-/ Laminin
beschichteten Deckglasern ausgesat. Das definitive Medium zum Inkubieren der
Zellen besteht aus Neurobasal A (Gibco, Life Technologies, Germany) und B27-
Ergadnzungen (Gibco, Life Technologies, Germany). Der finalen L6sung wurden
50mg/ml GDNF (Peprotech, Hamburg, Germany) hinzugefiigt. Die Zellen wurden von
zwei Tagen bis sechs Wochen kultiviert, wobei das Medium zweimal die Woche

gewechselt wurde.
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2.1.1. Neuromuskulare Aggregate

Die neuromuskularen Aggregate wurden nach dem gleichen Verfahren wie die
enterischen Nervenzellen hergestellt mit der Ausnahme, dass zusatzlich zu den
Plexus-myentericus-Bruchstiicken kleine Muskelaggregate eingesammelt wurden

und dass der Schritt der Trituration vor dem S&aen ausgelassen wurde.

2.1.2. Immunzytochemie der enterischen

Nervenzellkulturen

Die Zellen wurden fur 30 min mit 4%igem Paraformaldehyd fixiert, fur 10 min mit
Methanol permeabilisiert und 10 min lang mit 3%igem H202 behandelt. Nachfolgend
hat man unspezifische Signale durch normales Ziegenserum (1:10) fir 30 min
blockiert.

Anschliel3end wurden primare Antikdrper in einem Antikdrper-Lésungsmittel ( Zymed,
Invitrogen, CA) verdunnt und fir eine Stunde hinzugefiugt: PGP 9.5 ist ein PAN-
neuronaler Marker, der speziell Nervenzellkérper und Fasern farbt, wodurch eine
verlassliche ldentifikation der Nervenzellen und eine Bewertung des Nervensystems
erlaubt wird. Nach der Inkubation mit dem sekundaren Antikdrper wurden sowohl
biotinyliertes Ziegen-lgG (1:2000, Jackson Immuno Research, PA) als auch ABC
konjugiert mit Meerrettichperoxidase fur 30 min hinzugefigt. Als Chromogen wurde
DAB (DakoCytomation, Hamburg, Germany) verwendet und die Analysen wurden mit
dem Nikon-6000 Mikroskop durchgefihrt.
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2.1.3. Untersuchung der enterischen Nervenzellkulturen

mit dem Rasterelektronenmikroskop

Die Fixierung der enterischen Neurone, die von Tag 2 bis Tag 7 kultiviert wurden,
erfolgt mithilfe von Glutaraldehyd in PBS fir 30 min, gefolgt von einer Post-Fixierung
fur 20 min in 2%igem Osmiumoxid und anschlieRender Dehydrierung. Nachdem ein
kritischer Punkt der Trocknung erreicht wurde, wurden die Proben mit Gold
aufgespulttert.

Die bearbeiteten kultivierten Zellen wurden mit einem Rasterelektronenmikroskop
(Phillips XL 20, Phillips) untersucht.

2.2. Elektrophysiologische Messung

2.2.1. Patch-Clamp-Technik

In den 70er Jahren wurde von den beiden deutschen Wissenschaftlern Erwin Neher
und Bert Sakmann am Max-Planck-Institut in Midnchen die Patch-Clamp-Technik
entwickelt (Hamill et al. 1981). Fiur die Erkenntnis, wie man die Aktivitat einzelner,
membranstandiger lonenkanéle messen kann, bekamen sie 1981 den Nobelpreis fur
Medizin und Physiologie. Diese Patch-Clamp-Technik ermdglicht die Untersuchung
von Membranstromen mit hoher Amplituden- und Zeitauflosung und somit von
Kinetik und Leitfahigkeit der spannungs- und ligandengesteuerten lonenkanale. Ein
wichtiges Kriterium fir das Funktionieren dieser Technik ist die feste Verbindung
zwischen Glaspipette und Membran, die einen hohen elektrischen Widerstand
zwischen der Extrazellularlosung und der Innenseite der Pipette erst ermdglicht
(Gigaseal). Es kommt zu einem geringen elektrischen Rauschen, wodurch die
Strombilder der einzelnen lonenkanale dargestellt werden konnen (Brau, M.E et al.
1996). Eine Spannungsklemme (voltage-clamp) ermdglicht es, dass das
Membranpotenzial eines bestimmten Membranstlicks (Patch) auf einem bestimmten
Wert gehalten und somit der Kompensationsstrom gemessen werden kann. Dieser
steht entweder fir das Offnen eines Kanals (single-channel) oder aller Kanale

(whole-cell) einer Zelle.
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2.2.2. Versuchsaufbau

Es wird ein Messplatz bendétigt, der vor elektrischen und mechanischen Stérungen
aus der Umgebung geschitzt ist, da die Patch-Clamp-Technik eine sehr
empfindliche Messmethode darstellt. Daher finden die Untersuchungen in einem
erschutterungsfreien Labor statt, in dem daruber hinaus ein massiver Granitblock die
Arbeitsflache vor mechanischen Beeintrachtigungen schitzt. Es wird ein Invers-
Mikroskop (Zeiss, Axiovert S100) inklusive eines Phasenkontrastkondensators
verwendet, wobei die Petrischale mit den Zellen in den Kreuztisch eingelegt wird. Die
Patchpipetten werden mittels eines Mikromanipulators (World Precision Instruments,
ITEM No. 1XM3301L) préazise und behutsam an die zu untersuchende Zelle gefuhrt.
Mithilfe eines Joysticks, der sich aul3erhalb des Faraday-Kafigs befindet, wird der
Mikromanipulator samt seiner drei Schrittmotoren bedient. Das Mikroskop und der
Mikromanipulator stehen auf dem stabilen Granitblock, wobei der Vorverstarker
(AXON Instruments) und der Pipettenhalter (World Precision Instruments, ITEM No.
MEH1SF10) wiederum am Mikromanipulator befestigt sind. Der Pipettenhalter spielt
eine sehr wichtige Rolle, da er zum einen die elektrische Verbindung der Pipette zum
Verstarker (EPC-7) erméglicht und zum anderen das Erzeugen eines Uber- bzw.
Unterdrucks in der Pipette Gber einen seitlich angelegten Luftschlauch zul&sst. Eine
20ml-Spritze ist Uber einen Dreiwegehahn mit dem Luftschlauch verbunden, wodurch
der Druck bzw. der Sog erzeugt werden kann. Einmal die Woche erfolgt die
Reinigung des Pipettenhalters mit destilliertem Wasser und die Chloridierung des
Silberdrahts.

Durch den Vorverstarker werden Stromé&nderungen Uber der Membran bei
festgelegter Spannung gemessen, wobei die Ergebnisse mithilfe des Programms
Signal 2.05 auf dem Computerbildschirm dargestellt und analysiert werden. Die
eigentliche Steuereinheit ist jedoch der EPC-7-Verstarker, der das ankommende
Signal zusatzlich filtert, wodurch man die Kompensation der Kapazitdt und des
Serienwiderstandes einstellen kann. Die Bandbreite der Daten wird Uber einen
zuséatzlichen Tiefpass-Filter auf 3kHz begrenzt. Ein wichtiges Hilfsmittel, das die
Anndherung der Pipette an die Zelle ermdoglicht, ist eine Videokamera, die am
Fotofokus des Mikroskops befestigt und mit einem auf3erhalb des Faraday-Kafigs

gelegenen Bildschirm verbunden ist.
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2.2.3. Patchpipetten und Elektroden

Das Ziel ist es, eine hochohmige Verbindung zwischen Zelle und Glaspipette zu
erhalten, woflr das Material und die Geometrie der Patch-Pipette eine tragende
Rolle spielen. Die Registrierung der transmembranen lonenstrome wird umso
rauscharmer, je besser diese Verbindung ist. Die Pipetten wurden aus feinen
Borosilikatglas-Rohrchen (Vitrex GB150T- 8P, Science Products GMBH) mithilfe
eines Pipetten-Ziehgerates (sog. Puller: LIST-MEDICAL-ELECTRONIC, L7M-3P-A,
S7N 7909050) hergestellt. Der staub- und fettfreie Glasrohling wird vertikal in das
Pipetten-Ziehgerat eingespannt und in zwei Heizschritten verarbeitet. Die Heizspirale
sorgt zunachst dafur, dass die Kapillare in die Lange gezogen wird und sich das Glas
dabei auf einen Durchmesser von 300um verjingt. AnschlieBend wird das Glas im
zweiten Heizschritt nach Rezentrierung an der verjingten Stelle durchtrennt. Zwei
Sollwertpotentiometer ermdglichen die Regulierung der Temperatur der Heizspirale,
wodurch unterschiedliche Durchmesser und Spitzenlangen erzeugt werden kénnen.
Der Spitzendurchmesser, den die hier verwendeten Glaspipetten besitzen, liegt bei
1um und der Widerstand der Patch-Pipetten bei der Ganzzellableitung ist zwischen 2
und 5MQ. Der Widerstand zwischen Zellsoma und Silberchloriddraht, dem
sogenannten Serienwiderstand (Rs), der im besten Falle dem Pipettenwiderstand
entspricht, ist aufgrund der Membranbestandteile, die sich im Mindungsbereich der
Pipette befinden, deutlich erhdéht (Numberger und Draguhu, 1996). Um den
Serienwiderstand zu verringern, musste man niederohmige Pipetten verwenden, die
aber wiederum eine Sealbildung deutlich erschweren, weswegen man Kompromisse
eingehen muss. Die Elektroden bestehen aus einem Silberdraht, welche durch
Chloridieren mit einer Chloridschicht bezogen werden. Sie sind metallische Leiter,
die fur eine Verbindung zwischen Vorverstarker mit Pipettenlésung und Erdleiter in
der Badlosung sorgen. Die Chloridschicht auf dem Silberdraht muss regelmafig
erneuert werden. Hierzu wird der Silberdraht mit Sandpapier abgeschliffen und mit
80%-igem Ethanol abgespult. Anschlieend wird er Uber eine Anode einer

Spannungsquelle fur ca. 15 Minuten in eine Chloridlésung (0,1N HCL) getaucht.

Ein weiterer mit der Kathode verbundener Draht in der L6sung sorgt nach Anlegen
einer Spannung von ca. 1 Volt und einem Strom von 1 mA fir das Abziehen der
Elektronen an der Elektrode, wodurch Silberchlorid entsteht, erkennbar an der
matten, dunkelgrauen Farbung. Der chlorierte Silberdraht hat die Funktion, Offset-
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Potentiale konstant zu halten, die an Ubergangen innerhalb der Messkette entstehen

konnen wie z.B. Silberdraht und Pipettenldsung oder Badlésung und Erdung. Diese

Potentialdifferenzen sollten trotzdem zusatzlich durch den Verstarker Kkorrigiert

werden.

2.2.4.

Losungen fur die Patch-Clamp-Untersuchungen

In der folgenden Tabelle ist die Zusammensetzung der intra- und extrazellularen

Losungen aufgelistet, die fur die Patch-Clamp-Messungen verwendet wurden.

Externe Losung (mM)

Interne Losung (mM)

NacCl 160,0 -=--
KCL 4,5 140,0
CacCl, 2,0 -==-
MgCl, 1,0
Glucose
HEPES 5,0 10,0
EGTA - 10,0

Tabelle 2: Zusammensetzung der intra- und extrazellularen Losungen fur die Patch-

Clamp-Versuche
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Fur die Herstellung der Losungen muss penibel darauf geachtet werden, dass keine
Verunreinigungen mit unerwunschten lonen stattfinden. Aus diesem Grund werden
nur Chemikalien des héchsten Reinheitsgrades verwendet. Mit Aqua bidest. werden
alle Lésungen zubereitet und mit handelsiblichen Filtern werden die Losungen vor
Gebrauch steril filtriert. Die Osmolalitdt beider Losungen wird auf 285mosmol

eingestellt und der pH-Wert betragt 7,4.

1000ml der internen und der externen Losung wurden jeweils hergestellt, welche flr
bis zu 4 Wochen bei einer Temperatur von 2°C bis 8°C im Kihlschrank gelagert
werden konnten. Wahrend die interne Losung mithilfe eines dinn ausgezogenen
Polyethylen-Filaments in die Pipette gefullt wird, dient die externe LOsung als
Messlosung fur die mit Zellen gefiillte Petrischale, welche vor Versuchsdurchfiihrung
zweimal mit externer Losung ausgewaschen und anschlieBend mit 2 ml selbiger

Lésung gefullt wird.

2.2.5. Versuchsdurchfihrung

Die Patchpipette, die als Messelektrode dient, wird mit einer isotonen internen
Losung geflllt, welche eine dem Zellinnern vergleichbare Ilonenkonzentration
besitzt. Diese Ldsung innerhalb der Pipette ist entscheidend, da nach dem
Durchbrechen der Zellmembran ein FlUssigkeitsaustauch zwischen Pipettenldsung
und Zytoplasma stattfindet und somit die physiologischen Bedingungen beibehalten
werden. Die Pipette wird an den Vorverstarker der Messeinrichtung befestigt und die
Herstellung eines Uberdrucks verhindert Verunreinigungen der Pipettenspitze. Auf
dem Mikroskoptisch befindet sich die Petrischale samt Zellen und Messlosung. Die
Pipette wird mithilfe des Joysticks in die Messlosung eingetaucht, wodurch sich der
Stromkreis schlief3t. Der folgende Schritt ist der schwierigste und wichtigste: Per
Joysticks wird die Pipette an die ausgewéhlte Zelle herangeflhrt; sehr vorsichtig wird
an die Oberflache der Zellmembran angedockt und anschlieRend wird der Uberdruck

geldst und durch leichtes Ansaugen mithilfe der am Luftschlauch befestigten 20ml-
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Luftspritze eine mechanische Verbindung zwischen Pipette und Zellmembran
hergestellt, die einen sehr hohen elektrischen Widerstand besitzt (mind. 1 GQ).
Dieser Zustand wird als Cell-attached-Konfiguration bezeichnet. Die Versuche in
dieser Arbeit wurden in der whole-cell-Konfiguration durchgefihrt, die als nachsten
Schritt die Durchdringung der Zellmembran und die Herstellung der Verbindung zum
Zytoplasma erfordert. Dies geschieht, indem man immer wieder vorsichtig an der
Luftspritze zieht bis der Unterdruck stark genug ist, um das unter der Pipette
liegende Membranstiick zu zerreiBen. Nun kommt es zum oben schon
beschriebenen Austausch zwischen Pipettenflissigkeit und Zytoplasma. Die
elektrischen Ereignisse werden nun Uber die gesamte ubrige Membranflache

dargestellt.
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3. Ergebnisse

3.1. Enterische Nervenzellkulturen

Die enterischen Nervenzellen wurden im anatomischen Institut postnatal aus dem
Darm von Ratten kultiviert und taglich dort abgeholt, um sie im physiologischen
Institut zu untersuchen. Als erstes wurde immer ein Losungswechsel vorgenommen,
um die Zellen aus ihrem Nahrmedium in eine fir die Patch-Clamp-Technik geeignete
Messlosung zu transferieren. Die Petrischale wurde mit der externen Lésung
zweimal ausgewaschen und anschlieBend mit einer Menge von 2ml derselben
Losung befullt. Nun wurden die Zellen unter einem Lichtmikroskop begutachtet. Je
nach Alter der Zellkultur konnten verschiedene Entwicklungsstadien gefunden
werden. Die Zellkulturen wurden Uber einen Zeitraum von sechs Tagen untersucht,
und zwar vom 3. bis zum 9. Zellkulturtag. Das Ziel dieser Untersuchungen war es,
die enterischen Nervenzellen in einem sehr frihen und unreifen Stadium zu
charakterisieren, die Entwicklung der elektrophysiologischen Membraneigenschaften

der Nervenzellen festzustellen und die lonenstréme zu analysieren.

3.1.1. Morphologie undifferenzierter Zellen

Charakteristisch fur die undifferenzierten Zellen ist die einfache, runde Gestalt. Es
sind noch keine Axone und keine Dendriten vorhanden und die Zellen haben
keinerlei physikalischen Kontakt zueinander. Sie unterscheiden sich weder
morphologisch noch ultrastrukturell voneinander und werden vom dritten bis zum
neunten Kulturtag in abnehmender Haufigkeit gesichtet. Aufgrund des kleinen
Durchmessers der Zellen von etwa 5-15 pm war es sehr schwierig
Ganzzellableitungen durchzufiihren, weswegen die Erfolgsrate verhaltnismaRig
gering war. In nur etwa 10% der Versuche war die Membran der getesteten Zelle flr
einen hohen elektrischen Widerstand von mehreren Gigaohm geeignet (,Gigaseal*
(> 10MQ)), welcher auch noch viele Sekunden andauern musste. Fur eine
Untersuchung der Strom-Spannung-Beziehung in groRerem Male waren die

Aufnahmebedingungen nicht stabil genug.
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Insgesamt wurden 13 Ganzzellableitungen mit befriedigender Qualitdt wvon

undifferenzierten Zellen durchgefihrt.

Abbildung 2: Ubersichtsaufnahme undifferenzierter Zellen

Abbildung 3: Eine undifferenzierte Zelle
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3.1.2. Morphologie differenzierender Zellen

Differenzierende Zellen sind gekennzeichnet durch dendriten- und neuritenahnliche
Fortsatze. Sie wurden vom dritten bis zum neunten Zellkulturtag in ansteigender
Haufigkeit gesichtet. Je alter die Zellkultur, desto verzweigter und komplexer sind die
Zellnetzwerke. Bei den differenzierenden Neuronen kann zwischen unipolaren und
multipolaren Zellen unterschieden werden. Wie die undifferenzierten Zellen haben
auch die differenzierenden Zellen einen sehr kleinen Durchmesser, weshalb die
Patch-Clamp-Ableitung erheblich erschwert wurde. Eine weitere Erschwerung der
Messung ergibt sich aus der Tatsache, dass die lonenkanale bei den
differenzierenden Zellen in die Axone wandern, die Kanaldichte im Zellkdrper
hingegen abnimmt. Im Rahmen dieser Arbeit wurden insgesamt 12
zufriedenstellende Ganzzellableitungen von differenzierenden Zellen hergestellt,

wobei vier verschiedene Stromprofile diagnostiziert werden konnten.

Abbildung 4:Ubersichtsaufnahme differenzierender Zellen
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Abbildung 5: Zwei differenzierende Zellen

3.2. Stromprofile der Nervenzellen

Ein Stromprofil beschreibt die Gesamtleitfahigkeit einer Zelle, die sich aus den
Leitfahigkeitswerten der verschiedenen Einzelkanédle innerhalb der Zellmembran
zusammensetzt.  Die qualitativen und quantitativen Unterschiede der lonenkanéle
innerhalb der verschiedenen Zellen sind daflr verantwortlich, dass jeder Zelltyp ein
charakteristisches Stromprofil aufweist. Die Dichte bzw. die Anzahl der lonenkandle
ist entscheidend fir die Amplituden im Stromprofil, die Art und die spezifische
Funktion der lonenkanéle sind maf3geblich fur den zeitlichen Verlauf .

Bisher ist nur wenig bekannt Uber das Auftreten der lonenstréme wahrend der
Entwicklung der unreifen enterischen Nervenzelle bis zum differenzierten Stadium.
Das Besondere der Nervenzellen ist das Zusammenspiel der Natriumstrome mit den
verschiedenen Kaliumstromen, wobei die Natriumleitfahigkeit essenziell ist fir das

Entstehen eines Aktionspotentials. Aul3erdem ist bekannt, dass das Exprimieren der
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verschiedenen lonenkanale wahrend der Entwicklung nicht gleichzeitig stattfindet. Es
wird viel mehr eine aufeinanderfolgende Entstehung der lonenkanale beschrieben.

Natriumkanéle gibt es in Uber neun verschiedenen Isoformen, wobei in diesem Fall
nur die schnell inaktivierenden Natriumkandle relevant sind. Sobald das
Ruhepotenzial in Richtung weniger negativer Werte depolarisiert wird und dabei das
Schwellenpotenzial Gberschritten wird, 6ffnen sich schnelle spannungsabhéngige
Natriumkanéle, die dafir sorgen, dass ein Natriumeinstrom die Zelle schnell und
verstarkt depolarisiert. Bei anhaltender Depolarisation sorgt ein Inaktivierungs-
mechanismus daftr, dass die Natriumkanéle sich schliel3en und solange nicht mehr
aktivierbar sind, bis die Kaliumkanéle fiir eine Repolarisation gesorgt haben. Dieses
Strombild des einwartsflieenden Natriumstroms ist in der Abbildung 13 zu sehen.
Die Familie der Kaliumkanale ist wesentlich komplexer. Sie sorgen u.a. fir die
Kontrolle des Ruhemembranpotenzials und fir die Regulation der elektrischen
Erregbarkeit der Neuronen, in dem sie die Dauer der Aktionspotenziale limitieren und
somit ihre Frequenz regulieren. Die spannungsabhangigen Kaliumkanale (Kv-
Kanale) sind dafur verantwortlich, dass mithilfe der Auswartsstrome die
Repolarisation eingeleitet wird. Es gibt zwei Unterformen dieser auswarts-
gleichrichtenden Kaliumkanale: a) den schnell aktivierende und schnell
inaktivierende A-Typ, welcher in den Abbildungen 8, 9 und 10 zusehen ist und b) die
langsam aktivierenden und nicht inaktivierenden Kaliumkanale (delayed rectifier),

welche in den Abbildungen 6 und 7 zu sehen sind.

3.2.1. Messung der Stromprofile

Die Whole-Cell-Konfiguration ermdoglicht es, Uber die gesamte Zellmembran
lonenstrome zu messen, in dem man die Membran, die die Barriere zwischen
Pipetteninhalt und Zellinnerem darstellt, durch kurzes Ansaugen durchbricht. Bei
dieser Patch-Clamp-Methode sorgt die Spannungsklemme dafir, dass das
Membranpotenzial der untersuchten Zelle konstant gehalten (geklemmt) wird, und
zwar mithilfe eines Kompensationsstroms, der die gleiche Gro3e hat wie der Strom,
der innerhalb der Membran entsteht, diesem jedoch entgegengerichtet ist. Ein Regler
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ist dafur verantwortlich, dass der Unterschied zwischen dem gemessenen
Membranpotenzial und dem gewinschten Wert, der sogenannten Sollspannung,
erkannt wird und anschliel3end ein entgegengesetzter Strom der Zelle zugefuhrt wird,
welcher dann als Kompensationsstrom bei Voltage-Clamp-Versuchen gemessen
wird.

Die geringe GroRRe der untersuchten Nervenzellen erschwerte die Versuche erheblich
und ermdglichte nur eine sehr kurze Messdauer. Eine ausfihrliche Untersuchung der
lonenstrome Uber einen gréReren Potentialbereich war daher nicht méglich. Um die
Stromprofile der Zellen zu charakterisieren, wurde ein konstantes Reizprogramm
verwendet. Das Haltepotenzial wurde auf -80 mV eingestellt, was dem natirlichen
Ruhemembranpotenzial einer Nervenzelle entspricht. Somit wurde gewabhrleistet,
dass alle Natriumkanale aktivierbar waren. Nun wurde der Zelle ein Reizpotenzial
von 100mV zugefiigt, wodurch die Zelle ein Potenzial von +20 mV erreichte.
Aufgrund der hohen Offnungswahrscheinlichkeit aller lonenkanale konnten bei
diesem Potential optimale Amplituden zur Darstellung der jeweiligen Stromprofile

ausgelost werden.

3.2.2. Zusammensetzung der Stromprofile aus den

einzelnen Komponenten

Elektrophysiologisch wurden die Zellen vom dritten bis zum neunten Kulturtag
untersucht. Gemessen werden insgesamt vier verschiedene Stromprofile, die in den

folgenden Abschnitten beschrieben werden.
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3.2.2.1. Nicht inaktivierender Kaliumstrom

Abbildung 6: Ein nicht inaktivierender Kaliumstrom

Dieses Stromprofil weist keinen Natriumstrom auf, sondern nur einen nicht
inaktivierenden Kaliumstrom. Der Verlauf der Stromlinie ist wie folgt: Zunachst ist ein
leicht ansteigender Kaliumstrom zu erkennen, der anschlieBend konstant seine
Starke beibehélt, wie anhand des Plateaus zu erkennen ist. Der Abstand zwischen
Plateau und Nulllinie steht fur die Anzahl der getffneten Kaliumkanéle. Alle 13 Patch-
Clamp-Versuche an den undifferenzierten Zellen sowie die beiden Messungen an

den differenzierenden Zellen vor dem flnften Tag ergaben dieses Strommuster.
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3.2.2.2. Natriumstrom + nicht inaktivierender Kaliumstrom

50 ms

Abbildung 7: Ein Natriumstrom mit einem nicht inaktivierenden Kaliumstrom

Dieses Strombild zeigt einen schnellen Natriumeinwartsstrom gefolgt von einem nicht
inaktivierenden Kaliumstrom. Bei Reizbeginn 6ffnen sich die Natriumkanale und es
kommt zu einem schnellen Spitzenstrom, der trotz anhaltender Depolarisation
innerhalb von wenigen Millisekunden aufgrund der vollstdndigen Inaktivierung der
Natriumkanéle zurtickgeht. Anschliel3end ist ein Plateau oberhalb der Nulllinie zu
erkennen, welches flr einen konstanten Kaliumstrom steht. Dieses Stromprofil
konnte zwischen dem sechsten und dem neunten Tag an den differenzierenden

Zellen festgestellt werden.

26



3.2.2.3. Natriumstrom + inaktivierender Kaliumstrom + nicht

inaktivierender Kaliumstrom

20 pA
20 ms

Abbildung 8: Ein Natriumstrom plus inaktivierendem und nicht inaktivierendem

Kaliumstrom

Dieses Stromprofil weist einen schnellen Natriumeinwartsstrom auf mit einem
anschlieend inaktivierenden und einem nicht inaktivierenden Kaliumstrom. Die
Spitze des Natriumeinstromes wird durch einen schnell aktivierenden
Kaliumausstrom Uber die Nulllinie gehoben. Der inaktivierende Kaliumstrom ist durch
die leicht abfallende Stromlinie zuerkennen und der nicht inaktivierende Kaliumstrom
am nachfolgenden Plateau. Dieses Messergebnis wurde vom flinften bis zum

siebten Tag an den differenzierenden Zellen erzielt.
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3.2.2.4. Multipler Natriumstrom + inaktivierender

Kaliumstrom + nicht inaktivierender Kaliumstrom

40pA

50ms

Abbildung 9: Multipler Natriumstrom plus inaktivierendem und nicht inaktivierendem

Kaliumstrom

40pA

50ms

Abbildung 10: Multipler Natriumstrom plus inaktivierendem und nicht inaktivierendem

Kaliumstrom
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An diesem Stromprofil

einwartsstrome gibt kombiniert mit

ist erkennbar,

inaktivierenden und nicht

dass es mehrere schnelle Natrium-

inaktivierenden

Kaliumstromen. Dieses Strommuster wurde nur am siebten und am achten Kulturtag

an differenzierenden Zellen gemessen.

3.2.3.

Ubersichtsgrafik der Messungen

culture day (d)

cell type

undifferentiated
cells

[

2*

3*

>

4*

>

[

=

1*

S

1*

>

differentiating
cells

s

2*

1*

@

@

550"

&

1*

>

Tabelle 3: Stromprofile der enterischen Nervenzellen wahrend ihres Reifeprozesses
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3.2.4. Ubersicht Gber die Entwicklung der Stromprofile

In dieser Versuchsreine wurden enterische Nervenzellen wahrend ihres
Reifeprozesses untersucht und in zwei Gruppen aufgeteilt. Wir unterscheiden
zwischen undifferenzierten und differenzierenden Zellen, wobei die undifferenzierten
Zellen allesamt durch einen runden Zellkorper charakterisiert sind, wohingegen die
differenzierenden Zellen verschiedene Formen und Strukturen aufweisen wie z.B.
unipolar oder bipolar. Die undifferenzierten Nervenzellen haben bis zum neunten
Kulturtag ausschlie3lich nicht inaktivierende Kaliumstrome und kdnnen keinerlei
Natriumstrome vorweisen. Die differenzierenden Nervenzellen sind ab dem flnften
Entwicklungstag in der Lage Natriumstrome zu entwickeln. Die Natriumstrome treten
in Verbindung mit nicht inaktivierenden Kaliumstromen oder in Verbindung mit
inaktivierenden und nicht inaktivierenden Kaliumstromen auf. Die Besonderheit
dieser Ergebnisreihe sind die multiplen Natriumstrome samt inaktivierenden und
nicht inaktivierenden Kaliumstrémen. Vor dem funften Tag sind die differenzierenden
Nervenzellen vom Stromprofil ausgehend gleichzusetzen mit den undifferenzierten
Zellen. Wahrend der Transformation der unreifen Zelle zum Neuron erfolgt eine
Erhdhung der Dichte der Natriumkandle sowie eine Differenzierung der
Kaliumkanéle, was eine Vielfalt der Membranstrome zur Folge hat. Je alter die
Zellkulturen wurden, desto kleiner wurden die Zellkérper, weswegen die Patch-

Clamp-Technik ab dem zehnten Tag nicht mehr méglich war.
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3.3. Zuckende Muskelzellen in vitro. Das Zusammenspiel der
Initiatoren und der Effektoren der gastrointestinalen
Peristaltik

Der zweite Teil dieser Arbeit behandelt das Zusammenspiel zwischen den
enterischen Nervenzellen und den glatten Muskelzellen. Die Regulierung der
gastrointestinalen Motilitdt ist von der ungestdorten Kommunikation dieser beiden
Zelltypen miteinander abhangig, welche durch Neurotransmitter vermittelt wird. In
den hier untersuchten Co-Kulturen formieren sich die enterischen Neurone und die
Muskelzellen zu Zell-Aggregaten, die fur eine rhythmische Kontraktion in vitro
sorgen.

Durch eine immunzytochemische Farbung wird deutlich, dass relativ grof3e Haufchen
der Muskelzellen von neuronalen Netzwerken umgeben sind, welche in direktem
Kontakt zu den Muskelzellaggregaten stehen, was in den Abbildungen 11 und 12 zu
sehen ist. Unter dem Lichtmikroskop ist eine Spontanaktivitat der Muskelzellen zu
erkennen, welche auf einen Impulsgeber schlieen lasst. Durch das Filmen vieler
einzelner zuckender Muskelaggregate konnten die Frequenzen der Zuckungen und
die Kontraktionszentren analysiert und bestimmt werden. Die Anzahl der Zuckungen
pro Minute variiert zwischen 2 und 15. Das Zentrum der Zuckungen wechselt
zwischen Zellhdufchenmitte und Zellhaufchenrand, wobei prozentual gesehen die

Zuckungszentren vermehrt am Rand der Muskelzellaggregate liegen.
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Abbildung 11: Muskelzellaggregate umgeben von Nervenzellen; mit dem
Muskelmarker a-SMA bearbeitet

Abbildung 12: Muskelzellaggregate umgeben von Nervenzellen; mit dem pan-

neuronalen Marker PGP9.5 préapariert
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3.3.1. Elektrophysiologie der den Muskelzellaggregaten

angelagerten Nervenzellen

Durch die Anfarbung der Praparate wurde ersichtlich, welche Strukturen mithilfe der
Patch-Clamp-Technik zu untersuchen sind. Wie bei den enterischen
Nervenzellkulturen wurden die Zellen aus ihrem Nahrmedium in eine geeignete
Messlosung Ubertragen. Unter dem Mikroskop wurden hauptsachlich die
Nervenzellen gesucht, die sich in Haufchen gruppiert am Rand eines
Muskelzellaggregats befinden. Durch die Verwendung eines inversen Mikroskops
war durch eine mehrlagige Zellschicht die Spitze der Messpipette nicht mehr zu
erkennen. Die einzelnen Zellen sind nicht voneinander abzugrenzen, wodurch das
Andocken der Patchpipette an eine Zellmembran nur an einem erhdhten elektrischen

Widerstand zu erkennen war.

AulRerdem wurden auch die vereinzelten undifferenzierten und differenzierenden
Nervenzellen untersucht, die sich geringfligig aul3erhalb dieser Zellaggregate
befanden. Insgesamt wurden 24 Ableitungen erreicht, die zwischen dem 3. und dem
10. Kulturtag registriert wurden. Die vereinzelten undifferenzierten und
differenzierenden Nervenzellen haben nur Kaliumstrome und keine Natriumstrome
vorzuweisen. Die sich zu Haufchen zusammengelagerten Nervenzellen lassen vor
allem am 3. und am 4. Tag Natriumstrome erkennen, welche im Laufe des Alterns
der Zellkulturen weniger werden. Ab dem 8. Tag waren kaum noch Ableitungen

moglich. Siehe Tabelle (Ubersichtsgrafik der Messungen)
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3.3.2. Ubersichtsgrafik der Messungen
culture
day (d)
3 4 5 6 7 8 10
cell type
1* 1* 1*
undifferentiated @ @ @
cells .
differentiating
CeIIS ------- @ -------------- @ ------ @
5* 1* 1* 1* 1* 1*
cellular
4* x0T

Tabelle 4: Stromprofile der den Muskelzellaggregaten angelagerten Nervenzellen
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3.3.3. Funktionsprifung einer Nervenzelle innerhalb eines

Zellaggregats

25 mV

2 ms

Abbildung 13: Aktionspotenzial einer Nervenzelle am Rande eines Zellaggregats

Durch die bisherigen Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass sich im Verlauf
der Zelldifferenzierung komplexe Stromprofile herausbilden kénnen. Die Funktion
einer Nervenzelle hangt allerdings davon ab, ob die Dichte der lonenkanéle in der
Zellmembran ausreichend ist, um Aktionspotenziale erzeugen zu kdnnen. Trotz der
schwierigen Ableitbedingungen ist es gelungen, aus einer am Rande eines
Zellaggregats liegenden Nervenzelle ein Aktionspotential abzuleiten. Zu diesem
Zweck wurde die Messeinstellung des Regelverstarkers von ,voltage clamp® auf
ccurrent clamp® umgestellt. Bei dieser Einstellung wird der Membranstrom vom
Regelverstarker konstant gehalten, Potentialanderungen werden zugelassen. Abb.
13 zeigt das unter diesen Bedingungen abgeleitete Aktionspotenzial. Es erflllt alle
Kriterien einer funktionsfahigen Nervenzelle. Die Anstiegssteilheit und die Amplitude
(ca 100 mV) sprechen fur eine hohe Natriumkanaldichte, die schnelle Repolarisation
fur eine hohe Kaliumkanaldichte.
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3.4. Die Frequenz der spontanen Kontraktionen und die Lage

der Kontraktionszentren

Neben den elektrophysiologischen Messungen an den Nervenzellen wurden 49
Filmaufnahmen von spontan zuckenden Zellaggregaten in vitro analysiert. Bei den
Untersuchungen wurde das Hauptaugenmerk auf zwei Faktoren gelegt, einmal auf
die Haufigkeit der Zuckungen pro Minute und einmal auf die Lokalisation der
Kontraktionszentren.

Fur die untere Grafik wurden 23 Zellaggregate ausgewertet (farbig markiert in den
Tabellen). Wie zu sehen, ist die Zuckungsfrequenz sehr unterschiedlich und reicht
von zwei bis zu 15 Mal pro Minute. Die Frequenzen 4,5,9 und 12 treten minimal

haufiger auf.

Haufigkeit
4

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 Frequenz

Abbildung 14: Haufigkeit der unterschiedlichen Frequenzen der spontanen

Kontraktionen
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Nummer + Datum + Konz. | Zuckungsfrequenz (pro | Kontraktionszentrum

Lidocain (M) min) (Mittelpunkt bis zum Rand)

Kontraktion-10x-2587 4 Zwei Zentren

(14.08.2012)

Kontraktion-10x-2590 5 2/3 Richtung Rand

(14.08.2012)

Kontraktion-40x-2568 9 Zentrum

(14.08.2012)

2066-5x-1-11-2012 2 Y Richtung Rand

2068-10x-1-11-2012- 9 Zentral zwischen den drei

Drilling Haufchen

2553-vom-7-8-2012-10x 4 Am Rand zwischen beiden
Haufchen

2777-vom-18-9-2012-5x 12 Zentrum

2778-vom-18-9-2012-10x | 12 ¥ Richtung Rand

2716-04092012-controll 12 2/3 Richtung Rand

2718-04092012-controll 9 2/3 Richtung Rand

Kontraktion-10x-2592- 11 Rand

14082012

Kontraktion-10x-2594- 6 Rand

15082012

2635-10x-22082012-1 8 2/3 Richtung Rand

2636-10x-22082012 3 Zentrum

2811-10x-1 (28.9.2012) 13 1/3 Richtung Rand

2686-10x-29082012-2 2 Rand

2779-10x-8-11-2012-0M 5 Zentrum

2860-10x-9-11-2012-0M 4 2/3 Richtung Rand

2920-10x-23-11-2012-0M | 9 Zentrum

2918-10x-O0mM-Ultracaine | 3 2/3 Richtung Rand

10x-ohne Lidocain | 6 Zentrum

(30.10.2012)

2860-10x-5-11-2012-0M 5 Zentrum

2777-10x-7-11-2012-0M 15 Rand

Tabelle 5: Zuckungsfrequenz und Kontraktionszentrum der zuckenden Muskelzellen
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Wie anhand der Tabelle deutlich wird, ist die Lage der Kontraktionszentren nicht
einheitlich. Es ist festzustellen, dass der Kontraktionsursprung sich eher am Rand
der Zellen befindet als im Zentrum. Im Folgenden sind drei Abbildungen aufgefihrt,
in denen der Kontraktionsursprung einmal zentral zwischen drei Muskelzell-
aggregaten ist, dann zentral im Haufchen selbst und einmal direkt am Rand des
Zellaggregates. Die Kontraktionszentren sind durch Pfeile markiert. Um den Verlauf

der spontanen Kontraktionen zu verdeutlichen, gibt es fur jedes abgebildete

Aggregat ein entsprechendes Video auf der beigefligten DVD.

Abbildung 15: Lokalisation des Schrittmachers zwischen den Zellaggregaten
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Abbildung 17: Lokalisation der Zuckungszentren am Rand
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3.5. Einfluss der Nervenzellen auf die Kontraktionsfrequenz

der Muskelzellaggregate

Um den Einfluss der Nervenzellen auf die Kontraktionsfrequenzen zu untersuchen,
wurden diese durch die Verwendung des Lokalanasthetikums Lidocain blockiert. .
Die Frequenz der Muskelkontraktion wurde pro untersuchte Kultur insgesamt bis zu
funfmal gemessen. Einmal zu Beginn des Versuches, dann nach 4 Stunden und
dann nach Zugabe von Lidocain in drei unterschiedlichen Konzentrationen ( 10"-
4Mol, 10”-6Mol und 1078 Mol). Es konnte bei Gabe von Lidocain keine
systematische Veranderung der Frequenz der Zuckungen festgestellt werden. Haufig
reduzierte sich die Frequenz der Zuckungen. Zum Teil erhdht sie sich trotz Lidocain

bzw. trotz einer erhéhten Konzentration von Lidocain.
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Nummer + Datum + Konz.
Lidocain (M)

Zuckungsfrequenz (pro min)

Kontraktionszentrum
(Mittelpunkt bis zum Rand)

2779-10x-8-11-2012-0M 5 Zentrum
2779-8-11-2012-4h-later 11 Zentrum
2779-10x-8-11-2012-10"-4M | 8 Zentrum
2779-10x-8-11-2012-10"-6M | 6 Zentrum
2779-10x-8-11-2012-10"-8M | 4 Zentrum
2860-10x-9-11-2012-0M 4 2/3 Richtung Rand
2860-10x-9-11-2012-4h-later | 4 2/3 Richtung Rand
2860-10x-9-11-2012-10"-4M | 5 2/3 Richtung Rand
2860-10x-9-11-2012-10"-6M | 3 2/3 Richtung Rand
2860-10x-9-11-2012-10"-8M | 3 2/3 Richtung Rand
2920-10x-23-11-2012-0M 9 Zentrum
2920-10x-23-11-2012-10"- 2 2/3 Richtung Rand
AM

2920-10x-23-11-2012-10" 11 Zentrum

6M

2920-10x-23-11-2012-10"- 4 Zentrum

8M

2920-10x-23-11-2012- 3 Zentrum

nach2h

2920-10x-23-11-2012- 2 Zentrum

nach5h

2918-10x-0mM-Ultracain 3 2/3 Richtung Rand
2918-10x-1mM-Ultracain O
2918-10x-200uM-Ultracain 3 Zwei Zentren
2918-10x-nach-1h-Ultracain |0 | e
10x-ohne Lidocain | 6 Zentrum
(30.10.2012)

4 h nach Lidocain | 13 Zentrum
(30.10.2012)

10x-10"-4 molar Lidocain | 6 Zentrum
(30.10.2012)

10x-10"-6  molar Lidocain | 1 Zentrum
(30.10.2012)

10x-10”"-8 molar Lidocain | 5 Zentrum
(30.10.2012)

2860-10x-5-11-2012-0M 5 Zentrum
2860-10x-5-11-2012-10-4M 2 Zentrum
2860-10x-5-11-2012-10-6M 1 Zentrum
2860-10x-5-11-2012-10-8M 4 Zentrum
2777-10x-7-11-2012-0M 15 Rand
2777-10x-7-11-2012-10-4M 13 Rand
2777-10x-7-11-2012-10-6M 13 Rand
2777-10x-7-11-2012-10-8M 10 Rand

Tabelle 6: Zuckungsfrequenz und Kontraktionszentrum von mit

behandelten -Zellen
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4. Diskussion

Der erste Abschnitt der Arbeit befasst sich mit den elektrophysiologischen

Eigenschaften der enterischen Nervenzellen wéhrend ihrer Differenzierung.

Zu den Neuronen im enterischen Nervensystem gehéren Motoneurone, sensorische
Neurone und Interneurone (Wood, 1994), die sich sowohl morphologisch als auch
elektrophysiologisch voneinander unterscheiden kénnen. Der russische Histologe
A.S. Dogiel veroffentlichte als erster die strukturellen Unterschiede der

verschiedenen Neurone, wobei diese Klassifizierung bis heute ihre Gultigkeit hat.

Die Dogiel-Typ-1-Zellen besitzen ein langes Axon und viele kurze, lamellen&hnliche
Dendriten. Die Tatsache, dass das Axon bis zu vier Ganglien durchzieht und in der
Muskulatur endet, lasst vermuten, dass es sich um Motoneurone handelt (Wood,
1994; Bornstein et al. 1991). Die Dogiel-Typ-2-Zellen haben dagegen viele sehr
lange Dendriten, die das Ursprungsganglion verlassen und ein Axon, das zu anderen
Ganglien zieht. Diese Zellen haben vermutlich sensorische Féahigkeiten. Eine
wichtige Bedeutung fir das Erfassen der Physiologie im enterischen Nervensystem
haben die elektrophysiologischen Untersuchungen, die im Laufe der Zeit praziser
wurden. Die ersten Messungen wurden mit extrazellularen Elektroden getatigt, spater
erzielte man grundlegende Erkenntnisse durch die intrazellularen Abbleitungs-
techniken (Nishi und North, 1973) und durch die Patch-Clamp-Technik (Baidan et al.
1992).

Elektrophysiologisch konnen vier  Gruppen von Neuronen voneinander unter-
schieden werden. Zur ersten Population gehdren die S-Neurone (Hirst et al. 1974),
auch Typ-1-Neurone genannt (Nishi und North 1973). Die Reaktion dieser S-
Neurone auf eine elektrische Stimulation ist ein schnelles exzitatorisches
postsynaptisches Potential (fast EPSPs), das durch die Freisetzung von Acetylcholin
entsteht, welches an die nikotinergen Acetylcholinrezeptoren bindet. Das
Spannungsprofil dieser Zellen entspricht dem der Motoneurone. So folgt dem
Aktionspotential eine kurze Hyperpolarisationsphase und eine anschlieBende
UberschieRende Repolarisation. Zur zweiten Gruppe gehoren die AH/Typ-2-Neurone
(afterhyperpolarisation), welche sich dadurch von den S-Neuronen unterscheiden,
dass nach dem Aktionspotential zwei Hyperpolarisationsphasen auftreten, und zwar

einmal eine schnelle und einmal zusétzlich eine sich langsam entwickelnde
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Hyperpolarisation. Diese relativ lange zweite Phase verhindert ein erneutes
Aktionspotential, da die Reizschwelle zu der Zeit erh6ht ist. Die S-Neurone dagegen
kbnnen multiple repetitive Aktionspotentiale aufweisen. Ein  zu diesem
Erregungsmuster passendes Stromprofil konnten wir in unseren Versuchen an
Kulturtag 7 und 8 an insgesamt drei Zellen beobachten. Die rasch aktivierenden
Kaliumstrome mit hoher Amplitude ermoglichen repetitive Na-Einwartsstrome, durch
Aufhebung der Inaktivierung dieser Natriumkanale wahrend der Reizdauer. Die
meisten S-Neurone haben strukturell betrachtet Ahnlichkeiten mit Dogiel-Typ-1-
Zellen und die Mehrheit der AH-Neurone hat die Morphologie der Dogiel-Typ-2-
Zellen. Die dritte Gruppe der Neurone ist durch ihre elektrische Unerregbarkeit und
durch ihr hohes Ruhepotential gekennzeichnet. Die vierte Population ist den AH-

Neuronen ahnlich, mit dem Unterschied, dass sie TTX-sensitiv ist.

In den Versuchen wurden insgesamt vier verschiedene Stromprofile gemessen. Die
undifferenzierten Zellen haben an allen Tagen nur einen nicht inaktiverenden
Kaliumstrom. Dies hangt damit zusammen, dass in der Anfangsphase der
Zellentwicklung die Stabilisierung des Membranpotentials angestrebt wird, was durch
die Kaliumkanale ermdglicht wird, die Abweichungen vom Ruhepotential durch einen
Auswartsstrom kompensieren kénnen. Die differenzierenden Zellen kbnnen dagegen
Natriumstrome vorweisen, wobei sich das Strommuster nur in der Aktivitdt der
Kaliumstrome unterscheidet. Die sich im Reifeprozess befindenden Neurone, die
nach dem Natriumstrom einen inaktivierenden und einen nicht inaktivierenden
Kaliumstrom zeigen, erinnern an die AH-Neurone, welche durch ihre langsame
Hyperpolarisation weitere Aktionspotentiale unterbinden. Diese Zellen kdnnen
vermutlich sensorische Neurone im enterischen Nervensystem darstellen. Die Zellen
jedoch, die in unseren Patch-Clamp-Versuchen multiple Natriumstrome vorweisen,
kénnen mit den S-Neuronen verglichen werden, die bei intrazellularen Stimulationen

repetitiv Aktionspotentiale auslésen kénnen.
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Im zweiten Abschnitt der Arbeit wird die Regulierung der Aktivitdt der glatten
Muskelzellen im Gastrointestinaltrakt in Zusammenhang mit Schrittmacherzellen
untersucht. Der Gastrointestinaltrakt ist in verschiedene Abschnitte unterteilt, die sich
u.a. in der Frequenz der Muskelaktivitat unterscheiden, was u.a mit der Funktion der
jeweiligen Bereiche zusammenhangt. Die Hauptverantwortlichen fir die Peristaltik im
GIT sind die enterischen Nervenzellen und die glatten Muskelzellen. Die Frequenz
der Muskelzuckungen, sogenannte ,slow waves®, liegt im Magen bei 3/min, im
Duodenum bei 12/min, im Jejunum bei 10/min , im Illeum bei 8/min und im Colon bei
3/min. Die Anzahl der Kontraktionen stimmt Uberein mit den Werten, die im Rahmen

dieser Arbeit an den zuckenden Muskelzellaggregaten in vitro gemessen wurden.

Die Spontanaktivitat dieser Muskelzellaggregate und die Ubereinstimmung der
Frequenzen in vitro und in vivo legt nahe, dass es mit den sogenannten interstitiellen
Cajal-Zellen vermutlich einen vom Nervensystem unabhangigen Schrittmacher gibt.
Diese Zellen haben kleine Zellkérper und viele lange Fortséatze. Ultrastrukturell sind
sie gekennzeichnet durch zahlreiche Mitochondrien, einen mafig entwickelten Golgi-
Apparat und eine diskontinuierliche Basallamina. Des Weiteren stehen sie in engem
Kontakt mit Nervenendigungen und Uber Gap junctions in Verbindung mit den glatten
Muskelzellen. (Camborova et al. 2002). Es existieren verschiedene Typen von ICC
(interstitial cells of Cajal), die sich in unterschiedlichen anatomischen Schichten
befinden und innerhalb des GITs unterschiedlich lokalisiert sind. Von Bedeutung sind
vor allem die ICC-IM, die sich in der zirkularen und der longitudinalen Muskulatur
befinden, die ICC-MY aus dem Plexus Myentericus und die ICC-DMP aus dem tiefen
Muskelplexus. Die interstitiellen Cajal-Zellen sind die Vermittler zwischen enterischen
Nervenzellen und glatten Muskelzellen. Sie Ubermitteln Inputs von enterischen
Motoneuronen und erzeugen dabei elektrische, intrinsische Rhythmen in glatten
Muskelzellen (Al-Shboul OA 2012). Dieser basale Organrhythmus entsteht durch
rhythmische Potenzialschwankungen, die in den Depolarisationsphasen bei unter -45
mV Entladungen auslosen, welche sich als Kontraktionen bemerkbar machen.
AulR3erdem haben sie eine Sensorfahigkeit. Im Gewebe, in dem ICC-IM fehlt, kommt
es zur erheblichen Senkung von cholinergen Stimmulierungen und nitrergen
Inhibitionen. Bei langeren Impulsen kann das ICC-MY in der Abwesenheit von ICC-
IM direkt aktiviert werden (S. M. Ward et al. 2003).
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Im gesamten GIT treten unterschiedliche Frequenzen der ,slow waves® auf, was
durch die jeweiligen ICC der Region bedingt ist. Ein Beweis dafur, dass die
Schrittmacheraktivitat durch die ICC veranlasst wird und nicht durch neuronale Inputs
zeigt die Tatsache, dass Neurotoxine wie Tetrodotoxin (TTX) die slow waves nicht
hemmen (Forrest et al. 2006). Dieser Umstand erklart, warum es in der hier
behandelten Versuchsreihe mit Lidocain (ein Na-Kanalblocker wie TTX) keine
Hemmung der ,slow waves“ gab. Das Lidocain hat keine Auswirkung auf die Cajal-
Zellen, weswegen die Aktivitat der Muskelzellaggregate nicht systematisch verandert
wurde. Hieraus lasst sich schlieRen, dass der Grundrhythmus durch die ICC
gegeben ist und die enterischen Nervenzellen hdchstens einen modifizierenden

Anteil dazu beitragen.

Durch die physiologische Untersuchung spontan aktiver Zellaggregate konnten
Eigenschaften beschrieben werden, die sie als kleinste funktionelle Einheiten der
Darmperistaltik charakterisieren. Die Zellaggregate enthalten alle Zelltypen
(Schrittmacherzellen, Muskelzellen und Nervenzellen), die zu Ausfihrung
rhythmischer Kontraktionen notwendig sind. Alle enthaltenen Zelltypen sind
funktionsfahig. Die Schrittmacherzellen (ICC) erzeugen spontan rhythmische
Depolarisationen, die Muskelzellen sind kontraktionsfahig, aus den Nervenzellen
lassen sich Aktionspotenziale ableiten. Das Spektrum der Kontraktionsfrequenzen
der einzelnen Praparate reicht von 2/min bis 15/min und entspricht damit den in vivo
Verhéaltnissen im Gastrointestinaltrakt. Mit diesen Eigenschaften erfillen die spontan
aktiven Zellaggregate alle Voraussetzungen fir ein physiologisch relevantes Modell

zur experimentellen Untersuchung der Prinzipien der Darmmotilitat.
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5. Zusammenfassung

Das enterische Nervensystem ist ein komplexes Geflecht aus Nervenzellen im Darm
und ist entscheidend fir die Funktion des Magen-Darm-Trakts. Die fehlerfreie
Motilitat innerhalb dieses Bereiches ist maRgebend fur die Verdauung, weswegen
das Zusammenspiel zwischen den enterischen Nervenzellen und den glatten
Muskelzellen einwandfrei funktionieren muss. In der vorliegenden Arbeit wurden
mithilfe der Whole-cell-Konfiguration der Patch-Clamp-Technik zum einen die
Membranstrome der enterischen Nervenzelle wahrend ihrer Entwicklung gemessen
und ausgewertet und zum anderen das Verhalten spontan aktiver neuromuskularer
Zellaggregate analysiert. Der Differenzierunsprozess der enterischen Nervenzellen
innerhalb der ersten neun Kulturtage ist sowohl morphologisch als auch
elektrophysiologisch erkennbar. Bis zum funften Kulturtag haben sowohl die runden
undifferenzierten als auch die differenzierenden Zellen ausschliel3lich Kaliumstrome.
Danach jedoch erfolgt eine Erhohung der Dichte der Natriumkanale und eine
Differenzierung der Kaliumkanale innerhalb der differenzierenden Zellen, was eine
Vielfalt der Membranstrome zur Folge hat und auf verschiedene Typen von
Neuronen schliel3en lasst. Die enterischen Nervenzellen, die multiple Natriumstréme
vorweisen, sind vergleichbar mit S-Neuronen und die Neurone, die nach dem
Aktionspotential einen inaktivierenden und einen nicht inaktivierenden Kaliumstrom
besitzen, gleichen den AH-Neuronen. In der anderen Versuchsreihe wurden die
elektrophysiologischen Eigenschaften der enterischen Neurone untersucht, die sich
mit glatten Muskelzellen zu, in vitro rhythmisch kontrahierenden, Zellaggregaten
formiert haben. Diese, sich am Rand der Muskelzellaggregate befindenden, Zellen
besitzen das typische Stromprofil einer klassischen Nervenzelle. Zudem wurden die
Frequenz der Zuckungen der Muskelzellaggregate pro Minute und die
Kontraktionszentren ausgewertet und analysiert. Weiterhin wurde der Einfluss der
Nervenzellen auf die Kontraktionsfrequenz untersucht, indem wir mithilfe des
Lokalanasthetikums Lidocain diese blockiert haben. Unsere in-vitro-Werte von 3 bis
15 Zuckungen pro Minute stimmen Uberein mit den in-vivo-Werten der Muskelzellen
innerhalb des Gastrointestinaltrakts. Die Tatsache, dass das Lidocain keine
systematische Veranderung der Zuckungsfrequenz hervorruft und dass trotz
fehlendem Nervensystem die in vitro und die in-vivo-Werte Ubereinstimmen, zeigt,

dass es einen unabhéngigen Schrittmacher gibt, und zwar die sogenannten
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interstitiellen Cajal-Zellen. Die spontan aktiven Zellaggregate erfullen alle
Voraussetzungen fur ein physiologisch relevantes Modell und eignen sich
hervorragend fir weitere Untersuchungen bezilglich der Physiologie der

Darmmotilitat.
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