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1 Einführung  

Das enterische Nervensystem verkörpert die grösste und strukturell komplexeste 

neuronale Organisationseinheit ausserhalb des ZNS und steuert zahlreiche wesentliche 

Funktionsabläufe des Gastrointestinaltrakts. Bei entzündlichen Darmerkrankungen,

(Horowitz et al., 1987), hypertropher Pylorusstenose (Chenais et al., 1991), Morbus 

Hirschsprung (Forstermann et al., 1989) sind pathologische Funktionsänderungen des 

enterischen Nervensystems nachgewiesen (Langer et al., 1995). Da funktionelle 

Untersuchungen am Menschen aus ethischen Gründen und durch die begrenzte 

Verfügbarkeit von Gewebe extrem limitiert sind, wurde eine ganze Reihe von 

Tiermodellen etabliert, die diese pathologische Zustände imitieren. Molekularbiologische 

Fortschritte wie die Entwicklung von Mutanten, bei denen die Expression bestimmter 

Gene von Strukturproteinen Signaltransduktions-Schlüsselstellen ausgeschaltet sind 

(Knock-out-Tiere) erlauben, die Signalverarbeitung im Detail zu untersuchen (Huang et

al., 1993; Mashimo et al., 1996; Ny et al., 2000). 

Die homologe Rekombination wird von allem am Mausen durchgeführt. Doch gerade 

über die Anatomie und physiologische Funktion des enterischen Nervensystems der Maus 

gibt es relativ wenige grundlegende Arbeiten. 

NO (Stickstoffmonoxid) ist als inhibitorischer Neurotransmitter im enterischen 

Nervensystem des Gastrointestinaltrakts seit einigen Jahren bekannt und etabliert 

(Sanders & Ward, 1992; Shuttleworth et al., 1997). Die Synthese, Freisetzung und 

Wirkung von NO konnte im ZNS und in peripheren nicht-adrenergen-nicht-cholinergen 

Neuronen nachgewiesen werden und reguliert die Magen-Darm-Peristaltik (Ciccocioppo 

et al., 1994; Spencer et al., 1999b). 

Der myenterische Plexus des enterischen Nervensystems ist für die Kontrolle der 

Peristaltik des Darmes verantwortlich. Eine grosse Anzahl von Neuronen in diesem 

Plexus erhalten NOS und werden durch NADPH-Diaphorase Färbung dargestellt (Furness 

et al., 1994). Ganglien dieses Plexus sind im Dünndarm nach Auerbach in einer 

definierten Schicht der Darmwand homogen innerhalb des schlauchförmigen Organs 

verteilt.
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Die Zielsetzung dieser Arbeit war es, anhand von morphologischen und 

elektrophysiologischen Untersuchungen folgende Fragen zu beantworten: 

Gibt es regionale Unterschiede in der Innervation des Mäusekolon, die für die 

dessen experimentelle Untersuchungen bedeutsam sind? 

Existieren strukturelle Unterschiede in der inhibitorischen, vorwiegend nitrerg 

vermittelten Innervation verschiedener Regionen des Mäusecolons ? 
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2 Abkürzungsverzeichnis 

ENS: Enterisches Nervensystem 

EFS: Elektrische Feldstimulation 

CED: Chronisch entzündliche Darmerkrankung 

H-E: Hämatoxilin-Eosin Färbung 

GM: glatten Muskelzellen 

ICC: Interstitielle Zellen von Cajal 

IJP: Inhibitorische Junktionspotentiale 

KRP: Krebs Ringer Puffer 

LM: Longitudinale Muskulatur 

L-NNA: NG -nitro-L-Arginin 

NADPH: Nicotinamide dinukleotid Phosphat 

MP: myenterische Plexus

NO: Stickstoffmonoxid 

NOS: Stickstoffmonoxidsynthase 

n.s.: nicht signifikant 

RMP: Ruhemembranpotential

TTX: Tetrodotoxin 

WM: "Whole-mount" Präparate

ZM: Zirkuläre Muskulatur 
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3 Material und Methoden 

3.1 Versuchstiere 

Das proximales Kolon, bzw. der ganze Dickdarm, wurden für die funktionellen und 

morphologischen Studien aus männlichen, erwachsenen BALB/c, C III H oder C57BL/6 

Mäusen (Charles River Wiga GmbH in Sulzfeld) mit einem Körpergewicht von 25 g bis 35 

g entnommen. Alle Versuchstiere wurden vor den Experimenten unter standardisierten 

Bedingungen in einem voll klimatisierten Raum bei künstlichem Tag/Nacht-Rhythmus 

gehalten. Ihre Ernährung bestand aus Trockenfutter und Wasser. Die Tiere wurden, unter 

CO2- Narkose dekapitiert. Bei allen Versuchen wurde der für die Experimente notwendige 

Abschnitt des Gastrointestinaltraktes sofort entnommen, und für die Präparation in Krebs-

Ringer-Puffer (KRP) überführt. 

3.2 Versuchsanordnung  

3.2.1 Allgemein 

Die proportionale Grösse des Dickdarms hängt vom Gewicht der Tiere, dem 

intraluminalen Inhalt und der Temperatur der Präparationslösung ab. Für die 

histologischen ("Whole-mount" Präparate) und elektrophysiologischen Untersuchungen 

war es notwendig, ein relativ schmales (ca. 5 mm) Segment einer bestimmten Region des 

proximalen Kolons gezielt zu untersuchen und zu schneiden. Als Fixpunkte wurden das 

Fischgrätenmuster der Mucosa im proximalen Kolon, die ileozökale Klappe und die 

Abschnittsgrenze an der Beckenbodenebene ausgewählt, die unabhängig waren vom 

Tiergewicht, der Temperatur des Präparationsbades oder der Vorbehandlung (s. Abb.1). 
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Abbildung 1: Schematische Darstellung des gesamten Dickdarms der Maus. 
Abschnitt A - Zökum; B - proximales Kolon; C - distales Kolon. (in mm) 

3.2.2 Gewebepräparation für elektrophysiologische Untersuchungen  

Der komplette Dickdarm wurde durch einen medianen Bauchschnitt entnommen und 

in ein Präparationsbad überführt. Alle Präparationsschritte wurden in mit Carbogen (95% 

O2, 5% CO2) oxygeniertem Krebs-Ringer Puffer (KRP: NaCl 115.5 mM, MgSO4 1.16 mM, 

NaH2PO4 1.16 mM, Glucose 11.1 mM, NaHCO3 21.9 mM, CaCl2 2.5 mM, KCl 4.16 mM) 

durchgeführt. Vom ganzen Dickdarm wurde das mesenteriale Fettgewebe abpräpariert 

und der Darm entlang des mesenterialen Randes scharf geöffnet und von faecalen 

Massen durch wiederholte Spülung gereinigt. Das Gewebe wurde dann 

stereomikroskopisch gesteuert weiterpräpariert, die Mucosa und Submukosa nach 

Identifikation mit Präzisionspinzetten durch Zug von der Tunica muscularis abgetrennt. 

Anschliessend wurde ein etwa 3 mm langes Segment der Tunica muscularis mit dem 

enthaltenen myenterischen Plexus des proximalen Kolon bzw. Zökum oder distalen Kolon 

parallel zur zirkulären Muskelschicht abgeschnitten und für elektrophysiologische 

Untersuchungen verwendet.
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3.2.3 Intrazelluläre Ableitung  

Kleinste Gewebeabschnitte (Zökum, proximales oder distales Kolon, oder 30 mm 

lange Segmente vom proximalen Kolon) wurden zur Minimierung der bei 37°C 

beträchtlichen Spontanbewegung des Gewebes mit feinen Wolfram Nadeln (15, 25 m

Diameter) an dem mit Sylgard ausgegossenen Boden der elektrophysiologischen 

Messkammer so fixiert, dass die zirkuläre Muskelschicht nach oben zeigt. Die 

Messkammer wurde konstant (5 ml/min-1; Kwik Pump, World Precision Instruments) mit 

auf 37 °C vorgewärmtem und oxygeniertem KRP perfundiert. Nur nach Gewebefixierung 

war eine intrazelluläre Ableitung von stabilen Membranpotentialen möglich, da sonst 

Bewegungsartefakte zu Impedanzänderung der Glaskapillare und des Kapillar-

Zellkontaktes bis hinzu Kontaktverlusten aufgetreten wären. In speziellen 

Versuchsgängen wurde zur weiteren Herabsetzung der Spontanbewegung der L-Typ 

Calciumkanal- Antagonist Nifedipin zugesetzt (De Ponti et al., 1989). Dieser hemmt über 

Eingriffe an den muskulären L-typ Calciumkanälen die elektromechanische Kopplung, 

ohne die elektrischen Eigenschaften der neuromuskulären Transmission wesentlich zu 

verändern (Sanders & Smith, 1986). Während das Gewebe nach Ausspannen und 

Fixieren äquilibrierte, wurden über Mikromanipulatoren feingesteuert Paare von Mikro-

Stimulationselektroden aus Platin (2.5 mm2 Stimulationsoberfläche) die über eine 

Stimulus-Isolationseinheit (Isolation unit, Grass SIU59) mit einem Grass S11 Stimulator 

verbunden waren, senkrecht zur zirkulären Muskelschicht am Gewebe angebracht. Damit 

konnten die Neurone bestimmter Gewebeabschitte durch ein elektrisches Feld ( einzelne 

Stimuli, 10 Pulse bei 1 oder 5 Hz, 0.3 ms Dauer, 15 V Stärke) stimuliert werden. Der 

gesamte Versuchsaufbau, wie das Einbringen der Platinelektroden und nach der 

Äquilibrationsphase (90 bis 120 Minuten) das Einstechen der Glaskapillare, fanden in 

einem Faradayschen Käfig statt (s.Abb.2). 

Kapillarglasmikroelektroden (borosilicat Glas Kapillare, 1.0 mm OD x 0.58 mm ID 

Clark Electromedical Instruments) wurden mit einem Mikroelektrodenpuller (Model P-97, 3 

mm Heizfaden; Sutter Instrument Co) gezogen und mit KCL (3 M) angefüllt und hatten so 

eine Resistenz im Bereich von 100-150 M . Die elektrische Aktivität wurde gegen eine in 

der Messkammer plazierte Ag-AgCl "Erdungs" Elektrode registriert und danach mit einem 

DUO 733 Mikroelektrode-Verstärker verstärkt (World Precision Instruments). 
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Das analoge Ausgangssignal vom Verstärker wurde mit Analog-Digital Wandler 

und einer Datenakquisitionskarte (SCB 68 interface, National Instruments) in digitale 

Signale umgewandelt und digital auf einem PC mittels LABVIEW Version 5.0. 

aufgezeichnet. Die Amplituden (mV) der elektrischen Ereignisse wurden im Vergleich zum 

RMP vor der Applikation des elektrischen Stimuli gemessen. 
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Abbildung 2: Die Streifen der zirkulären und longitudinalen muskulären Schicht mit 
erhaltenem Plexus myentericus wurden mit Wolframs Nadeln (15, 25 m Diameter) 
auf dem aus Sylgard ausgegossene Boden der elektrophysiologischen Kammer so 
fixiert, dass die zirkuläre Muskelschicht nach oben zeigte . Das Gewebe wurde 
konstant mit vorgewärmtem (37°C, pH 7.4) begasten KRP perfundiert. 
Kapillarglasmikroelektroden wurden gezogen, mit KCL (3 M) angefüllt (Resistenz 
100-150 M ). Die Neuronen wurden durch ein Paar senkrecht zur zirkulären 
Muskelschicht plazierten Platinum-Iridium Elektroden stimuliert, die über eine 
Isolationseinheit mit einem Stimulator verbunden waren. Die zelluläre Antwort 
wurde gegen in organbadplazierte Ag-AgCl "Erdungs" Elektrode registriert und 
danach mit einem Verstärker verstärkt. Das analoge Ausgangssignal des 
Verstärkers wurde in digitale Form umgewandelt und auf dem PC mittels LABVIEW 
Version 5.0 gespeichert. 
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3.2.4 Gewebepräparation für Hämatoxilin-Eosin Färbung. 

Die über Nacht in 4% Formalinlösung fixierten Präparate vom proximalen und 

distalen Kolon wurden in steigender Konzentrationsreihe von Alkohol und Xylol entwässert 

und in Paraffin eingebettet. Die ca. 3 mm langen Präparate wurden in histologische 

Schalen senkrecht zum Boden plaziert und mit vorgewärmtem Parafin in Blöcke 

gegossen. Nach dem Schneiden der Präparate (10 µm Dicke), wurden die Schnitte auf 

Objektträger im Wärmebad positioniert, über Nacht bei 50 Grad getrocknet und 

anschliessend entparafiniert Xylol absoluter Alkohol 70% Alkohol je 5 min. 

3.2.5 Gewebepräparation für "Whole-mount" NADPH-Diaphorase, Cuprolinic und 

Methylenblau Färbung 

Der Dickdarm von Balb/c, C-III-H oder C57/BL6 Mäusen wurde wie für 

elektrophysiologische Untersuchungen entnommen. Segmente vom Zökum, proximalen 

und distalen Kolon wurden scharf entlang der mesenterialen Grenze geöffnet, mehrmals 

mit KRP plus Nifedipin, Atropin und Guanethidin (je 1 M) gewaschen und für die weitere 

Präparation ausgebreitet. Mucosa und Submucosa wurden stumpf abpräpariert, 

muskuläre Schichten wurden unter leichtem Zug (ca. 125% der normalen Grösse) am 

Boden der Färbekammer aufgepinnt. 

3.2.6 Gewebepräparation für Färbung Zirkumferenz-erhaltende 3D Präparaten.  

Männliche Balb/c, C-III-H oder C57/BL6 wurden unter CO2 Narkose wie beschrieben 

dekapitiert. Der gesamte Dickdarm mit erhaltenem terminalem Ileum wurde durch 

Mittelbauchschnitt entnommen und im Präparationsbad mit vorgewärmtem KRP (37°C) 

plus Nifedipin, Atropin und Guanethidine (je 1 M) plaziert. Das Lumen des terminalen 

Ileum wurde katheterisiert und mit KRP vorsichtig durchgespült. Dann wurde das ganze 

Organ mit flüssigem Paraffin vom oralen Ende mit maximalen positivem Druck von ca. 5 

cm H2O aufgefüllt und schliesslich beidseitig mit einem Faden verschlossen. Manche 

Präparate wurden statt mit Paraffin mit Sylgard angefüllt. 
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3.3 Färbungsprotokolle  

3.3.1 NADPH-Diaphorase Färbung 

Das für die NADPH-Diaphorase Färbung vorbereitete Gewebe wurde 2 Stunden 

lang in 4 % Paraformaldehyd bei Zimmertemperatur fixiert (Hope & Vincent, 1989). Die 

NADPH Diaphorase Aktivität wurde unter ständiger visueller Kontrolle dargestellt durch 

Inkubation bei 37°C für 2 Stunden mit 0.05 M Tris-HCl Puffer (pH 8.0) enthaltend 0.1mM -

NADPH, 0.05 mM Nitroblue Tetrazolium und 0.3 % Triton X-100. Die Reaktion wurde 

durch Abwaschung und mehrmalige Spülung mit 0.05 M Tris-HCl Puffer gestoppt. Dann 

wurden die Präparate luftgetrocknet, auf dem Objektträgerglas plaziert und mit DePeX 

abgedeckt.

NOS-positive Strukturen des Plexus myentericus (NOS-positive Neurone, primärer, 

sekundärer und tertiärer Plexus Myentericus) wurden durch Umwandlung des Tetrazolium 

Blau in unlösbare Form unter Wirkung der NADPH-Diaphorase dargestellt (Balaskas et

al., 1995) 

3.3.2 Methylenblau Färbung 

Für die Methylenblau Färbung nach Ehrlich wurde unfixiertes Gewebe mit 0.05% 

Methylenblau Lösung unter ständiger Sauerstoffzufuhr und visueller Kontrolle der 

Färbungsintensität behandelt. Wenn die gewünschte Färbung erreicht war, wurde das 

Präparat in eine 8% wässrige Ammonium molybdat Lösung für 2 bis 3 Stunden plaziert. 

Die weiteren Prozeduren verliefen entsprechend der NADPH-Diaphorase Färbung. 

3.3.3 Cuprolinic-blue Färbung 

Das für die Cuprolinic-blue Färbung vorbereitete Gewebe wurde auf dem Boden 

der Farbkammer mit Vorspannung befestigt und in Canoyischer Lösung (1 Std.) fixiert 

(Van Ginneken et al., 1999). Der Farblösung (0.3% Cuprolinic-blue in 0.025 M Natrium 

Acetat Puffer (pH 5.6)) wurde Magnesium Chlorid zugefügt (2.03 g MgCl2 6H2O in 10 ml 
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von Farblösung ergab 1.0 M Lösung). Die Präparate wurden für 60 Minuten in die 

Farblösung bei Raumtemperatur plaziert, mehrmals in destilliertem Wasser ausgespült 

und anschliessend in Natrium Acetat Puffer 0.025 M (PH 5.6) mit 1.0 M MgCl2 für 30 

Minuten entfärbt. Schliesslich wurden die Präparate in absolutem Alkohol entwässert, in 

Xylen gereinigt und mit DePeX eingedeckt. 

3.3.4 Hämatoxilin-Eosin Färbung 

Die Querschnitte des proximalen und distalen Kolon wurden nach der 

Standardmethode gefärbt 

- entparaffinierte Schnitte in Hämatoxylin färben 5 Minuten

- Spülen mit Wasser   

- Differenzieren in 1%igem Salzsäure-Alkohol 3 Sekunden

- Wässern bis zur intensiven Blaufärbung mindestens 30 Minuten 

- Gegenfärben in 1%iger alkoholischer Eosinlösung 3 Minuten

- Entwässern und Eindecken   
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3.4 Datenauswertung 

3.4.1 Elektrophysiologische Untersuchungen 

Für die Auswertung der elektrophysiologischen Experimente am Dickdarm der 

Maus wurde die Veränderung des RMP nach elektrischer Feldstimulation gemessen und 

die maximale Amplitude des IJPs ermittelt (Watson et al., 1996b) und in eine schnelle 

Komponente während der ersten 500 ms und eine zweite, langsame Komponente im 

Zeitraum 5-9 Sekunden unterteilt (s. Abb.3). 

Abbildung 3:Unterteilung des IJPs in zwei Komponenten für Datenerfassung. 

Stimulationsartefaktt

500 ms 7-9 sek
Schnelle Komponente  Langsame Komponente  
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3.4.2  Quantifizierung der neuronalen Dichte in mit NADPH-Diaphorase und 

Cuprolinic blue gefärbten Präparaten 

Quadrate gleicher Grösse (1.43 mm2) von Präparaten gefärbten myenterischen 

Plexus des Dickdarms (Zökum, proximales Kolon (oral, mittel, aboral antimesenteriell und 

seitlich) und distales Kolon) wurden digital aufgenommen (Olympus Digital Kamera mit 3.3 

Mil. Punkte Auflösung, gekoppelt mit Zeiss Axioplan Mikroskop). Alle gefärbten Neurone 

wurden mit Hilfe eines geeigneten Programms (GrDigit) in jeder Aufnahme markiert, 

gezählt und die Anzahl von Neuronen pro 1 mm2 ermittelt. Nach der Bestimmung der 

Ganglienanzahl in demselben Präparat wurde die Anzahl von Neuronen pro Ganglion 

berechnet.

Für die morphometrische Bestimmung des Umfangs eines Segments in einem 

bestimmten Darmabschnitt wurden an makroskopischen Aufnahmen von Zirkumferenz-

erhaltenden 3D Präparaten (Olympus Digitale Kamera mit Makrokonverter Vorsatz f=40 

cm) der Durchmesser des Segments gemessen. Die Neuronenanzahl pro Segment wurde 

folgendermassen berechnet: Multiplizierung des Umfangs eines Segments (in mm) mit der 

Anzahl von Neuronen pro mm2, was die absolute Zahl von Neuronen pro Segment mit 1 

mm Länge ergab.

3.5 Statistik 

Alle elektrophysiologischen und morphologischen Daten wurden als Mittelwert ± 

Standardfehler (SEM) angegeben. Die Statistik wurde mit dem Softwareprogramm Sigma-

Stat (Jandel, San Rafael, CA) durchgeführt. Zum Vergleich der Mittelwerte wurde die 

Varianzanalyse (ANOVA) für wiederholte Messungen und der Student-t-Test für gepaarte 

und ungepaarte Stichproben verwendet. Als Signifikanzniveau wurde eine 

Wahrscheinlichkeit von p< 0.05 festgelegt. "n" gibt die Zahl der durchgeführten Versuche 

an Geweben der verschiedenen Tiere wieder. 
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3.6 Verwendete Substanzen 

Die folgenden Substanzen fanden Verwendung: Atropin, Apamin, Ammonium 

molybdat, Guanethidin, NG-nitro-L-Arginin, Nifedipin, Triton X-100, TTX, Tris-Base (Sigma, 

München, Germany); (NADPH (reduzierte Form), Nitroblue Tetrazolium (Fluka, München, 

Germany); Cuprolinic blue (Polysciences, Warrington, Pennsylvania, USA), DePeX 

(Serva, Heidelberg, Germany); Sylgard (Dawn Corning, USA), Liquid Paraffin, (Merck, 

München, Germany) Methylenblau (Neopharma Aschau i. Chiemgau, Germany). 

Die Substanzen wurden in destilliertem Wasser gelöst, bei -20° C gelagert, 

unmittelbar vor dem Gebrauch aufgetaut und in KRP weiterverdünnt. 
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3.7 Geräte 

Folgende Geräte wurden verwendet:

Antivibrationstisch.

Perfusion Pumpe: Kwik Pump (World Precision Instruments, USA)

Mikroelektrode puller Model P-97 mit 3 mm breitem Filament (Sutter Instrument, USA) 

Stimulus Isolation Unit Grass SIU59 (Grass, Quincy, Mass., USA)  

Stimulator Grass S11 (Grass, Quincy, Mass., USA)  

Mikromanipulatoren: Narashigae (World Precision Instruments) 

Borosilicat Glas Kapillare, 1.0 mm OD x 0.58 mm ID (Clark Electromedical Instruments)

Mikroelektrode Verstärker DUO 733 (National Instruments USA), 

Analog-to-digital Wandler, SCB 68 Interface (National Instruments USA) 

Registrierungsprogramm LABVIEW 5.0 (National Instruments USA)  

Mikroskop Olympus SZ-600 (Olympus, Hamburg, Deutschland) 

Mikroskop Axioplan (Karl Zeiss, Jena, Deutschland) 

Digital Kamera Camedia C 3030 von Olympus mit 3.3 Megapixel. (Olympus, Hamburg, 

Deutschland)

Kaltlichtquellen Olympus (Olympus, Hamburg, Deutschland) 
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4 Ergebnisse 

4.1 Elektrophysiologische Eigenschaften des proximalen Kolon 

4.1.1 Basalaktivität 

Das proximale Kolon zeigte spontane elektrische Aktivität, die nach 30 Minuten 

Inkubationszeit im Organenbad auftrat und aus langsamen elektrischen Schwingungen 

des Membranpotentials mit überlagerten Aktionspotentialen bestand. Diese traten mit 

einer mittleren Frequenz von 2.3 /min auf. Das durchschnittliche RMP der GM aus ZM bei 

Perfusion mit normalem KRP war -52.8 1.8 mV (n =8) (s. Abb.4). 

Abbildung 4: Spontan-generierte Aktionspotentiale in ZM. 

4.1.2 Versuche unter NANC-Bedingungen 

In allen Versuchen zur Untersuchung der nicht-adrenergen-nicht-cholinergen 

Innervation wurde Nifedipin, Atropin und Guanethidin (je 1 M) der Perfusionslösung 

hinzugefügt, um Muskelkontraktionen, spontane Aktivität und Einflüsse der cholinergen 

und adrenergen Innervation zu verhindern. In Abwesenheit anderer Substanzen wiesen 

die glatte Muskelzellen des ZM unter diesen Bedingungen ein stabiles RMP auf (-46.1±2.3 

mV n=17). 

-50 mV

-30 mV

1 min
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4.1.3 Einfluss von elektrischer Feldstimulation. 

Wie bereits beschrieben, wurde über zwei Platinstimulationselektroden, die 

senkrecht zur zirkulären Muskelschicht plaziert wurden, das aus der Tunica muscularis mit 

dem intakten myenterischen Plexus bestehende Präparat durch Erzeugung eines 

elektrischen Feldes stimuliert. Die elektrische Feldstimulation (EFS) führte über eine 

Erregung intramuraler Neurone zur Entstehung von IJPs, die im proximalen Kolon aus 

zwei Komponenten bestand. Das erste Maximum war Teil der schnellen Komponente 

("Fast", innerhalb von 800 ms nach dem Stimulus, mit einer mittleren 

Hyperpolarizationsamplitude von 28.5±4.1 mV, n=10) und einer darauffolgenden zweiten, 

langsamen Komponente ("Slow", ab 6 s nach dem Stimulus, mit einer mittleren 

Hyperpolarizationsamplitude von 13.6±2.0 mV, n=10). Die Antwort des Membranpotentials 

auf EFS unter NANC Bedingungen ist in  Abb. 5 wiedergegeben. 

Abbildung 5: Repräsentative Aufzeichnung der Membranpotentialänderung nach 
EFS. Die Stimulation intrinsischer inhibitorischer Nerven durch EFS löst ein 
inhibitorisches Junktionspotential (IJP) in Zellen der zirkulären Muskelschicht aus,
das aus einer schnellen und langsamen Komponenten besteht.

-45 mV 

-75 mV

Slow

Fast 5 sek

Stimulationsartefaktt
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 Pharmakologische Charakterisierung

4.1.4 Einfluss von Tetrodotoxin (TTX) 

.

Das vom Kugelfisch isolierte Neurotoxin TTX ist ein selektiver Blocker der 

schnellen Na -Kanäle, der die Fortleitung der Aktionspotentiale von Nervenzellen 

verhindert. Die Wirkung beruht auf einer positiven Guanidingruppe des Giftes, das die 

Öffnung der Pore des Natriumkanals von der extrazellulären Seite blockiert und somit 

Natrium nicht mehr in die Zelle gelangen lässt (Hafemann, 1971). Tetrodotoxin wird zur 

Unterscheidung von neuronal und nicht neuronal vermittelten Effekten verwendet. 

Die Zugabe von TTX (3 x 10 6 M) über 10 min Inkubationszeit führte zur 

signifikanten Membrandepolarization 11.2±1.5 mV (n=8, p<0.05). Die durch EFS 

ausgelöste IJPs waren durch TTX vollständig geblockt. IJPs werden also unter den 

verwendeten Versuchsbedingungen (einzelne Stimuli, 0.03 Hz, 0.3 ms Dauer, 15 V) 

neuronal über eine aktionspotentialabhängigen Freisetzung von Neurotransmittern aus 

Nervenendigungen vermittelt (s. Abb.6). 

Abbildung 6: Die durch EFS ausgelöste IJPs waren TTX (3 10 6M) sensitiv, was 
eine neuronale Übertragung beweist. 

-45 mV

-75 mV 1 min 

TTX 3 x 10-6M
Stimulationsartefakt
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4.1.5 Einfluss von NG-nitro-L-Arginin (L-NNA) 

Eine Vielfalt von Substanzen ist für die inhibitorische Neurotransmission zum 

Muskel im Gastrointestinaltrakt postuliert worden. Diese umfassen ATP (Burnstock et al.,

1970), NO (Boeckxstaens & Pelckmans, 1997), VIP (Murr et al., 1999) und PACAP 

(Zagorodnyuk et al., 1996). NO kann als inhibitorischer wirksamer Neurotransmitter 

sowohl zur LM als auch zur ZM wirken (Smith & Robertson, 1998). Exogenes NO kann 

aber auch zur Muskelkontraktion der LM durch die Freisetzung von ACh führen (Rae et

al., 1998). L-NNA (10 4 M) ist ein kompetitiver und reversibler Blocker der 

Stickstoffmonoxidsynthase (NOS), die durch Abspaltung aus L-Arginin NO freigesetzt. 

Die blockierende Wirkung von L-NNA trat innerhalb von 6 Minuten nach 

Anwendung der Substanz auf. L-NNA bewirkte eine Membrandepolarization (7.3 3.8 mV, 

n=9) und eine vollständige Hemmung der durch EFS ausgelösten langsamen 

Komponente des IJPs (s. Abb.7), hatte aber keinen signifikanten Einfluss auf die schnelle 

Komponente (25.0 8.7 mV vs. 29.0 9.5 mV, n=12, n.s.). Dies zeigt, dass die langsame 

Komponente der IJPs durch Freisetzung des Stickstoffmonoxid (NO) als Neurotransmitter 

vermittelt wird (s. Abb.7 und Abb.8).
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Abbildung 7: L-NNA (1 10 4M), ein Blocker der Stickstoffmonoxidsynthase (NOS) 
nach 10 Minuten Anwendung eine leichte Depolarization (7.3 3.8 mV, n=9) 
Membranpotentials und hemmt die langsame Komponente des IJP in Zellen der 
zirkulären Muskelschicht im proximalen Kolon (s. Abb. 6 mit vergrösserter 
Zeitskala).

Abbildung 8: Wirkung von L-NNA (1 10-4M) auf die schnelle und langsame 
Komponente des IJP. L-NNA blockt die langsame Komponente vollständig hatte 
aber keinen signifikanten Einfluss auf die schnelle Komponente (25.0 8.7 mV vs. 
29.0 9.5 mV, n=12, n.s.). 

-45 mV 

-75 mV
1 min. 

L-NNA 10-4M Stimulationsartefakt

a b

vor  nach L-NNA 

a
b

5sek

10 mV 
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4.1.6 Einfluss von Apamin 

Apamin ist ein aus Bienengift isoliertes Toxin, das als Inhibitor der sogenannten 

"small conductance" Ca++ abhängigen Kaliumkanälen wirkt (Blatz & Magleby, 1986). Es ist 

benutzt worden, um die zwei Phasen von IJPs zu der LM und ZM des Dünn - und 

Dickdarmes zu unterscheiden (Bridgewater et al., 1995). Es reduziert der schnelle 

Komponente des IJP in dem ZM vom Meeresschweine Ileums und Kolons. 

Auf die durch EFS ausgelösten IJPs hatte Apamin signifikanten Einfluss. Apamin 

(1 10 6M) reduzierte sowohl die schnelle (25.0 8.7 mV vs. 16.0 9.5 mV, n=7 p<0.05) als 

auch die langsame Komponente (13.6±2.0 mV vs. 8. 1.5 mV, n=7 p<0.05) des EFS-

induzierten IJPs. Diese Ergebnisse legen den Schluss nahe, dass Apamin-sensitive 

K+-Kanäle sowohl an der schnellen als auch an der langsamen Komponente beteiligt sind

(s.Abb. 9 und Abb.10). 
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Abbildung 9: Apamin (1 10 6M), ein Blocker der kalziumabhängigen Kaliumkanäle 
reduziert die schnelle Komponente des IJP in Zellen der zirkulären Muskelschicht 
im proximalen Kolon. 

Abbildung 10: Wirkung von Apamin (1 10 6M) auf schnelle und langsame 
Komponenten IJPs.

1 min. 

Apamin 10-6M

-45 mV 

-75 mV

a b

10 mV 

5 sek 

vor nach Apamin 

a b
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4.2 Regionale Unterschiede der elektrophysiologischen Eigenschaften im 

Dickdarm der Maus.

4.2.1 Ruhemembranpotential. 

In allen Versuchen wurde Nifedipin (10-6 M) der Perfusionslösung hinzugefügt, um 

Muskelkontraktionen zu verhindern. In Abwesenheit anderer Substanzen wiesen die 

glatten Muskelzellen der ZM ein stabiles RMP auf, wobei das RMP im Zökum signifikant 

niedriger war als im proximalen oder distalen Kolon, welche nicht signifikant 

unterschiedlich waren (-56.7 6.9 mV im Zökum (n=13); -46.1 2.3 mV im proximalen 

Kolon (n=7); -46.4 3.8 mV im distalen Kolon (n=11) p<0.05). 

4.2.2 Elektrische Feldstimulation

Die Stimulation intrinsischer inhibitorischer Nerven löste TTX-sensitive IJPs in 

Zellen der zirkulären Muskelschicht in allen untersuchten Präparaten aus, die sich in 

Grösse und Form entlang der Längsachse des Kolon veränderten. 

Im Zökum ergab die EFS (einzelne Stimuli) monophasische IJPs von kurzer Dauer 

(918±200 ms mit einer Amplitude von 16.8±3.6 mV, n=6), die nur aus einer schnellen 

Komponente bestanden und von L-NNA nicht beeinflusst wurden. Im oralen, mittleren und 

aboralen proximalen Kolon und im distalen Kolon erzeugten einzelne Stimuli IJPs, die aus 

einer L-NNA-insensitiven schnellen Komponente und einer L-NNA-sensitiven langsamen 

Komponente bestanden. Die initiale schnelle Komponente war von einer raschen (Dauer 

729±33 ms) Hyperpolarization charakterisiert, die aber nicht signifikant in Amplitude 

innerhalb des proximalen Kolon (28.5±4.1 mV 24.6±6.6 mV und 23.2±2.0 mV in oralen, 

mittleren und distalen proximalen Kolon, jeweils n=10 n.s.), variierte. Im Gegensatz dazu 

war die schnelle Komponente im distalen Kolon signifikant breiter und grösser (Dauer 

1099±67 ms, 34.8±2.4 mV n=10) (s. Tab 1). 

Die zweite, "langsame" Komponente (Dauer 6-10 Sek) zeigte auch Unterschiede 

zwischen proximalem und distalem Kolon und wies sogar Unterschiede innerhalb eines 

kurzen Segments des proximalen Kolons auf. Auch die Grösse der langsamen 

Komponente war in allen Regionen signifikant unterschiedlich (p<0.05, n=10) (s. Abb.11 

und Abb 12). 



30

Um zu überprüfen, ob mit starkem Stimulationsreiz sich die IJPs weiter 

veränderten, wurden zusätzlich Stimulationsversuche mit 1 bzw. 5 Hz 

Stimulationsfrequenz mit 10 Pulse durchgeführt. Auch unter diesen Bedingungen zeigte 

sich im Zökum keine langsame Komponente des IJPs (s. Abb. 15). In den anderen 

Kolonabschnitten bewirkten die stärkeren Stimulationsparameter IJPs mit grösseren 

Amplituden und längerer Dauer, die jedoch weiterhin eine deutliche Abnahme von 

proximal nach distal aufwiesen (s. Abb.14 und Abb.13). 

Tabelle 1: Dauer und Amlitude von schnelle und langsame Komponenten von IJP 
bei Stimulation mit Einzelnimpuls zeigt ausgeprägte regionale Unterschied in der 
inhibitorische Neuroübertragung in ZM von Zökum, proximalen und distalen Kolon. 

schnelle Komponente langsame Komponente 

Dauer ms Amplitude mV Dauer s Amplitude mV 

Zökum
918 20*

16.8 3.6 n.s. Keine Keine 

oralen 729 33 28.5 4.1 n.s. 7.0 1.4
13.6 2.0***

mittleren 729 33 24.6 6.6 7.0 1.4
10.3 3.0***

Pr
ox

im
al

es
Ko

lo
n

aboralen 729 33 23.2 2.0 7.0 1.4
7.3 1.7 ***

distales

Kolon 1099 67*
34.8 2.4 3.1 0.6

3.8 1.5 ***
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Abbildung 11: Graphische Darstellung der Amplituden der schnellen und 
langsamen Komponenten des IJPs (mV) bei Stimulation mit Einzelimpuls in der ZM 
abgeleitet von verschiedenen Abschnitten entlang der Längsachse des Kolons. 
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Abbildung 12: Die langsame Komponente von IJPs bei Stimulation mit Einzelimpuls 
war maximal im oralen proximalen Kolon und nahm nach aboral hin ab (13.6±2.0 
mV, 10.3±3.0 mV, 7.3±1.7 and 3.8±1.5 mV für orales bzw. mittleres, aborales 
proximales Kolon und distales Kolon, n=6, p 0.05). Im Zökum ergab EFS 
monophasische IJPs. 
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Abbildung 13: Graphische Darstellung der Dauer der schnellen und langsamen 
Komponente der IJPs (ms) bei Stimulation mit Einzelnimpuls, abgeleitet in Zökum, 
proximalem und distalem Kolon. 
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Abbildung 14: Stimulation intrinsischer Nerven löste TTX-sensitive IJPs in Zellen 
der zirkulären Muskelschicht aus. Im Zökum ergab EFS auch mit 1 Hz (10 Pulse) 
und 5 Hz (10 Pulse) nur monophasische IJPs, die von L-NNA nicht beeinflusst 
wurden. Im proximalen und distal Kolon löste EFS IJPs aus, die aus einer L-NNA-
insensitiven schnellen Komponente und einer L-NNA-sensitiven langsamen 
Komponente bestehen. 
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Abbildung 15: Graphische Darstellung der maximalen Amplitude der langsamen 
IJP-Komponente im Zökum, proximalem und distalem Kolon bei hoher 
Stimulationsintensität (10 Pulse mit 5Hz). 
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4.3 Histologische und histochemische Charakterisierung des Plexus myentericus 

Dickdarm der Maus. 

4.3.1 NADPH-Diaphorase Histochemie  

Die Präparation von "Whole mounts" erleichtet die zweidimensionale Darstellung 

des Netzwerks von Nervenbündeln des MP, welcher sich aus einem primären, einem 

sekundären, und einem tertiären Plexus zusammensetzt (Gabella, 1979). Zur Darstellung 

kamen myenterische Ganglien, die durch dicke Faserbündel verbunden waren, was dem 

primären Plexus entsprach. Zwischen den dicken Faserbündeln des Primärplexus kamen 

dünnere, quer verlaufende Faserbündel zur Darstellung, die dem sekundärem Plexus 

entsprachen. Im Raum zwischen den Nervenbündeln und Ganglien des primären und 

sekundären Plexus zeigte sich zudem ein dichtes Netzwerk von sehr feinen Nervenfasern, 

die in ihrer Gesamtheit den tertiären Plexus bildeten. Während die Struktur des tertiären 

Plexus in allen untersuchten Darmabschnitte unverändert blieb, bestanden erhebliche 

Unterschiede in Struktur und Dichte des primären und sekundären Plexus verschiedener 

Darmabschnitte.

Überraschenderweise zeigte die NADPH-Diaphorase Färbung im Bereich der 

antimesenteriellen Region des proximalen Kolons eine Lücke (3x15 mm) im Netzwerk der 

neuronalen Ganglien des myenterischen Plexus, während die Nervenfasern des tertiären 

Plexus komplett erhalten waren (s. Abb. 16; 17; 18). 
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Abbildung 16: Die NADPH-Diaphorase Färbung mit 3D- erhaltende anatomische 
Struktur des enterischen Nervensystems, zeigte im proximalen Kolon eine 
antimesenterielle (markiert) oligoganglionäre Region (3x15 mm). In diesem Bereich 
weist das Netzwerk der neuronalen Ganglien im myenterischen Plexus eine Lücke 
auf, Nervenfasern des tertiären Plexus sind dabei erhalten. 

5 mm 



38

Abbildung 17: Das gleiche Präparat aus Abb.16, seitlich. 
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Abbildung 18: Detaillierte Aufnahme der gleichen Präparate mit stärkerer 
Vergrösserung ((X9).
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4.3.2 Methylenblau Vitalfärbung.  

Mit der Methylenblau-Vitalfärbung werden Zellkörper und -fortsätze von Neuronen 

des myenterischen Plexus und auch ICCs gefärbt. Auch bei Anwendung dieser 

Färbetechnik zeigte sich bei ansonsten komplett erhaltener dreidimensionaler 

anatomischer Struktur des enterischen Nervensystems im proximalen Kolon die gleiche 

oligoganglionäre Region wie bei NADPH-Diaphorase Färbung (s. Abb. 19). 
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Abbildung 19: Methylenblau Vitalfärbung mit 3D erhaltende anatomische Struktur 
des enterischen Nervensystems, zeigt im proximalen Kolon die gleiche 
oligoganglionäre Region (markiert) wie bei NADPH-Diaphorase Färbung. 
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4.3.3 Cuprolinic blue Färbung 

Die Cuprolinic blue Färbung stellt alle Zellsomata des Plexus myentericus dar 

(Roman et al., 2001). Auch mit dieser Färbetechnik liess sich die in der NADPH-

Diaphorase- und in der Methylenblaufärbung beobachtete oligoganglionäre Region 

nachweisen (s. Abb. 20). 

Abbildung 20: Die Cuprolinic blue Färbung mit 3D erhaltender anatomischer 
Struktur des enterischen Nervensystems stellt keine neuronalen Zellsomata 
Strukturen im Bereich der oligoganglionären Region dar. 

5 mm 
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4.3.4 Lichtmikroskopie unter seitlicher Belichtung.  

Die Lichtmikroskopie unter seitlicher Belichtung zeigt im proximalen Kolon einen 

Bereich, in dem die LM auseinander weicht und die darunter liegende ZM sichtbar wird (s. 

Abb 21). 

Abbildung 21: Diese Abbildung zeigt das Auseinanderweichen der LM. Gefüllte 
Pfeile weisen auf die mesenterielle - offene auf die antimesenterielle Region. 
Mesenterieler Rand ist mit Asteriks gekenzeichnet.
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4.3.5 Hämatoxylin-Eosin Färbung (Übersichtsfärbung)  

Die durch HE-Färbung dargestellten Schichten der Darmwand zeigten eine 

fehlende Kontinuität der LM in mesenteriellen und antimesenteriellen Bereichen nach (s. 

Abb. 22). In diesen Regionen kamen  auch keine Ganglien des MP zur Darstellung. 

Abbildung 22: a Übersicht und Details in mittlerer b,c und hoher d,e
Vergrösserung eines Querschnittes durch das proximale Kolon (Hämatoxylin-
Eosin-Färbung). d,e: Zwischen zirkulärer (C) und longitudinaler Muskelschicht (L) 
stellen sich Ganglien des myenterische Plexus (MP) dar, die in den 
hypoganglionären Regionen d fehlen. Die longitudinale Muskelschicht (L) fehlt in 
den hypoganglionären Regionen antimesenteriell und mesenteriell. In diesen 
Regionen wird der zirkuläre Muskelschicht (C) nur von Serosa abgedeckt.  
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4.4 Anatomie der ICC im oligoganglionären Region. 

Um eine mögliche Verteilungsstörung der ICCs nachzuweisen, wurde die ICCs 

mittels einer histochemischen Reaktion nachgewiesen. Um den etablierten ICC-Marker c-

kit zu benutzen zu können, wurden transgene Mäuse (KitW-lacZ/+) verwendet, bei denen 

das lacZ-Gen an Stelle  des ersten Exons des c-kit-Gens eingefügt ist. (Vanderwinden et

al., 2000), Damit wird die LacZ-Produktion in einem Allel unter Kontrolle des c-Kit-

Promotors gestellt, so dass die c-kit-Expression durch die Farbreaktion mit Xgal sichtbar 

gemacht werden kann. 

Bei Anwendung dieses Fäbeverfahrens zeigte sich, dass, bei ansonsten normaler 

Verteilung von ICCs über die gesamte Zirkumferenz der Darmwand in allen 

Darmabschnitten, im Bereich der oligoganglionären Region keinerlei ICCs zur Darstellung 

kamen (s. Abb. 23). 
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Abbildung 23: Methylenblau (C und D) und LacZ (A und B) dargestellte Präparate 
des proximalen Kolon zeigen fehlende ICC-IM. 

4.5 Regionale Unterschiede in Aufbau des enterischen Nervensystem des 

gesamten Dickdarm der Maus 

Die Ergebnisse der histochemichen Untersuchungen zeigten eine deutliche 

Inhomogenität des Aufbaus des myenterischen Plexus im proximalen Kolon der Maus. 

Aber auch entlang der Längsachse des gesamten Mäusekolons zeigten sich 

charakteristische Unterschiede (s. Abb. 24). Die neuronale Dichte ist maximal im 

proximalen Kolon und nimmt sowohl in oraler als auch und in aboraler Richtung ab und 

zeigt folgendes Verhaltensmuster: proximales Kolon  distales Kolon  Zökum. (s.Tab. 2). 

Die gesamte Zahl von Neuronen gefärbt mit Cuprolinic blue verteilt sich nach der gleicher 

Muster (s. Tab 3).
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Abbildung 24: Abschnitte von makroskopischen und mikroskopischen Präparaten 
von Zökum (A); ileozökalen Ubergang (B); proximalen Kolon mit oligoganglionären 
Bereich (C); distalen Kolon (D).
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4.5.1  Histologische und Histochemische Charakterisierung des Plexus 
myentericus in „Whole-mount“ Präparaten.  

Auch „Whole-mount“-Präparate, die mit NADPH-Diaphorase, Methylenblau oder 

Cuprolinic blue gefärbt wurden, zeigten im proximalen Kolon die charakteristische 

oligoganglionäre Region, wobei der Defekt bei Anwendung dieser Präparationstechnik 

besonders deutlich zur Darstellung kam (s. Abb. 25). 

Abbildung 25: Whole-mounts mit NADPH-Diaphorase-Färbung(A), Methylenblau 
Vitalfärbung (B) und Färbung mit Cuprolinic blue (C) zeigten im proximalen Kolon 
die gleiche oligoganglionäre Region. 

1 mm 
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Abbildung 26: Verteilung von myenterischen Ganglia entlang des Dickdarms der 
Maus gerechnet pro mm2 Oberflache. 
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Abbildung 27: Die Zahl von myenterischen Neuronen gefärbt mit Cuprolinic Blue 
(dunkelblaue Säulen) und NADPH-positive Neuronen (hellblaue Säule) gerechnet 
pro ein myenterischen Ganglion. 
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Abbildung 28: Gesamte Zahl von myenterischen Neuronen gefärbt mit Cuprolinic 
Blue (dunkelblaue Säulen) und NADPH-positive Neuronen (hellblaue Säule) 
gerechnet pro Segment. Die Neuronenzahl im aboralen Segment entsprischt dem 
„Mittelwert“ aus dem oligoganglionären Bereich und dem aus neuronenreichen 
Randbereich. 
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4.6 Elektrophysiologie der oligoganglionären Region. 

IJPs aus Muskelzellen der oligoganglionären Region waren mit IJPs vergleichbar, 

die aus Muskelzellen der benachbarten ganglienreichen Region des gleichen Segments 

abgeleitet wurden, wenn die Kontinuität der Darmwand erhalten war (12.1±2.1mV vs. 

13.1±2.1mV n=6, n.s.). Erst die Trennung der ganglienarmen von der -reichen Region des 

gleichen Segments bewirkte eine nahezu vollständige Aufhebung der IJPs im 

ganglienarmen Bereich (2.6±1.7 ganglienarm vs. 16.5±1.9mV ganglienreich, n=6), 

während die IJPs der ganglienreichen Region vollig unverändert blieben (s. Abb 29 und 

Abb. 30). 

Abbildung 29: Originalfoto eines Präparates mit Mikroschnitten von Seiten der 
oligoganglionären Region. NO positive Neurone des myenterischen Plexus sind 
mittels NADPH Diaphorase Färbung nach Abschluss der elektrophysiologischen 
Versuche dargestellt. IJPs aus Muskelzellen der oligoganglionären Region waren 
IJPs vergleichbar, die aus Muskelzellen der benachbarten ganglienreichen Region 
des gleichen Segments abgeleitet wurden (12.1±2.1mV vs. 13.1±2.1mV, n=6, n.s.). 
Erst Trennung der ganglienarmen von der –reichen Region des gleichen Segments 
löschte die IJPs im ganglienarmen Bereich nahezu vollständig aus (2.6±1.7 
ganglienarm vs. 16.5±1.9mV ganglienreich, n=6). 



55

0

2

4

6

8

10

12

14

16

18

**

Nach MikroschnitKontrolle

seite   oligoganglionärseite   oligoganglionär

La
ng

sa
m

e 
K

om
po

ne
nt

e 
IJ

P
 (m

V
)

Abbildung 30: IJPs aus Muskelzellen der oligoganglionären Region waren mit IJPs 
vergleichbar, die aus ganglienreichen Region abgeleitet wurden. Nach der 
Trennung der ganglienarmen von der -reichen Region bewirkte eine nahezu 
vollständige Aufhebung der IJPs im ganglienarmen Bereich (n=6). 
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5 Allgemeine Diskussion 

5.1 Anatomie des Dickdarms. 

Das Kolon der Maus, an dem die vorliegenden Versuche durchgeführt wurden, lässt 

sich makroskopisch in 3 Abschnitte gliedern. Das proximale Kolon ist durch eine 

charakteristische, schräge Schleimhautfältelung gekennzeichnet, die eine 

palmblätterartige Musterung ergibt. Es geht in die grosse Kolonflexur über, die cranial an 

Leber und Magen stösst. Die grosse Flexur und das sich anschliessende distale Kolon 

besitzen eine längs gefältelte Mucosa. Lymphoide Plaques liegen gleichmässig im Kolon 

verteilt. Die Darmwand ist aus mehreren konzentrischen Schichten aufgebaut. Aussen 

wird das Kolon von der Tunica serosa umschlossen. Die äusserste Begrenzung aus 

Peritonealzellen deckt die Tela subserosa aus Binde- und Fettgewebe ab. Nach innen 

schliesst sich die Tunica muscularis mit einer externen, longitudinalen und einer internen, 

circulären Lage glatter Muskulatur an. Zwischen diesen beiden Schichten liegen die 

Ganglionzellen des myenterischen Plexus (Auerbach-Plexus). Darauf folgt die Tela 

Submucosa. In ihrem lockeren Bindegewebe sind Blut- und Lymphgefässe, lymphatisches 

Gewebe und neuronale Strukturen, der Plexus submucosus (Meissner-Plexus), 

eingebettet. Die äussere Begrenzung der Tunica mucosa, der eigentlichen 

Darmschleimhaut, wird von der Lamina muscularis mucosae gebildet. Subepithelial 

schliesst sich die Lamina propria an, die hauptsächlich aus Bindegewebszellen besteht, in 

die Blutgefässe, Lymphfollikel (Folliculi lymphatici solitarii) und zahlreiche Immunzellen 

eingelagert sind. Die Oberflächenschicht der Mucosa, Lamina epithelialis, ist 

zusammengesetzt aus Becherzellen zur Schleimproduktion und aus hochprismatischen 

Zylinderepithelzellen, den Enterozyten. Die Mucosa des Kolons ist zottenlos und bildet 

dicht nebeneinanderstehende Krypten (Glandulae intestinales). 

Morphologische Besonderheiten des proximalen Kolon sind die noch schmaleren, 

höheren Epithelzellen und die ungewöhnlich grossen Becherzellen. Die Epithelzellen 

besitzen eine polare Struktur. Die der Blutseite zugewandte Plasmamembran wird als 

basolaterale Membran bezeichnet. Die seitlichen Bereiche der basolateralen Membranen, 

die lateralen Zellmembranen, begrenzen die Interzellulärspalten. Die funktionelle 

Aussenseite des Epithels wird von der apicalen Membran abgeschlossen, die am Kolon 

mit Microvilli zur Oberflächenvergrösserung ausgestattet ist, also eine Bürsten-

Saummembran bildet. 
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5.2 Glatte Muskulatur 

Dieser Muskeltyp wird deshalb glatt genannt, weil er lichtmikroskopisch keine 

Querstreifung wie die Skelettmuskulatur oder Herzmuskulatur aufweist (Faussone-

Pellegrini et al., 1990). 

Glatte Muskeln sind spindelförmig, besitzen einen zentralständigen Zellkern und sind 

zwischen 50 und 400 µm lang und 2 - 10 µm dick. Sie sind miteinander durch spezielle 

Zellkontakte, sog. Desmosomen verbunden und ausserdem in eine Bindegewebsmatrix 

eingebettet, die eine für die Kontraktion günstige Längeneinstellung des Muskels bewirkt. 

So ist die Anpassung an sehr unterschiedliche Dehnungszustände wie z.B. bei der 

Harnblase möglich (Gabella, 1990). 

Prinzipiell kann man die glatte Muskulatur in zwei Haupttypen, den "single unit " -Typ 

und den "multi unit" -Typ untergliedern, wobei es jedoch viele Mischformen gibt. 

Der "single unit " -Typ, zu dem auch die Darmmuskulatur gehört ist gekennzeichnet durch 

spezielle, niederohmige Zellkontakte: Nexus oder Gap-junctions, über die elektrische 

Impulse von Zelle zu Zelle weiter geleitet werden, so dass aus den einzelnen Zellen 

funktionelle Einheiten entstehen (Gabella, 1989; Thuneberg & Peters, 2001). Ferner 

zeichnet sich dieser Typ durch eine spontane rhythmische Aktivität aus (ICC), die durch 

vegetative Nervenimpulse moduliert wird. 

Dem gegenüber steht der sog. "multi unit" -Typ, der sich z. B. im Ziliarmuskel, dem 

Samenleiter oder Irismuskel findet. Hier besitzen die Muskeln zwar ebenfalls die bereits 

erwähnten Gap junctions jedoch besitzen die Muskeln keine Eigenaktivität, sondern 

werden überwiegen durch vegetative Neurone erregt bzw. inhibiert. 

5.3 Neuronentypen und Einteilung nach Dogiel 

Funktionell kann man die Neurone des enterischen Nervensystem untergliedern in 

Motorneurone, sensorische Neurone und Interneurone. Alle Populationen sind im Plexus 

myentericus und submucosus vorhanden. 

Die enterischen Neurone werden nach der Klassifikation von Dogiel eingeteilt 

(Dogiel, 1899). So unterschied er morphologisch drei unterschiedliche Typen (s. Abb. 31).
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Abbildung 31:Neurone des enteralen Nervensystems. Einteilung nach Dogiel in Typ 
I bis III. Alle Populationen sind im Plexus myentericus und submucosus vorhanden 
(nach Dogiel, 1899). 

Dogiel Typ I Neurone sind uniaxonale Neurone mit einer Vielzahl kleiner Dendriten, 

die vom Zellkörper ausgehen. Zu ihnen rechnet man vor allem diejenigen Neurone, die 

zur Muskulatur ziehen. Man bezeichnet sie auch als S-Neurone, da sie ein schnelles 

exzitatorisches Potential aufweisen. Sie können je nach freigesetzten Transmitter sowohl 

eine exzitatorische wie auch eine inhibitorische Wirkung entfalten und repräsentieren 

Motoneurone.

Dogiel Typ II Neurone besitzen eine glattere Oberfläche mit langen und kurzen 

Dendriten und einem Axon. In dieser Gruppe findet man sensorische Neurone, die 

aufgrund einer ausgeprägten Nachhyperpolarisation elektrophysiologisch auch als AH- 

Neurone beschrieben werden. 

Im Vergleich zu Dogiel Typ II Neuronen besitzt der Dogiel Typ III mehre kurze 

Dendriten am Zellkörper. Eine weiterführende Differenzierung der Neurone nach 

morphologischen Gesichtspunkten ist durch Stach beschrieben worden (Stach, 1981), 

deren funktionelle Konsequent jedoch unklar ist. 
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5.4 Elektrisches Verhalten des Plexus myentericus 

Nach ihren elektrophysiologischen Eigenschaften lassen sich die Neurone in den 

meisten Abschnitten des enteralen Nervensystems mit Ausnahme des Magens in zwei 

Gruppen einteilen: 

1. AH- (oder Typ-2) Neurone, die eine gegenüber dem Neurotoxin Tetrodotoxin (TTX)-

resistentes Aktionspotential und eine langdauernde Nachhyperpolarisation aufweisen. 

Das Aktionspotential wird bei diesen Zellen durch einen Einstrom von Ca2+ - Ionen

getragen.

2. S- (oder Typ-1) Neurone, die TTX-sensitive Aktionspotentiale über einen Einstrom von 

Na + -Ionen generieren (siehe Abb. 32).

Abbildung 32: Elektrisches Verhalten enteraler Nervenzellen. Differenzierung der 
Neurone in ein (A) S / Typ 1 Neuron, das nach Depolarisation repetetiv 
Aktionspotentiale feuern kann, und (B) AH/Typ 2 Neuron, das nach einem 
Aktionspotential eine lange Nachhyperpolarisation zeigt (nach Wood, 1994). 
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5.5 “Interstitial cells of Cajal” 

Bereits Ende des 19. Jahrhunderts beobachtete Cajal im GI Trakt fusiforme und 

sternförmige Zellen, die einen prominenten Nukleus und variköse Ausläufer aufwiesen, 

zwischen Nervenendigungen und Effektorzellen lagen und eine Art Netzwerk bildeten. 

Cajal postulierte, dass diese Zellen eine besondere Art von Neuronen seien, die eine 

Rolle bei der Neurotransmission spielen (Cajal SR, 1893). Sie wurden später nach ihrem 

Erstbeschreiber als interstitielle Zellen nach Cajal ( ICC ) bezeichnet. Es wurde später 

aber von Taxi gezeigt, dass diese Zellen weder Neurone noch Schwann- Zellen waren, 

und durch die eine enge Lagebeziehung zu varikösen Nervenenendigungen eine wichtige 

Rolle bei der Neurotransmission spielen (Taxi, 1969). 

So konnte gezeigt werden, dass die ICC eine spontane Rhythmizität aufweisen und 

für die Generierung von bestimmten Potentialschwankungen, sogenannten "slow waves" 

verantwortlich sind, die äusserst wichtig für die gastrointestinale Motilität sind (Barajas-

Lopez et al., 1989; Daniel et al., 1998). Diese „slow waves“ werden durch Tetrodotoxin, 

einem Blocker neuronaler Übertragung nicht beeinflusst (Daniel et al., 2001). Auch konnte 

gezeigt werden, dass die ICC reich an Mitochondrien sind, was für eine stoffwechselaktive 

Rolle bei der Motilitätsregulation spricht (Komuro, 1999). 

Als Bindeglied zwischen ICC und Muskulatur wurden Gap junctions zwischen den 

beiden Zelltypen entdeckt, die als Übertragungsweg elektrischer Impulse postuliert 

wurden.

Entscheidend für die enormen Fortschritte in der ICC-Forschung in den letzen zehn 

Jahren war die Entdeckung, dass interstitielle Zellen das Proto-Onkogen „c-Kit“ 

exprimieren, das für den Tyrosinkinaserezeptor „Kit“ kodiert (Burns et al., 1997). Damit 

war ein zuverlässiger immunhistochemischer Marker zur weitgehend selektiven Anfärbung 

von interstitiellen Zellen gefunden und zugleich ein Angriffspunkt für die Manipulation der 

ICC-Funktion gefunden, da die Entwicklung und vor allem die Differenzierung interstitieller 

Zellen von der Expression von „Kit“ als Wachstumsfaktor-Rezeptor abhängt. 

Den ICC gemeinsam ist die Expression des sog. cKIT Rezeptors, der ein Rezeptor 

mit Tyrosinkinaseaktivität und ein Protoonkogen ist. Der für cKIT codierende 

Genabschnitt, der sog. W Locus liegt bei der Maus auf Chromosom 5. Es gelang Mäuse 

zu züchten, die eine Mutation an dem entsprechenden Locus aufwiesen, so dass die Tiere 

überlebten aber kein cKIT mehr exprimierten. Die hinsichtlich des W Locus heterozygoten 

Tiere (W/Wv) fallen durch ein Fehlen bestimmter ICC- Klassen auf. Daraus ergibt sich das
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Verschwinden normalerweise vorhandener Slow wave Potentiale, verbunden mit einem 

abnormen intestinalen Motilitätsmuster (Chang et al., 2001). 

Dies ist konsistent mit den Untersuchungen, dass das Verschwinden von slow 

waves mit Appräparation der ICC enthaltenden Darmschichten v.a. zwischen Längs- und 

Ringmuskulatur sowie durch eine (relativ unspezifische) pharmakologische Blockierung 

der ICC durch Methylenblau erzielt werden kann (Suzuki et al., 1986). 

Die ICC scheinen also mittels der Generierung von slow wave Potentialen essentiell 

für die Entstehung gastrointestinaler Motilität zu sein. Mittels Immunreaktivität gegen den 

cKit Rezeptor konnte die Verteilung der ICC im GI Trakt genauer spezifiziert werden. 
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5.5.1 Morphologie von ICC 

Topographisch liegen ICCs innerhalb der Tunica muscularis des 

Verdauungskanals, wo sie sich vom Ösophagus bis hin zum Anus ausbreiten. Aufgrund 

von räumlicher Anordnung und physiologischen Charakteristika lassen sich mehrere 

Gruppen von ICCs unterscheiden (Sanders, 1996) (Abb.33).

Abbildung 33 Räumlicher Anordnung der ICC. 

Im Bereich des myenterischen Plexus gelegene ICCs (IC-MY) umgeben netzartig 

die myenterischen Ganglien und sind über gap junctions untereinander und an die 

umgebende Schicht glatter Muskelzellen gekoppelt. IC-MY generieren rhythmische, lang 

anhaltende elektrische Wellen, die passiv in die umgebende glatte Muskulatur fortgeleitet 

werden. Diese „pacemaker“-Funktion führt im Zusammenspiel mit der umgebenden 

glatten Muskulatur zur Entstehung von charakteristischer „slow wave“-Aktivität (Hanani & 

Freund, 2000; Barajas-Lopez et al., 1989). 
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Dem gegenüber stehen intramuskulär lokalisierte interstitielle Zellen (IC-IM), die die 

Mukelzellschichten durchziehen und dabei ein dichtes intramuskuläres Netz bilden. Ihnen 

wird eine zentrale Rolle als strukturelles und funktionelles Bindeglied zwischen ENS und 

glatter Muskulatur zugeschrieben. Zwischen Nervenfaserendigungen und Muskelzellen 

bestehen in den Muskelschichten des Verdauungskanals auffällig lose räumliche 

Verbindungen mit neuromuskulären Abständen von bis zu mehreren 100 nm, was eine 

direkte Neurotransmission nur schwer möglich erscheinen lässt. Dagegen bestehen sehr 

enge Kontakte zwischen exzitatorischen wie inhibitorischen Nervenfasern und ICCs 

einerseits und enge Zellkontakte sowie gap junctions zwischen ICCs und Muskelzellen 

andererseits (Daniel & Wang, 1999). 

Ferner konnte gezeigt werden, dass ICCs zahlreiche Rezeptoren für 

Neurotransmitter einschliesslich muskarinergen Rezeptoren (Ward et al., 2000), 

Somatostatin (Vannucchi, 1999), VIP- und NK1-Rezeptoren (Ekblad et al., 1998) 

exprimieren und zudem auf extrinsische oder intrinsische nitrerge Stimulation mit 

gesteigerter cGMP-Bildung reagieren und somit eine Zielstruktur für neuronales NO 

darstellen. In Mäusen mit verringerter Tyrosinkinaseaktivität (natürliche Mutante mit 

Blockierung des „Kit“-abhängigen Pathways), wo IC-IM u.a. im Bereich des Magens 

fehlen, wurde eine deutliche Verringerung inhibitorischer postsynaptischer Potentiale nach 

elektrischer Stimulation und eine deutliche Abschwächung der durch exogenes NO 

hervorgerufenen Hyperpolarisation glatter Muskulatur gemessen (Dickens et al., 2001), 

was auf eine zentrale Rolle interstitieller Zellen in der inhibitorischen Neurotransmission 

hinweist.

Auch exzitatorische, ChAT- oder SP-positive Nervenfasern stehen in engem, 

synapsenähnlichem Kontakt zu intramuskulären interstitiellen Zellen (Tonini et al., 1992; 

Wang et al., 1999). Trotz unveränderter Nervenfaserdichte waren in den 

Tyrosinkinasemutanten durch cholinerge Stimulation kaum mehr exzitatorische 

postsynaptische Potentiale nachweisbar (Ward & Sanders, 2001), so dass auch in der 

exzitatorischen neuromuskulären Signalübertragung IC-IM eine entscheidende Rolle 

einzunehmen scheinen. 

Eine dritte Gruppe interstitieller Zellen findet sich innerhalb des „deep muscular 

plexus“ des Dünndarms und wird daher als IC-DMP bezeichnet. Funktionell entsprechen 

diese ICCs weitgehend dem intramuskulären Typ (IC-IM). 

In Zusammenschau deuten die derzeit vorliegenden Ergebnisse auf eine zentrale 

Rolle interstitieller Zellen in der Generierung und Modulation gastrointestinaler 
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Motilitätsvorgänge hin. Über eine evt. pathophysiologische Bedeutung interstitieller Zellen 

bei der Entstehung verschiedenster Motilitätsstörungen kann bislang nur spekuliert 

werden.
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5.6 Neuromuskuläre Interaktion im Gastrointestinaltrakt. 

Alle Funktionen des Gastrointestinaltrakts unterliegen komplexen 

Kontrollmechanismen, die über ein eigenständiges, in der Wand des Gastrointestinaltrakts 

lokalisiertes Nervensystem, das enterische Nervensystem (ENS), reguliert werden (Wood, 

1979). Die Existenz dieses Nervensystems ist seit weit über hundert Jahren bekannt. Die 

ersten Untersuchungen beschränkten sich damals auf die anatomisch-morphologischen 

Eigenschaften dieses Nervensystems. Von Meissner und Auerbach wurden 1857 bzw. 

1862 (Auerbach L, 1862) zwei in der Darmwand lokalisierte Nervengeflechte beschrieben; 

der zwischen Zirkulärmuskulatur und Mukosa liegende submuköse Plexus (Meissner, 

1857), welcher vor allem die Mukosafunktionen koordiniert, und der zwischen Zirkulär- 

und Längsmuskulatur gelegene myenterische Plexus (Auerbach, 1862), der für die 

Muskelfunktionen verantwortlich ist (Abb. 34).

Abbildung 34 Enterales Nervensystem. Der Plexus myentericus befindet sich 
zwischen der Längs- und Zirkulärmuskulatur des Magen-Darm-Trakts. Der Plexus 
submucosus ist zwischen Zirkulämuskulatur und Mucosa lokalisiert (nach Furness 
& Costa, 1980). 
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Beide Plexus bestehen aus Nervenzellen, die in Ganglien variabler Grösse 

organisiert sind. Ein dichtes Netzwerk von Fasersträngen verbindet die enterischen 

Nervenzellen untereinander und mit den Effektororganen bzw. mit anderen Teilen des 

autonomen Nervensystems. Bis zur Jahrhundertwende wurde das ENS als ein diffuses 

parasympathisches Ganglion angesehen, in dem direkte synaptische Verbindungen 

zwischen präganglionären extrinsischen Nervenfasern und postganglionären 

Motorneuronen die Basis für die Kontrolle gastrointestinaler Funktionen darstellten. Der 

eigentliche Begriff enterisches Nervensystem wurde erst von Langley 1921 eingeführt, um 

dieses in der Darmwand lokalisierte neuronale Netzwerk vom sympathischen und 

parasympathischen Nervensystem abzugrenzen (Langley, 1921). Langley verwendete 

diesen Begriff, da er überzeugt war, dass enterische Ganglien einzigartige und besondere 

funktionelle Charakteristika aufweisen, die sie von anderen autonomen Ganglien 

ausserhalb des Gastrointestinaltrakts unterscheiden. Heute ist die Unterteilung des 

autonomen Nervensystems in drei unabhängige Teilsysteme, das sympathische, das 

parasympathische und enterische Nervensystem etabliert. Langley's konzeptioneller 

Ansatz basierte auf zwei Beobachtungen. Zum einen war ihm schon damals bekannt, 

dass die Anzahl enterischer Nervenzellen die Zahl der den Darm versorgenden 

extrinsischen sympathischen und parasympathischen Nervenfasern bei weitem übersteigt. 

Einigen tausend extrinsischen Nervenfasern stehen mehrere 100 Millionen enterischen 

Nervenzellen gegenüber. Das enterische Nervensystem ist damit die grösste 

Ansammlung von Nerven ausserhalb des Gehirns und besitzt sogar mehr Nervenzellen 

als das Rückenmark. 

Zum anderen begründete Langley die Eigenständigkeit des ENS mit der 

Beobachtung, dass selbst in einem isolierten Dünndarmsegment in vitro die gerichtete 

Propulsion eines intraluminalen Bolus zu beobachten war (Langley & Anderson H.K, 

1895). Diese intestinale Propulsion wird verursacht durch eine Muskelkontraktion oral und 

eine Muskelrelaxation anal des Stimulus. Dieser Reflex wurde aufgrund seiner 

grundlegenden Bedeutung für den Magen-Darmtrakt 1899 schon von Bayliss und Starling 

als ”law of the intestine” bezeichnet (Bayliss & Starling, 1900). Der peristaltische Reflex 

kann sowohl durch mechanische Stimulusung der Muskulatur oder der Mukosa als auch 

durch chemische Stimuli im Darmlumen ausgelöst werden (Bayliss & Starling, 1900). Die 

funktionelle Bedeutung des peristaltischen Reflexes liegt in der Gewährleistung eines anal 

gerichteten Transports des Chymus. Die heutigen Konzepte betrachten das ENS als ein 

unabhängiges, integratives System, welches strukturell und funktionell Ähnlichkeiten zum 
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zentralen Nervensystem (ZNS) aufweist (Wood, 1994). So enthält das ENS eigene 

sensorische Neurone, Interneurone und Motorneurone. Sensorische Neurone kodieren als 

Chemo- oder Mechanorezeptoren verschiedene Stimuli, die auf die Magendarmwand 

einwirken, und leiten die Information innerhalb des ENS weiter. Interneurone leiten diese 

Information weiter und regulieren die Erregbarkeit der Motorneurone, die dann letztendlich 

die Aktivität der Muskulatur und der Mukosa modulieren (Wood, 1994). 

Aufgrund seiner Komplexität und der funktionellen und strukturellen Ähnlichkeit 

zum Gehirn wird das ENS auch als ”little brain of the gut”, oder als ”Darmgehirn”, 

bezeichnet . Das ENS ist durch verschiedene intrinsische Reflexe fähig, die zahlreichen 

Funktionen des Magen-Darmtrakts, wie motorische und sekretorische Vorgänge, 

Durchblutung und Modulation von Immunvorgängen zu steuern (Costa et al., 1992a; 

Costa & Furness, 1976; Furness et al., 1996; Wood, 1994). Die Funktion extrinsischer 

sympathischer oder parasympathischer Nervenfasern besteht primär darin, enterische 

Schaltkreise zu modulieren. Dieses Konzept der permissiven Rolle des extrinsischen 

Nervensystems ermöglicht dem Sympathikus und Parasympathikus, die motorische und 

sekretorische Aktivität des Magen-Darmtrakts in beschränktem Umfang zu beeinflussen 

(Schemann & Grundy, 1992; Hillsley et al., 1992). Erst in den 80er Jahren erfolgte durch 

den Einsatz elektrophysiologischer Techniken die neurophysiologische Charakterisierung 

des ENS (Nishi & North, 1973; Hirst & McKirdy, 1974). 

Intrazelluläre Ableitungen von enterischer Nervenzellen ermöglichten die 

Charakterisierung ihrer elektrischen und synaptischen Eigenschaften und bestätigten die 

Komplexität der Verschaltungen innerhalb des ENS. Elektrophysiologisch unterschieden 

sich mehrere Zellpopulationen. Als besonders bemerkenswerter Befund zeigte sich, dass 

das ENS, ähnlich wie das ZNS, über das gesamte Repertoire an hemmenden und 

aktivierenden synaptischen Mechanismen verfügt, um interneuronale und neuromuskuläre 

Interaktionen aufrechtzuerhalten. Im Laufe der letzten Jahre erfolgte durch die 

Anwendung und Kombination elektrophysiologischer, neurochemischer und 

neuropharmakologischer Techniken die Identifizierung und funktionelle Charakterisierung 

unterschiedlicher Nervenpopulationen im ENS. Bis heute sind über 20 Neurotransmitter 

und weitere Neuromodulatoren identifiziert, die an der Vermittlung der synaptischen 

Vorgänge im ENS beteiligt sind (McConalogue & Furness, 1994). Damit besitzt das ENS 

eine breite Palette von Neurotransmittern, die einzelne Effektorsysteme, wie die glatte 

Muskulatur, hemmen oder aktivieren können. 
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Trotz der enormen Anzahl an Neurotransmittern, die theoretisch mehrere hundert 

Kolokalisationsmuster zulassen, existieren im ENS nur ca. 20 Populationen, die sich 

durch eine spezifische Kodierung (chemical coding) auszeichnen. Dabei existiert jedoch 

eine Regionen spezifische Variabilität des Innervationsmusters und des neurochemischen 

Kodes, was darauf hinweist, dass sich das ENS auf spezifische Funktionen der 

verschiedenen Regionen des Magen-Darmtrakts adaptiert hat. Des weiteren existieren 

zum Teil erhebliche Spezies-spezifische Unterschiede, obwohl die Funktionen der 

entsprechenden Regionen des Magen-Darmtrakts vergleichbar sind (Cornelissen et al.,

1999). Die Kenntnisse über die Neurotransmitterkodierung der Nervenzellen basieren 

primär auf Untersuchungen am Meerschweinchendarm (Costa et al., 1992a). 

Die wichtigsten exzitatorischen Transmitter, die zu einer Aktivierung der glatten 

Muskulatur führen, sind Azetylcholin und das Neuropeptid Substanz P. Die inhibitorischen 

Transmitter, die zu einer Hemmung der glatten Muskulatur führen, sind Stickstoffmonoxid 

(NO), Adenosin 5'-Triphosphat (ATP), Vasoaktives Intestinales Peptid(VIP) und 

Adenylatzyklase Aktivierendes Polypeptid (PACAP ”Pituitary Adenylat Cyclase Activating 

Polypeptide”).

Die Voraussetzung einer funktionierenden Motilität im Magen-Darmtrakt ist ein 

optimal abgestimmtes Zusammenspiel von sowohl hemmend als auch erregend 

wirkenden nervaler Regulationsmechanismen. Als Hauptkomponente des erregenden 

Mechanismus ist Azetylcholin bekannt. Das Azetylcholin wird hierbei nicht von 

parasympathischen Nervenfasern, sondern fast ausschliesslich von Nervenzellen des 

ENS ausgeschüttet. Der hemmende Mechanismus wird durch Freisetzung von mehr als 

einem Neurotransmitter vermittelt (Costa et al., 1986b; Crist & He, 1991; Maggi & Giuliani, 

1993).

Die Zirkulärmuskulatur wird bei allen bisher untersuchten Spezies sowohl von 

erregenden als auch von hemmenden Motorneuronen innerviert. Die Innervation der 

Längsmuskulatur erfolgt, zumindest im Dünndarm kleiner Labortiere, primär durch 

erregende cholinerge Motorneurone des ENS (Brookes et al., 1992; Cheung & Daniel, 

1980). Die Längsmuskulatur enthält bei diesen Spezies keine direkte, hemmende 

Innervation sondern relaxiert passiv als Folge einer Kontraktion der Zirkulärmuskulatur. Im 

Gegensatz dazu gibt es Hinweise, dass die Längsmuskulatur im Kolon dieser Tiere durch 

hemmende Motorneurone des ENS reguliert wird und damit auch aktiv relaxieren kann 

(Stevens et al., 1999; Spencer et al., 1999a; Smith & Robertson, 1998). 
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Die funktionelle Bedeutung und die Wirkungsweise der Neurotransmitter kann an 

isolierten Magen- bzw. Darmpräparaten untersucht werden. In isolierten Darmpräparaten 

können enterische Nerven selektiv elektrisch gereiz werden, um die Ausschüttung ihrer 

Transmitter zu stimulieren. Die elektrische Feldstimulation führt in den meisten Fällen zu 

einer Mischantwort, die aus hemmenden und erregenden Komponenten besteht. Obwohl 

die zeitliche und räumliche Differenzierung durch diese Art der Stimulation verloren geht, 

spiegeln die Antworten die Vorgänge wieder, die auch bei der Initiierung des 

peristaltischen Reflexes ablaufen. Die Wirkungen der verschiedenen Neurotransmitter auf 

die Aktivität der glatten Muskulatur kann dann registriert und neuropharmakologisch 

analysiert werden. Dabei untersucht man die Wirkung der Agonisten bzw. verschiedener 

rezeptorspezifischer Antagonisten auf die durch elektrische Stimulation induzierte 

Muskelantworten bzw. deren Wirkung auf die durch exogene Applikation der 

Neurotransmitter hervorgerufenen Motilitätsänderungen. Solche Untersuchungen 

erlauben die Differenzierung verschiedener Komponenten, da die durch elektrische 

Stimulation induzierte Antwort immer auf der Ausschüttung eines Transmittercocktails 

basiert.

Die erregenden und hemmenden Wirkmechanismen der Neurotransmitter werden 

im Folgenden kurz zusammengefasst. 

5.7 Wichtige Überträgerstoffe 

Das enterale Nervensystem verfügt über eine Vielzahl von verschiedenen 

Neurotransmittern, die auf benachbarte Neurone, die glatte Muskulatur der Darmwand, 

auf Gefässe sowie auf die Epithelzellen einwirken (Übersicht bei Schemann, 

2001(Schemann et al., 2001) . Eine Klassifizierung der einzelnen Überträgerstoffe kann 

nach ihrer erregenden und hemmenden Wirkung durchgeführt werden. Zu den 

bedeutendsten gehören: 

Amine:Acetylcholin,  Noradrenalin,Serotonin.

Aminosäuren:   GABA 

Purine:    ATP 

Gase:    NO, CO 

Peptide: Calcitonin Gene Related Peptide,CCK, Neuropeptid Y, 

Neurotensin, Opioide, PACAP, Somatostatin, Substanz P, VIP. 



70

5.7.1 Azetylcholin. 

Im Magen-Darmtrakt führt die Freisetzung von Azetylcholin zu einer Kontraktion. 

Gershon konnte vor 1970 den Beweis dafür liefern, dass Azetylcholin ein Neurotransmitter 

im autonomen Nervensystem ist (Gershon, 1967). Als Neurotransmitter im ENS wirkt 

Azetylcholin auf die glatte Muskulatur über muskarinerge Rezeptoren, die vermutlich zum 

M3-Rezeptorsubtyp gehören. Mit Hilfe von Antikörpern gegen die Cholin-Azetyltransferase 

(ChAT), ein Enzym der Azetylcholinsynthese, können Azetylcholin synthetisierende 

Nervenzellen im ENS dargestellt werden (Costa et al., 1986a; Schemann et al., 1993). 

5.7.2 NO 

Stickstoffmonoxid wurde ursprünglich als relaxierender Faktor des Endothels von 

Blutgefässen identifiziert, der eine Vasodilatation vermittelt. Inzwischen ist bekannt, dass 

Stickstoffmonoxid im Magen-Darmtrakt als hemmender Neurotransmitter wirkt (Sanders et

al., 1992; Stark et al., 1993; Stark et al., 1991a; Rand & Li, 1995, Bult et al., 1990; Desai 

et al., 1991). Es konnte gezeigt werden, dass die nach Stimulation von hemmenden 

Nerven ausgeschütteten Transmitter zu einer Membranhyperpolarisation der glatter 

Muskelzellen am Darm führen. (Stark et al., 1991b; Stark et al., 1993). Dies bewirkt eine 

Relaxation und/oder eine Hemmung der Kontraktilität. Stickstoffmonoxidwird durch das 

Enzym Stickoxid-Synthase (NOS) produziert. 

Anhand des immunhistochemischen Nachweises dieses Enzyms konnten 

Populationen nitrerger enterischer Neurone im myenterischen und submukösen Plexus 

sowie in NOS+ Nervenfasern identifiziert werden (Furness & Anderson, 1994). Des 

weiteren konnte eine direkte Beteiligung am peristaltischen Reflex nachgewiesen werden 

(Waterman & Costa, 1994). 

5.7.3 ATP  

ATP ist, neben seiner Funktion als wichtiger Energieträger im Organismus, ein 

Neurotransmitter. Burnstock stellte 1972 die sogenannte purinerge Hypothese auf, nach 

der ATP im autonomen Nervensystem als Neurotransmitter fungiert (Burnstock et al.,

1972). Diese Hypothese ist inzwischen durch mehrere Studien erhärtet worden. So ist 

ATP als Transmitter an der Enstehung der schnellen erregenden postsynaptischen 

Potentiale im autonomen Nervensystem beteiligt (Galligan et al., 2000; Hoyle & Edwards, 

1992). Desweiteren ist die Rolle von ATP als einer der Überträgerstoffe der NANC 
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Hemmung der glatten Muskulatur des Magen-Darmtrakts etabliert. ATP aktiviert purinerge 

Rezeptoren und moduliert dadurch z.B. "small conductance" Ca2+abhängige K+-Kanäle

(SK-channel), die selektiv durch das Bienengift Apamin blockiert werden (Selemidis et al.,

1997).

5.7.4 VIP  

Neuropeptid Vasoaktives Intestinales Polypeptid (VIP) wird zu den Komponenten 

der nicht-adrenergen, nicht-cholinergen Transmitter, die eine Relaxation im Magen-

Darmtraktvermitteln, gezählt. VIP wird eine wichtige Rolle bei der deszendierenden 

inhibitorischen Komponente im intestinalen peristaltischen Reflex zugesprochen.  

5.7.5 PACAP  

Neben VIP ist auch das Adenylatzyklase Aktivierende Polypeptid der Hypophyse 

PACAP (”Pituitary Adenylat Cyclase Activating Polypeptide”) an der neuronalen 

hemmenden Übertragung beteiligt und beide scheinen zusammen mit Stickstoffmonoxid 

die deszendierende Relaxation beim peristaltischen Reflex zu vermitteln (Grider, 1996; 

Murthy et al., 1997). PACAP wurde erstmalig 1989 aus dem Hypothalamus des Schafes 

isoliert und seither in Neuronen des ENS bei vielen Spezies nachgewiesen (Shen et al.,

1992). PACAP aktiviert sowohl PACAP-spezifische als auch PACAP/VIP-Rezeptoren, in 

deren Folge es zu einer Modulation von Apamin-sensitiven und/oder Apamin-insensitiven 

Kaliumkanälen kommt (De Winter et al., 1998). VIP wirkt über spezifische und 

unspezifische VIP-Rezeptoren, die zum Teil auch durch PACAP aktiviert werden können 

und im einen Verlauf Tetraethylammonium-sensitive Kaliumkanäle aktivieren (Schworer et

al., 1993).
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5.8 Inhibitorische Neurotransmission in Gastrointestinaltrakt. 

Es ist bekannt, dass die Hemmung in einzelne zeitlich zu differenzierende Phasen 

unterteilt werden kann. Nach elektrischer Stimulation der hemmenden Nervenzellen im 

ENS tritt eine biphasische Hemmung auf (Baccari et al., 1990). Im Magen verschiedener 

Spezies vermittelt NO die initiale, transiente Hemmung, während VIP die länger 

anhaltende Hemmung vermittelt. Dies hängt mit der frequenzabhängigen Freisetzung der 

Transmitter zusammen. Im Magen führt eine elektrische Stimulation mit geringer Frequenz 

primär zu einer NO-Ausschüttung während hohe Stimulationsfrequenzen VIP freisetzen 

(D'Amato et al., 1992;Grundy et al., 1993; Briejer et al., 1995; De Beurme & Lefebvre, 

1988). Die Beteiligung der hemmend wirkenden Transmitter ist region- und 

speziesabhängig. Zum Beispiel vermittelt im unteren Oesophagussphinkter des 

Opossums NO die schnelle Hemmung nach elektrischer Feldstimulation die lang 

anhaltende Hemmung ist in dieser Region aber nicht durch VIP vermittelt(Shahin et al.,

2000). Im Zäkum des Meerschweinchens scheint NO nur an der langsamen Hemmung 

beteiligt zu sein (Maggi et al., 1994). Im Kolon der Ratte vermittelt NO die lang 

anhaltende, ATP die schnelle Hemmung (Pluja et al., 1999). 

Die NO-Wirkung erfolgt Rezeptor unabhängig über eine Erhöhung des 

intrazellulären cGMP-Spiegels mit nachfolgender Aktivierung von Kalium-Kanälen 

(Watson et al., 1996a). Die nach elektrischer Stimulation des ENS auftretenden NO-

vermittelte Hemmung kann durch substituierte Argininanaloga, wie N-Nitro-L-Arginin 

Methylester (L-NAME), welche die NO-Synthese blockieren, aufgehoben werden. Die 

unter diesen Bedingungen verbleibende Hemmung der Muskulatur kann zum Teil durch 

das Bienengift Apamin blockiert werden. Apamin ist ein Blocker calciumabhängiger 

Kalium-Kanäle und antagonisiert daher die Wirkungen aller Neurotransmitter, die durch 

Aktivierung dieser Kanäle eine Muskelrelaxation induzieren. Lange Zeit wurde Apamin als 

selektiver Blocker der ATP-vermittelten Hemmung angesehen. Inzwischen ist jedoch 

erwiesen, dass auch PACAP- oder VIP-induzierte Hemmungen Apamin-sensitiv sind 

(Shuttleworth & Keef, 1995) (s. Abb 10). 

Mehrere in vitro Studien am Dünn- und Dickdarm weisen darauf hin, dass an der 

Hemmung der kontraktilen Aktivität NO, VIP und Neurotransmitter, deren Wirkung über 

einen Apamin-sensitiven Mechanismus vermittelt werden, beteiligt sind (Miura et al.,

1992;Niioka et al.; 1997;Zagorodnyuk et al., 1996). Dabei scheint NO aber eher für die 
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späte Hemmkomponente der biphasischen Inhibition verantwortlich zu sein, wohingegen 

Apamin-sensitive Mechanismen sowohl an der frühen, als auch an der späten 

Komponente der neuronal vermittelten Hemmung beteiligt sind (Barahona et al., 1999; 

Bardou et al., 2001; Murr et al., 1999; Selemidis et al., 1998). 

5.9 Stickstoffmonoxid (NO) 

Die Entdeckung des flüchtigen Gases als Botenstoff in verschiedensten 

Organsystemen liegt noch nicht lange zurück. In den 70er Jahren entdeckte Ferid Murad, 

dass das in der pektanginösen Therapie verwendete Nitroglycerin seine Wirkung über 

eine NO Freisetzung entfaltet. Unabhängig davon entdeckte Robert F. Furchgott die 

Bedeutung einer von den Endothelzellen freigesetzten Substanz bei der 

Blutdruckregulation. Er nannte die Substanz: Endothel Derived Relaxing Factor (EDRF). 

Mitte der 80 er Jahre schliesslich konnte Luis J. Ignarro (Ignarro et al., 1987) zeigen, dass 

sie beiden Substanzen identisch sind. Eine Entdeckung, für die die drei Wissenschaftler 

mit dem 1998 vergebenen Nobelpreis für Medizin ausgezeichnet wurden. 

5.9.1 Synthese und Metabolismus von NO 

NO wird unter physiologischen Bedingungen durch NADPH-abhängige

Umwandlung von L-Arginin zu L-Citrullin freigesetzt (Bredt et al., 1990; Pares-Herbute et

al., 1986). Katalysiert wird dieser Schritt durch die NO-Synthase (NOS) (s. Abb.35). Die 

NOS enthält eine Häm-Gruppe und zeigt in seiner Aminosäurensequenz Ähnlichkeiten mit 

der Zytochrom P 450-Reduktase (Dichter et al., 1990). Drei NOS-Isoformen sind bislang 

geklont worden, ein induzierbares Enzym (iNOS) (Teng et al., 1998; Xie et al., 1992), das 

Ca2+-unabhängig aktiviert wird, und zwei durch den Ca2+/Calmodulin-Komplex aktivierte
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Abbildung 35: Die initiale Hydroxylierung des L-Arginins zu N -Hydroxy-L-Arginin 
benötigt für den Elektronentransfer 1.0 M NADPH. Im nächsten Schritt, der 
Entstehung von NO und L-Citrullin , werden weiter 0.5 M NADPH und auch 
Tetrahydrobiopterin (BH4) verbracht. 

konstitutive Formen (cNOS), die endotheliale NOS (eNOS) (Marsden et al., 1992) und die 

neuronale NOS (nNOS) (Bredt et al., 1990). Die NO-Synthese durch die konstitutiven 

NOS-Isoformen ist fest in ein regulatorisches Signalsystem eingebunden, das eine 

schnelle Aktivierung und Deaktivierung der NO-Synthese erlaubt, während die NO-

Synthese durch die iNOS nach deren Induktion über Stunden bis Tage anhält und NO-

Konzentration im mikromolaren Bereich erzeugt, was weit über die durch die cNOS-

Formen zum Zweck der Signaltransduktion erreichten lokalen NO-Konzentrationen 

hinausgeht (Dichter et al., 1990). Alternatives Splicing der nNOS-mRNA am 5´-Ende führt 

zur Expression von drei, am Aminoterminus unterschiedlichen Varianten der nNOS, die 

zunächst im ZNS als nNOS , nNOS  und nNOS  charakterisiert worden sind (Cobbs et

al., 1995; Eliasson et al., 1997). nNOS  enthält als einzige nNOS-Variante eine PDZ-

Domäne, die die Interaktion des Enzyms mit membranständigen Strukturen im Bereich 

der PSD (postsynaptic density)-Region wie beispielsweise PSD-95 (post synaptic densitiy 

protein 95) und -Syntrophin ermöglicht, was und auf die Membranbindung der nNOS
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hinweist, während nNOS  und nNOS  keine geeigneten Verankerungsstrukturen besitzen 

und im Zytosol lokalisiert sind. Die Anbindung der nNOS an PSD 95 durch die PDZ-

Domäne, deren genetischer Code auf sich auf Exon-2 des nNOS-Gens befindet, 

ermöglicht beispielsweise die funktionelle Koppelung der nNOS  an NMDA-Rezeptoren, 

was im ZNS grosse pathophysiologische Bedeutung bei der Entstehung ischämischer 

Gewebsschäden hat (Samdani et al., 1997). Auch im Gastrointestinaltrakt von Ratte und 

Mensch  ist die Expression der nNOS und ihrer Splice-Varianten nachgewiesen. Im 

Gastrointestinaltrakt des Menschen wurden insgesamt sechs 5´-Varianten der nNOS-

messenger-RNA nachgewiesen, wovon drei für nNOS , zwei für nNOS  und eine für 

nNOS  kodieren (Saur et al., 2000). In der gleichen Arbeit wurde eine dritte Exon 1- 

Variante (Exon 15´3´) identifiziert, deren Promotorregion zahlreiche Bindungsstellen für 

Transkriptionsfaktoren enthält, deren Bedeutung für die Regulation der nNOS-Expression 

der Klärung bedarf.

5.9.2 Mechanismen der Signaltransduktion von Stickstoffmonoxid (NO) 

Die Effekte von NO sind vielfältig. NO kann direkt Ionenkanäle aktivieren (Bolotina 

et al., 1994). Duridanova et al. konnten am Rattenmagenfundus zeigen, dass der 

Relaxation der glatten Muskulatur eine NO-vermittelte Aktivierung von Ca2+-aktivierten K+-

Kanäle vorausgeht (Duridanova & Boev, 1995). Eine weitere Möglichkeit wie NO seine 

Effekte entfalten kann, ist die Aktivierung der Proteinkinase C (PKC) wie von Burgstahler 

et al. an dem Cytosklett von Hepatozyten gezeigt (Burgstahler & Nathanson, 1995). 

Die Aktivierung der löslichen Guanylatzyklase (GC-S) (Elfvin & Lindh, 1982) stellt 

aber wahrscheinlich den zentralen Punkt der Signaltransduktion dar. Bartho et al. konnten 

zeigen, dass die inhibitorische Wirkung von Stickstoffmonoxid(NO) auf das Rattenileum 

über cGMP, als second messenger, vermittelt ist (Bartho & Lefebvre, 1995). 

Die Aktivierung der GC-S und folglich die Erhöhung des intrazellulären cGMP-

Spiegels, erfolgt durch Bindung von NO and den Hämring der Guanylatzyklase (Archer et

al., 1994). Nicht nur Stickstoffmonoxid (NO) sondern auch andere Substanzen sind in der 

Lage die lösliche Guanylatzyklase zu aktivieren. Das hitzestabile Endotoxin von E.coli ist 

in der Lage durch Stimulation der GC-S eine Erhöhung des cGMP-Spiegels zu bewirken 

(Schulz et al., 1992)..Die Guanylatcyclase ist aus zwei Untereinheiten (Subunits) 

aufgebaut. Bisher konnten je zwei dieser Subunits identifiziert werden. 
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Das zyklische GMP (cGMP) dient in seiner Form als second messenger zur Regulation 

von bisher drei bekannten, verschiedenen Effektorproteinen. Der cGMP-abhängigen 

Proteinkinasen, Ionenkanälen und Phosphodiesterasen. Diese vermitteln Protein-

Phosphorylierung (Komalavilas & Lincoln, 1996), Kationeninflux über die Plasmamembran 

(Behar & Bianciani, 1987) und den Metabolismus von zyklischen Nukleotiden (Murthy et

al., 1993). 

Zur Veranschaulichung der möglichen Ziele der Signalkette, welche durch NO stimuliert 

wird siehe (s. Abb 36).  Die Proteinkinase G, eines der Ziele von cGMP, kommt in drei 

verschiedenen Isoformen vor, der I , I  und II Variante. Die cGMP-abhängigen 

Proteinkinasen bestehen aus zwei Untereinheiten, die als Dimer das ruhende Enzym 

bilden.

Abbildung 36: Der NO: cGMP Signaltransduktionsweg (Arg  = Arginin, NOS = NO-
Synthase, PKG = cGMP abhängige Proteinkinase, CNG = cGMP-abhängiger 
Ionenkanal, PDE = Phosphodiesterase).
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5.9.3 NOS-Inhibitoren 

Ein wichtiger Schritt in der Aufklärung der Mechanismen und der physiologische 

Bedeutung war die Entdeckung der NOS-Inhibitoren. 

Als erster Inhibitor wurde N(-Monomethyl-L-Arginin (L-NMMA) synthetisiert, dem 

dann bald darauf andere folgten (N(-Nitro-L-Arginin-Methylesther (L-NAME), N(-Nitro-L-

Arginin ( L-NNA)). 

L-NNA ist die aktive Form des NOS-Inhibitors, L-NAME, welche sich durch 

enzymatische oder nicht-enzymatische Hydrolyse entsteht (Furfine et al., 1997). 

Schmidt et al. Verglichen (Schmidt et al., 1995) die zwei NO-Antagonisten L-NNA und L-

NAME und konnten zeigen, dass eine hohe Selektivität von L-NNA und L-NAME zur NOS 

bestanden, dass allerdings die Inhibition durch L-NNA die des Methylderivates bei weitem 

übersteigt.

Der Mechanismus der Inhibition beruht auf der Belegung der L-Argininbindungsstelle und 

der gleichzeitigen Blockade der NADPH-abhängigen Hämreduktion (Mayer & Andrew, 

1998; Klatt et al., 1994). Heinzel et al. konnten zeigen, das durch Anwendung des NOS-

Inhibitors L-NMA die NADPH-abhängige Hämreduktion nicht blockiert wird und es somit 

zu einer O2-Produktion, unabhängig von der NO-Synthese, kommt (Heinzel et al., 1992). 

Darin sieht man auch die Überlegenheit der neueren NOS-Inhibitoren (L-NNA, L-NAME, 

s.o.) gegenüber L-NMA.

5.9.4 Lokalisation der NOS im Gastrointestinaltrakt 

Der immunhistochemische Nachweis der NOS im Gastrointestinaltrakt erfolgte 

zunächst durch Nachweis der NADPH-Diaphoraseaktivität, die ein Charakteristikum der 

NO-Synthase darstellt (Ignarro et al., 1990). In mehreren Studien konnte die 

Kolokalisation von NADPH-Diaphoraseaktivität und NOS-Expression bestätigt werden 

(Afework et al.; 1992;Mirabella et al., 2000). Die Lokalisation von NOS-Isoformen wurde 

durch die Verfügbarkeit spezifischer Antikörper möglich (Pollock et al.; 1993;Young et al.,

1997). NOS-positive Nervenzellkörper wurden in sämtlichen untersuchten Spezies 

einschliesslich Mensch in regional unterschiedlicher Dichte sowohl in myenterischen als 
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auch im submukösen Plexus identifiziert. In Tabelle 4 sind die wichtigsten Arbeit an 

verschiedenen Spezies aufgeführt. 

Tabelle 4: Immunhistochemisch Lokalisation der NOS im Gastrointestinaltrakt an 
verschiedenen Spezies. 

Ratte Bredt et al.,            1990 

Belai et al.,             1992 

Aimi et al.,             1993 

Forster & Southam,           1993 

Dawson & Dawson,           1996

Maus Grozdanovic et al.,            1992

Meerschweinchen Llewellyn-Smith et al.,       1981 

Costa et al.,            1992 

Nichols et al.,          1992 

Young et al.,           1992 

Hund Ward et al.,            1992 

Schwein Barbiers et al.,          1993 

Krammer & Kuhnel,           1993  

Mensch Springall et al.,          1992 

Faussone-Pellegrini et al., 1994 
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6 Spezielle Diskussion 

Beobachtungen von Takahashi zeigen, dass sowohl die Anzahl NOS-positiver 

Neurone als auch die NOS-Aktivität im myenterischen Plexus im Kolon der Ratte von 

proximal nach distal abnimmt. Auch die durch elektrische Feldstimulation hervorgerufene 

Relaxation nahm von proximal nach distal ab. Diese Befunde könnten ein 

morphologisches und funktionelles Korrelat für die physiologische Rolle des proximalen 

Kolons als ein Organ für Lagerung und Entwässerung der Faeces darstellen (Takahashi & 

Owyang, 1998).

In dieser Studie wurde ferner nachgewiesen, dass die verminderte katalytische 

Aktivität der NOS im distalen Kolon für die geringere funktionelle Relevanz NO-

abhängiger Mechanismen  in dieser Region verantwortlich ist. Die Gesamtzahl 

myenterischer Neurone blieb dabei im gesamten Kolon unverändert, was im Western-Blot 

durch Nachweis der Expression von PGP 9.5 gezeigt wurde. 

Regionale Unterschiede in der Relaxation des Dünndarms der Ratte wurden bereits in 

einer älteren Arbeit beschrieben (Nowak & Harrington, 1987). Auch diese Untersuchungen 

zeigten, dass in der glatten Muskulatur des proximalen Dünndarms signifikant grössere 

Relaxation auftrat als im distalen Dünndarm. Ob dieses Phänomen ein Ergebnis von 

Unterschieden im Aufbau des myenterische Plexus der verglichenen Regionen ist, wurde 

allerdings nicht untersucht und bleibt unklar. 

Cholinerge Neuronen sind im enterischen Nervensystem reichlich vorhanden und 

spielen eine zentrale Rolle beim Vermitteln der Kontraktion. Auch die cholinerge 

Innervation unterscheidet sich zwischen dem proximalen und dem distalen Kolon, was 

bislang am Meerschweinchen nachgewiesen wurde. So wird Acetylcholin signifikant mehr 

im distalen Kolon als im proximal Kolon freigesetzt (Hasler et al., 1990). Überdies sind die 

GM des distalen Kolons empfindlicher auf exogenem Acetylcholin als die des proximalen 

Kolon (Hasler et al., 1990). Dies trägt möglicherweise zusammen mit der reduzierten 

nitrergen Innervation zu der physiologischen Rolle des distalen Kolons bei, den 

dehydrierten Kot mit heftigem peristaltischen Kontraktion anzutreiben (Ritchie, 1968). Im 

Gegensatz dazu ist die Rolle des proximalen Kolon eher, flüssigen Kot zu mischen und 

überzählige Flüssigkeit zu absorbieren. Diese Funktionen benötigen weniger heftige 

Muskelkontraktionen. Die vermehrte nitrerge Innervation und eine erhöhte Empfindlichkeit 
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der GM des proximalen Kolon gegenüber NO kommen diesen funktionellen 

Anforderungen entgegen. 

Über regionale Unterschiede in der Gesamtzahl myenterischer Neurone, im 

Verteilungsmuster myenterischer Ganglien, im Anteil NOS-positiver Neurone oder in der 

inhibitorischen Neurotransmission im Kolon der Maus lagen dagegen bislang keine Daten 

vor. Durch Etablierung einer speziellen Präparationstechnik, die die dreidimensionale 

Beurteilung von strukturell vollständig intakter Darmwand erlaubt, gelang es in dieser 

Arbeit erstmals, eine präzise morphologische und funktionelle Analyse des neuronalen 

Netzwerks des myenterischen Plexus des Dickdarms der Maus zu erstellen. Dabei 

zeigten sich deutliche regionale Unterschiede in der Gesamtzahl myenterischer Neurone 

pro Segment, wobei die höchste Neuronendichte im Bereich des proximalen Kolon, 

gefolgt vom distalen Kolon mit der geringsten Dichte im Zökum nachgewiesen wurde. 

Im Rahmen dieser Untersuchung fiel zudem auf, dass im Bereich des proximalen 

Kolons der Maus zwei hypoganglionäre Regionen existieren, in denen die Strukturen des 

Primärplexus und des Sekundärplexus über eine Fläche von etwa 45 mm2 enorm 

ausgedünnt sind, während die Fasernnetzwerke des Tertiärplexus unverändert blieben. 

Diese Entdeckung  schien besonders interessant, da eine derartige Lücke im 

myenterischen Plexus des Kolon bislang nie beschrieben worden war. Daher wurden 

weitere Mäusespezies mit unterschiedlichem genetischen Hintergrund und auch das 

Kolon von Ratten untersucht. Auch im Kolon dieser Spezies fand sich an identischer 

Stelle das gleiche Phänomen. Diese hypoganglionäre Region ist anatomisch deutlich von 

den bei allen bekannten Modellen der Hirschsprung Erkrankung, wie beispielsweise der 

tödliche gefleckten Maus (Sandgren et al., 1998), beschriebenen aganglionären 

Segmenten zu unterscheiden, bei denen nämlich auch die Strukturen des Teriärplexus 

fehlen. Außerdem sind die aganglionären Segmente bei den Modellen der Hirschsprung-

Erkrankung vor allem im distalen Kolon zu finden und zirkulär angeordnet. 

In Querschnitten fiel auf, dass im Bereich der hypoganglionären Region auch die 

Longitudinalmuskelschicht komplett fehlt. Histochemische Anfärbung von ICCs mit Xgal  

in KitW-lacZ/+ transgenen Mäusen zeigte, dass in dieser hypoganglionären Region. Auch die 

intramuskulären ICCs (IC-IM) fehlen, die normalerweise Bestandteil der LM sind. 

Die funktionelle Bedeutung dieser oligoganglionären Region im proximalen Kolon ist 

unklar, allerdings könnte die unregelmässige Verteilung der LM in diesem Bereich zur 

Ausbildung flacher Aussackungen im proximalen Kolon führen, die eine Art 

Reservoirfunktion einnehmen könnten und auch bei der Pelletierung des Mäusekots von 
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Bedeutung sein könnten. Eine mögliche Erklärung dafür, dass diese doch sehr auffällige 

und konstant in allen untersuchten Tieren ausgebildete „Lücke“ noch nie beschrieben 

worden ist, könnte im benutzten Präparationsverfahren liegen. Bislang war es üblich, die 

Darmwand für mikroskopische Untersuchungen in Stücke zu schneiden. Eine  

Einschränkung dieses Verfahrens ist es folglich, dass anatomische Merkmale an den 

Rändern der Schnitte verloren werden. Eine zirkumferenzerhaltende dreidimensionale 

Präparation, bei der der Darm gefärbt wird, ohne dass anatomische Strukturen zerstört 

werden, sorgt für ein vollständigeres Bild des Darmrohres als flache Häutchen dies 

ermöglichen.

Um eine mögliche funktionelle Rolle dieser hypoganglionären Region zu 

charakterisieren, wurden elektrophysiologische Untersuchungen mittels intrazellulärer 

Ableitung in den benachbarten Regionen dieser oligoganglionären Areale durchgeführt 

und mit anderen Regionen des Kolons verglichen. Dabei zeigte sich beim Vergleich 

unterschiedlicher Regionen mit normal ausgebildetem MP deutliche Unterschiede in 

Grösse und From der IJPs. Im Zökum fehlte die langsame Komponente der IJPs, im 

proximalen Kolon nahm die langsame Komponente von oral nach anal stufenweise ab. 

Die schnelle Komponente erreichte ihr Maximum im distalen Kolon. Die elektrischen 

Antworten waren insgesmat kongruent zu früher im Mäusekolon beschriebenen Antworten 

(Shuttleworth et al., 1997; Ward et al., 1997). Ableitungen von Zirkulärmuskelzellen aus 

dem Bereich der oligoganglionären Region zeigten überraschenderweise trotz des 

weitgehenden Fehlens von Nervenzellen in dieser Region komplett erhaltene IJPs, die 

sich weder in Form noch in Grösse von denen unterschieden, die im Bereich seitlich 

benachbarter Regionen mit normaler Anatomie des MPs abgeleitet wurden. Wurde 

allerdings die oligoganglionäre Region vor der elektrophysiologischen Ableitung durch 

Mikroinzisionen vom umgebenden Gewebe abgetrennt, liessen sich keine IJPs mehr 

registrieren. Dies lässt vermuten, dass durch den im Bereich der oligoganglionären 

Region erhaltenen Tertiärplexus eine suffiziente segmentale inhibitorische Innervation der 

Zirkulärmuskulatur gewährleistet wird, die durch Abtrennung der Nervenfaserns des 

Tertärplexus von den segmentalen Ganglienzellen verloren geht. Der Nachweis einer 

oligoganglionären Region innerhalb des proximalen Kolons der Maus zeigt deutlich, dass 

die seit mehr als einhundert Jahren vertretene Vorstellung, dass die Strukturen des 

myenterischen Plexus gleichförmig wie eine Art Netzstrumpf über das Darmrohr 

ausgebreitet sind und zwar regionenspezifische Unterschiede, jedoch keine relevante 

Heterogenität innerhalb eines Darmsegments aufweist, nicht generell zutrifft. 
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In der zökalen Zirkulärmuskulatur der Maus wurden im Rahmen dieser Arbeit IJPs 

nachgewiesen, die keine NO-abhängige Komponente aufwiesen, obwohl der MP auch im 

Zökum NOS-positive Neurone, wenn auch in vergleisweise geringer Zahl, enthielt. Dieses 

Ergebnis deckt sich nicht mit den Beobachtungen von Young (Young et al., 1996), die 

eine NO-abhängige Relaxation von Zökum beschrieb. Dieser Gegensatz könnte allerdings 

auf unterschiedliche Stimulationstechniken zurückzuführen sein. Auch wenn in unserem 

Modell die Mikroelektrodenableitung von der serosalen Seite des Muskelstreifens 

durchgeführt wurde und somit wie in der Arbeit von Young Longitudinalmuskelzellen 

abgeleitet wurden, fanden wir im Zökum der Maus keine NO-abhängige Komponente der 

IJPs (Takahashi & Owyang, 1998). 

Auch bei Stimulation mit höheren Stimulationsparametern, die denen aus der Studie 

von Young et. al entsprachen, konnten wir keine Hinweise für eine nitrerge Komponente 

finden. Da in der Arbeit von Young et al. zirkuläre Muskulatur untersucht worden war, 

keine genauen Angaben über den Entnahmeort vorliegen und zudem die dort erhobenen 

Befunde nur sehr gering ausgeprägt waren, muß eine funktionelle nitrerge Innervation im 

Zökum angezweifelt werden. Hier stellt sich dann jedoch die Frage, welche andere 

mögliche funktionelle Rolle die vorhandenen NADPH-positiven Neurone übernehmen. 
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7 Zusammenfassung 

Im Rahmen dieser Arbeit haben wir regionale Unterschiede im Netz des enterischen 

Nervensystems im Mäusedickdarm nachgewiesen. Diese anatomischen Unterschiede 

gehen mit funktionellen Unterschieden der inhibitorischen nicht-adrenergen, nicht-

cholinergen Innervation dieser Regionen einher. 

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Rolle des enterischen Nervensystems im 

Rahmen der inhibitorischen Neurotransmission im Kolon der Maus in vitro zu 

determinieren. Zu diesem Zweck wurden elektrophysiologische und histochemische 

Verfahren verwendet, um die elektrophysiologischen Eigenschaften mit der Morphologie 

des myenterischen Plexus und dem Aufbau des Geflechts der Interstitial Cells of Cajal 

(ICC) vergleichen. 

1. Tetrodotoxin, ein Blocker der neuronalen Übertragung, sowie ein Blocker Ca2+-

aktivierter K+-Kanäle (Apamin) und ein NO-Synthase-Blocker (L-NNA) wurden untersucht. 

Hierbei konnte eine zentrale Rolle Ca2+-aktivierter K+-Kanäle bei der Entstehung der 

schnellen Komponente und eine Schlüsselrolle der nitrergen Neurotransmission bei der 

Generierung der langsamen Komponente inhibitorischen Junktionspotentiale (IJPs) 

aufgezeigt werden. Durch TTX wurden sämtliche IJPs vollständig geblockt, was deren 

neuronale Vermittlung nachwies. 

2. Die Stimulation intrinsischer inhibitorischer Nerven löste TTX-sensitive IJPs in 

Zellen der zirkulären Muskelschicht aller untersuchten Präparate aus, die sich in Grösse 

und Form entlang der Längsachse des Kolon veränderten. Im Zökum zeigten sich 

monophasische IJPs von kurzer Dauer, die nur aus einer schnellen Komponente 

bestanden und durch L-NNA nicht beeinflusst wurden. Im oralen, mittleren und aboralen 

Teil des proximalen Kolon und im distalen Kolon erzeugten einzelne elektrische 

Feldstimuli IJPs, die aus einer L-NNA-insensitiven, schnellen Komponente und einer L-

NNA-sensitiven, langsamen Komponente bestanden.

3. Die Ergebnisse histochemischer Untersuchungen zeigten eine Inhomogenität in 

Aufbau des myenterischen Plexus entlang des gesamten Mäusedickdarms. Die neuronale 

Dichte war im proximalen Kolon am größten und nahm in oraler und aboraler Richtung 

nach folgendem Muster ab: proximales Kolon  distales Kolon  Zökum. 

4. Zusätzlich zeigte sich im proximalen Kolon eine bisher nicht beschriebene 

hypoganglionäre Region, die sich bei allen untersuchten Mäusestämmen und bei der 
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Ratte nachweisen ließ und die sich morphologisch und funktionell von den 

Nachbarregionen mit homogen ausgebildeten Nervenplexus unterschied.  

5. Der neuronale Input zur Zirkulärmuskulatur im Bereich der hypoganglionären 

Region zeigte sich als segmental organisiert. Trennung dieser Region von ihrer 

Umgebung führte zum Verlust der neuronal-induzierten Antwort der Muskelzelle.
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