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EINLEITUNG

1 EINLEITUNG

Die Funktion der Atemwege wird durch das autonome Nervensystem gesteuert, das aus dem
sympathischen und dem parasympathischen Nervensystem besteht. Das sympathische
Nervensystem bewirkt iiber das [-adrenerge Rezeptorsystem eine Relaxation der glatten
Atemwegsmuskulatur. Das parasympathische Nervensystem, das den Respirationstrakt iiber den N.
vagus erreicht, fiihrt bei Aktivierung seines muskarin-cholinergen Rezeptorsystems zu einer
Kontraktion der glatten Atemwegsmuskulatur. Es herrscht eine Balance zwischen beiden Systemen,
iiber die die physiologische Atemwegsfunktion aufrecht erhalten wird.

Eine verénderte Regulation durch das autonome Nervensystem und dessen Rezeptorsysteme stellt
bei den obstruktiven Atemwegserkrankungen eine der wichtigsten mechanistischen Ursachen dar.
Zahlreiche Studien zur Funktion der Rezeptorsysteme geben Hinweise darauf, dass beim Asthma
bronchiale des Menschen eine Beeintrichtigung der B-adrenergen Rezeptoren vorliegt (BAI 1992).
Erst kiirzlich konnte eine Abnahme der f-adrenergen Rezeptorsignalwege im Respirationstrakt von
an RAO erkrankten Pferden festgestellt werden (ABRAHAM et al. 2006).

Ob die muskarin-cholinergen Rezeptorsysteme eine wesentliche Rolle bei obstruktiven
Atemwegserkrankungen spielen, ist bisher nicht eindeutig geklédrt. Die Bronchokonstriktion bzw.
der Bronchospasmus ist jedoch beim Asthma bronchiale des Menschen und bei der RAO des
Pferdes durch eine erhohte Aktivitit des parasympathischen Nervensystems gekennzeichnet. Die
Griinde hierfiir beruhen bisher nur auf Vermutungen. Die erhohte Aktivitit kann mit einer
gesteigerten Expression postsynaptischer muskarin-cholinerger Rezeptoren bzw. mit einem Defekt
der prisynaptischen Autorezeptoren verbunden sein. Es ist nicht bekannt, ob die gesteigerte
cholinerge Aktivitit bei der RAO durch eine erhohte Freisetzung von Acetylcholin aus
parasympathischen Nervenendigungen oder durch eine verstirkte Antwort der glatten Muskulatur
auf Acetylcholin hervorgerufen wird. Eine Ursache kénnte auch ein Uberwiegen der muskarin-
cholinergen Funktion infolge des beeintrichtigten f-adrenergen System bei RAO sein. So konnten
neuere Untersuchungen der glatten Atemwegsmuskulatur bei Pferden zumindest eine unverinderte
Expression muskarin-cholinerger Rezeptoren bei der RAO zeigen (ABRAHAM et al. 2007A). Die
Pathogenese und die genauen Mechanismen obstruktiver Atemwegserkrankungen sind aber im
Detail nicht eindeutig untersucht.

Muskarin-cholinerge Rezeptoren gehdren zur Familie der G-Protein gekoppelten Rezeptoren und
tibertragen ihr Signal iiber G-Proteine der Gio-Familie bzw. G-Proteine der G-Familie. Bisher

wurden vier verschiedene Muskarinrezeptor-Subtypen (M;, M,, M;, M, ) pharmakologisch
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charakterisiert. Unklar ist die pharmakologische Funktion eines fiinften Muskarinrezeptor-Subtyps,
der durch Klonierung von cDNA (m5) ermittelt werden konnte. Hinsichtlich der Lokalisation und
Verteilung der verschiedenen muskarin-cholinergen Rezeptorsubtypen gibt es erhebliche
speziesabhingige Unterschiede. In Trachea und Bronchien des equinen Respirationstrakts kommen
nur die Subtypen M, und M; in einem Verhéltnis von 4:1 vor (ABRAHAM et al. 2007B). Im
Lungenparenchym kommen diese beiden Subtypen im etwa gleichen Verhéltnis vor. Auflerdem
wird der M;-Subtyp exprimiert und stellt einen kleineren Teil (24-28%) an der Gesamtmenge dar.
Der M- und der M;-Subtyp koppeln an unterschiedliche G-Proteine und beeinflussen folglich
unterschiedliche Effektorproteine. Der vorwiegend exprimierte M,-Rezeptor koppelt bevorzugt an
Gio-Proteine und senkt durch Inhibition der Adenylatzyklase den intrazelluliren cAMP-Spiegel
(FELDER 1995). Er antagonisiert somit die Funktion des (,-Adrenozeptors, der {iber den Anstieg
des intrazelluldiren cAMP-Spiegels eine Relaxation der glatten Atemwegsmuskulatur bewirkt, und
steigert damit die Kontraktion der glatten Muskulatur (FERNANDES et al. 1992, EGLEN et al.
1994). Der M;-Rezeptor koppelt mit Priaferenz an G-Proteine der Gg;-Familie und stimuliert nach
Rezeptoraktivierung das Enzym Phospholipase C. Nach Bildung der second messenger
Inositoltriphosphat und Diacylglycerin fiihrt dies zu einer direkten Kontraktion der glatten
Atemwegsmuskulatur durch Erhéhung der intrazelluldren Calciumkonzentration (FELDER 1995,
CAULFIELD 1993).

Hinsichtlich dieser Unterschiede ist es schwierig, die physiologischen Rollen der einzelnen
Subtypen in ihrem Zusammenspiel zu definieren. Die Regulierung des Tonus der glatten
Atemwegsmuskulatur und die Regulation der Sekretion der mukdsen Driisen wurden bisher gut
untersucht (BARNES 1993). Wenig bekannt sind jedoch Verdnderungen hinsichtlich der
Lokalisation und Funktion muskarin-cholinergen Rezeptoren bei Atemwegserkrankungen wie
Asthma oder der COB des Pferdes. In asthmatischen Tiermodellen wird eine Dysfunktion von
hauptsdchlich priasynaptischen M,-Rezeptoren, die die Acetylcholin-Freisetzung iiber einen
negativen Feedbackmechanismus kontrollieren, vermutet (TEN BERGE et al. 1995, SANTING et
al. 1995, TEN BERGE 1996). Die vermutete Beteiligung der M,-Rezeptoren beim
Krankheitsgeschehen bezog sich bisher nur auf die Entdeckung und die Quantifizierung der
Rezeptoren auf der Zelloberfliche und nicht auf die Weiterleitung des Signals in das Zellinnere. In
dieser Arbeit sollen Erkenntnisse iiber die molekularen Pathomechanismen bei der Entstehung der
RAO beim Pferd gewonnen werden, die sich auf die Post-Rezeptorebene beziehen. Deshalb ist eine

Zielstellung dieser Arbeit die Etablierung einer pharmakologischen Methode zur Untersuchung der
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M,-Rezeptor-abhédngigen Gi-Protein-Aktivierung, welche als limitierender Faktor der glatten
Atemwegsmuskelfunktion beschrieben wird (ROUX et al. 1998, BILLINGTON u. PENN 2003).
Eine geeignete Methode fiir die Messung der M,-Gi-Protein-Interaktion ist die **S-GTPyS-
Bindungsstudie. Die muskarin-Rezeptor-abhingige M,-Gi-Interaktion wurde bisher im
menschlichen Myokard (BOHM et al. 1994), im Vorhof des Herzens von Schweinen (HILF u.
JAKOBS 1992), im Bulbus olfactorius der Ratte (OLIANAS u. ONALI 1996) und in verschiedenen
Zelllinien (WIELAND et al. 1995) charakterisiert.

Bisher wurde keine derartige Untersuchung im Gewebe des equinen Respirationstrakts
durchgefiihrt. Die *S-GTPyS-Bindungsstudie soll an Membranpréiparationen des Tracheal- und
Bronchialepithels mit der darunter liegenden glatten Muskulatur und des Lungenparenchyms
etabliert werden.

Um weitere Riickschliisse auf die Funktionalitdt der Signalkaskade zu erhalten, ist eine weitere
Zielstellung dieser Arbeit die Uberpriifung der rezeptor-vermittelten Aktivierbarkeit der

Adenylatzyklase (G;) in den oben genannten Geweben.
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2 LITERATURUBERSICHT
2.1 Recurrent Airway Obstruction (RAQO)

Eine der haufigsten Erkrankungen des Pferdes ist die chronisch obstruktive Bronchitis mit einem
Auftreten von iiber 50% (BRACHER et al. 1991, DIXON et al. 1995). Geographisch betrachtet
hduft sich diese Erkrankung vor allem in der nordlichen Hemisphdre (Europa, USA), wo kilteres
Klima und feuchte Sommermonate eine lingere Einstallung und schlechte Heu- und Strohqualitit
bedingen.

Bronchokonstriktion, Husten, vermehrte Schleimsekretion und Hyperreaktivitit sind allgemeine
Symptome der klinischen Manifestation einer obstruktiven Bronchitis des Pferdes und dhnelt damit
dem Asthma bronchiale des Menschen. Diese Symptome korrelieren gut mit dem Schweregrad der
Erkrankung (O'BYRNE 1988, SASSE 1995). Die hierfiir verantwortlichen Mechanismen sind nicht
vollstindig gekldrt, wobei aber die Entziindung der Atemwege und die Verdnderung der autonomen
Funktionen eine wesentliche Rolle zu spielen scheinen. Die bronchiale Hyperreaktivitit deutet
darauf hin, dass sowohl die RAO als auch das Asthma bronchiale allergenen Ursprungs sind. Beim
Pferd stellen die bei Stallhaltung entstehenden Verunreinigungen von Futter und Einstreu die
wichtigsten Allergene dar. Schimmelpilzsporen von Faenia rectivirgula und Aspergillus fumigatus
werden hierbei als wichtige Noxen vermutet (DERKSEN et al. 1988, MCGORUM et al. 1993).
Dariiber hinaus scheinen Faktoren wie vorangegangene Virusinfektionen (THORSEN et al. 1983,
SCHLOCKER et al. 1995), Endotoxine (PIRIE et al. 2001) und unspezifische Stimuli wie z.B.
staubhaltige und ammoniakbelastete Stallluft, das Krankheitsbild zu beglinstigen. Aullerdem liegt
moglicherweise bei Pferden eine genetische Pradisposition vor (MARTI et al. 1991).

Es liegen zahlreiche Erkenntnisse vor, die darauf hinweisen, dass in den Atemwegen komplexe
Interaktionen zwischen entziindlichen Prozessen und dem autonomen Nervensystem mit dessen
Rezeptorsystemen  stattfindet, die letztendlich dazu fithren, dass bei obstruktiven
Atemwegserkrankungen wie der RAO des Pferdes und dem Asthma bronchiale des Menschen eine
iiberméBige Bronchokonstriktion (Bronchospasmus) auftritt. Bei den meisten Sdugetierspezies
einschlieBlich dem Pferd und dem Menschen bewirken Arzneimittel, die B-adrenerge Rezeptoren
stimulieren (FERNANDES et al. 2004, BARNES 1995) und Arzneimittel, die muskarin-cholinerge
Rezeptoren blockieren (CHAPMAN 2001), eine signifikante und teilweise fast maximale
Bronchodilatation. Daraus resultiert, dass den obstruktiven Atemwegserkrankungen eine verianderte

Regulation durch das autonome Nervensystem und dessen Rezeptorsysteme als eine der wichtigsten
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mechanistischen Ursachen der Erkrankungen zugrunde liegt.

Im Respirationstrakt herrscht grundsétzlich eine Balance zwischen dem [-adrenergen
(sympathischen) und dem muskarin-cholinergen (parasympathischen) Rezeptorsystem, wobei durch
die entgegengesetzten Wirkungen beider Rezeptorsysteme die physiologische Atemwegsfunktion
aufrecht erhalten wird. Uber diese autonomen Rezeptorsysteme wird die Bronchialweite durch die
Kontrolle der Dynamik (Relaxation/Kontraktion) der glatten Atemwegsmuskulatur reguliert, so
dass das Gleichgewicht zwischen dem Widerstand der Luftbewegung und dem physiologischen
Totraum optimiert werden kann (CANNING u. UNDEM 1994). Ein funktioneller Defekt dieser
Rezeptorsysteme stellt somit eine wesentliche Ursache der bronchialen Hyperreaktivitdt bei der
RAO des Pferdes, aber auch beim Asthma bronchiale des Menschen dar (INSEL u. WASSERMAN
1990, KNEUSSL et al. 1986, RICHARDSON u. BOUCHARD 1975), der von grofer klinischer
Bedeutung ist und die Moglichkeit einer zielgerichteten therapeutischen Anwendung erdffnet. Nach
wie vor sind jedoch die transregulatorischen Mechanismen beider Rezeptorsysteme, die bei
Atemwegserkrankungen sowohl beim Menschen, als auch beim Pferd zu einer erh6hten Spannung
(Kontraktion) der glatten Atemwegsmuskulatur fithren, und somit eine pathogenetische Rolle bei
der FErkrankung spielen konnen, nicht eindeutig geklart. Eine verstiarkte Aktivitdt des
parasympathischen  (cholinergen) Nervensystems stellt eine reversible Ursache der
Atemwegsobstruktion beim Asthma/RAO dar. Es liegt eine Uberempfindlichkeit der asthmatischen
Atemwege vor, die sich in einer {ibermiBig raschen Bronchokonstriktion, nach Uberreaktion
gegeniiber bronchokonstriktorisch wirkenden Mediatoren (Histamin, Leukotriene, Prostaglandine),
sowie gegeniiber cholinergen Agonisten (Carbachol, Metacholin) oder auch nach Belastung mit
bestimmten Antigenen (siche oben) oder sonstigen Strukturen, duert (EVANS et al. 1997). Diese
Tonuszunahme der glatten Muskulatur der Atemwege und ihre Hyperreaktivitidt kann zum einen
durch eine erhohte und unkontrollierte Freisetzung der Neurotransmitter (z.B. Acetylcholin)
und/oder durch eine erhohte Sensitivitdt der pra-/postsynaptisch lokalisierten muskarin-cholinergen
Rezeptoren (MOLFINO et al. 1993), zum anderen durch eine Hypofunktion der sympatho-
adrenergen Rezeptoren (v.a. f-adrenerge Rezeptoren) (KALINER et al. 1982) verursacht sein. Hier
wire also folgerichtig zu vermuten, dass signifikante Verdnderungen der Funktion und/oder eine
Veranderung der Konzentration aller bei der Erkrankung beteiligten G-Protein-gekoppelten
Rezeptoren (cholinerg/adrenerg) und deren Signaltransduktionswege, in den Atemwegen stattfinden
konnten. Im  Folgenden werden das muskarin-cholinerge  Rezeptorsystem, seine

Signaltransduktions- und Regulationsmechanismen sowie die Lokalisation und Funktion im
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Respirationstrakt beschrieben. AuBerdem wird im Anschluss die Bedeutung des muskarin-
cholinergen Rezeptorsystems fiir die Pathogenese der RAO des Pferdes bzw. des Asthma
bronchiale des Menschen nidher erldutert und eine Versuchsmethode vorgestellt, mit der die

funktionelle Kopplung von muskarin-cholinergen Rezeptoren an G-Proteine untersucht werden

kann.
2.2 Muskarin-cholinerge Rezeptoren
221 Klassifizierung

Generell gehoren zum parasympathischen Teil des autonomen Nervensystems zwei Arten von
Rezeptoren, und zwar nikotin- und muskarin-cholinerge Rezeptoren, die sich in ihrer Struktur und
Funktion unterscheiden.  Nikotin-cholinerge = Rezeptoren gehdéren zur Familie der
Rezeptorkanalproteine. Muskarin-cholinergen Rezeptoren hingegen gehoren zur Familie der G-
Protein gekoppelten Rezeptoren. Der Neurotransmitter Acetylcholin, der aus prasynaptischen
Vesikeln freigesetzt wird, bindet je nach Rezeptortyp entweder an nikotin- oder muskarin-
cholinergen Rezeptoren.

Die Atemwege aller Sadugetierspezies werden parasympathisch (cholinerg) innerviert. Dieses
System besteht aus efferenten und afferenten Nervenfasern (RICHARDSON 1979) und schlief3t
cholinerge Rezeptoren ein (BARNES 1993). Beim Pferd erfolgt die primire exzitatorische
Innervation der Trachea, der Bronchien und Bronchioli iiber das parasympathische Nervensystem,
das die Lunge mit dem Vagusnerv erreicht (BROADSTONE 1991). Seine Aktivierung fiihrt zur
Kontraktion der glatten Muskulatur der Atemwege und somit zur Bronchokonstriktion. Folglich
fungiert im Respirationstrakt das parasympathische/cholinerge Nervensystem mit cholinergen
Rezeptoren als Gegenspieler des sympathischen/adrenergen Nervensystems mit adrenergen
Rezeptoren. Nach bisherigen Erkenntnissen werden alle Effekte des autonomen, parasympathischen
Nervensystems in den Atemwegen liber muskarin-cholinerge Rezeptoren vermittelt.

Waihrend iiber langere Zeit vermutet wurde, dass die muskarin-cholinergen Rezeptoren, die mittels
(selektiver) Aktivierung durch Muskarin bzw. durch Hemmung mit Atropin charakterisiert wurden,
eine homogene Rezeptorpopulation darstellen, bewiesen funktionelle Studien mit Radioliganden die
Existenz mehrerer Subtypen.

Vier verschiedene Muskarinrezeptor-Subtypen (M;, M,, Ms;, M,) wurden pharmakologisch
charakterisiert — M;-Subtypen im Cervikalganglion der Ratte (BROWN et al. 1980) und der V.
saphena des Hundes (WATSON 1995), M,-Subtypen im Herzen von Meerschweinchen (GIRALDO
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et al. 1988) und dem Cortex der Ratte (WAELBROECK et al. 1990), M;-Subtypen im Herzen von
Hunden (SHI et al. 1999, WANG et al. 1999), Ratten und Kaninchen (LIU et al. 2001), M,-
Subtypen im Herzen von Hiihnern, in der Lunge von Kaninchen (LAZARENO et al. 1990). Erst
kiirzlich wurden die Rezeptorsubtypen M;-M4 im Respirationstrakt von Pferden beschrieben
(KOTTKE 2005).

Durch Klonierung von Sdugetier-cDNA  konnten allerdings fiinf muskarin-cholinerge
Rezeptorsubtypen (ml-m5) ermittelt werden, und zwar m;-m, beim Menschen (PERALTA et al.
1987), m; und m, beim Schwein (KUBO et al. 1986A, 1986B) und ms bei der Ratte und beim
Menschen (BONNER et al. 1988).

2.2.2 Mechanismen der Signaliibertragung

Alle Subtypen der muskarin-cholinergen Rezeptoren gehdren zur Familie der G-Protein-
gekoppelten Rezeptoren. Jeder dieser Subtypen besteht aus sieben Transmembrandominen, welche
durch drei extra- und drei intrazellulire Schleifen miteinander verbunden sind. Die extrazellulédre
Schleife endet mit einer NH,-Gruppe (N-Terminus) und die intrazelluldre mit einer COOH-Gruppe
(C-Terminus). Abbildung 1 zeigt ein Modell dieser Rezeptorstruktur. Der Unterschied zwischen
den fiinf bekannten Subtypen liegt in der unterschiedlichen Aminosduresequenz am N- und C-
Terminus und in der unterschiedlichen Lange der Schleife zwischen der intrazelluldren fiinften und
sechsten Transmembrandoméne (BONNER et al. 1988). Der intrazellulire C-Terminus ist die
Phosphorylierungsstelle, der extrazellulire N-Terminus dient als Ligandenbindungsstelle (z.B. fiir
Acetylcholin). Die Bindung des endogenen Transmitters Acetylcholin wird vermutlich durch die
negative Ladung der zwei Aspartat-Reste in der zweiten und dritten Transmembrandoméne
vermittelt (PERALTA et al. 1987, SPALDING et al. 1994). Die Struktur der intrazelluldren
Schleifen bestimmt die G-Protein-Spezifitit des muskarin-cholinergen Rezeptorsubtyps. Die
muskarin-cholinergen Rezeptorsubtypen M, und M, koppeln vorwiegend an G-Proteine der Gyo-
Familie, die Rezeptorsubtypen M;, M; und Ms vorwiegend an G-Proteine der Familie Gg1; (ROUX
et al. 1998, BILLINGTON u. PENN 2003).

Die Bindung endogener oder synthetischer Agonisten an den muskarin-cholinergen Rezeptor fiihrt
zu einer Konformationsidnderung des Rezeptors, welche wiederum die Interaktion des Rezeptors mit
dem G-Protein ermdglicht. Das membrangebundene G-Protein besteht aus einer o- und fy-
Untereinheit. An diesen Komplex ist GDP gebunden, welches nach Stimulation des Rezeptors

durch einen Agonisten gegen GTP ausgetauscht wird. Der Gafy-GDP-Komplex dissoziiert dabei in
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das GPy-Dimer und Ga-GTP, welches das Signal an das entsprechende Effektorprotein weitergibt.
Ga-GTP wird anschlieBend durch eine GTPase zu Ga-GDP dephosphoryliert, was einen
Zusammenschluss mit dem Gpy-Dimer ermdglicht. Der urspriingliche Gapy-GDP-Komplex ist
somit wiederhergestellt und kann erneut mit dem stimulierten Rezeptor in Interaktion treten.
Grundsitzlich gibt es zwei Signaliibertragungswege im muskarin-cholinergen System. Zum einen
die Aktivierung der Phospholipase C (PLC) iiber Ggui-Protein-Kopplung, zum anderen die
Hemmung des Enzyms Adenylatzyklase liber Gio-Protein-Kopplung. Letzterer Weg antagonisiert
die Aktivierung der Adenylatzyklase, die im adrenergen System nach Aktivierung von f-
Adrenozeptoren liber G;-Protein-Kopplung vermittelt wird. Die Adenylatzyklase katalysiert die
Umsetzung von Adenosintriphosphat (ATP) zum zyklischen Adenosinmonophosphat (cAMP).
Demnach hemmen aktivierte M,/M4-Rezeptoren iiber G;-Proteine die cAMP-Bildung. Hierdurch
bleibt die Calciumkonzentration im Zytoplasma der glatten Muskelzelle hoch genug, um fiir eine
Aktin-Myosin-Interaktion (Kontraktion) zur Verfiigung zu stehen. Auflerdem hemmt der Signalweg
iiber Gi-Proteine die Phosphorylierung des Enzyms Myosinkinase, welches hochaffin fiir die
Aktivierung durch Calcium-Calmodulin-Komplexe bleibt, was eine Voraussetzung fiir die
Kontraktion der Muskelzelle ist. Uberdies phosphoryliert die Myosinkinase nach Aktivierung die
Myosin-ATPase, wodurch die Briickenbildung mit Actinfilamenten (Kontraktion) erst ermoglicht
wird. Die Kontraktion der glatten Muskelzelle wird hiernach nur indirekt, ndmlich iiber Hemmung
des G,-Protein-vermittelten Signalwegs, reguliert. Eine Aktivierung von M,/M4-Rezeptoren fiihrt
demnach zu einer Hemmung der iiber B,-Adrenozeptoren vermittelten Relaxation der glatten
Muskulatur und somit zu einer Kontraktion.

Aktivierte M,/Mi/Ms-Rezeptoren aktivieren iiber Ggii-Proteine das membranstindige Enyzm
Phospholipase C (PLC), welches Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP,) in das
membranstindige Diacylglycerol (DAG) und das cytosolische Inositol-1,4,5-triphosphat (IP;)
umwandelt. DAG aktiviert die Proteinkinase C (PKC), die wiederum eine Vielzahl verschiedener
zelluldrer Proteine phosphoryliert — u.a. kontraktile Proteine sowie PB-adrenerge Rezeptoren. IP;
bindet an IP;-Rezeptoren des endoplasmatischen Retikulums, wodurch Ca*-Kanile gedffnet und
Calciumionen in das Zytosol freigegeben werden. AuBlerdem stromen Calciumionen aus dem
Extrazellularraum nach Aktivierung von membranstindigen, spannungsabhéngigen Calciumkanilen
in den Intrazellularraum ein. Die Calciumionen verbinden sich mit Calmodulin zu Calcium-
Calmodulin-Komplexen, die die Myosinkinase aktivieren, was eine Kontraktion der glatten

Muskelzelle zum Ergebnis hat (s. oben). Der G4-Protein-vermittelte Signalweg beeinflusst somit auf
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direktem Weg die Kontraktion der glatten Muskelzelle und steht in Wechselbeziehung (Cross-Talk)
mit der Aktivierung der adrenergen ,-Adrenozeptoren mit Kopplung an G,-Proteine. Abbildung 2
zeigt ein Schema der verschiedenen Signalwege der muskarin-cholinergen Subtypen.

Eine Besonderheit im muskarin-cholinergen System ist das Auftreten von préasynaptischen
Rezeptoren, sogenannter Autorezeptoren, die iiber einen negativen Feedbackmechanismus die
Freisetzung von Acetylcholin aus parasympathischen Nervenenden regulieren. Diese wurden bei
einer Vielzahl von Spezies nachgewiesen (FRYER u. MACLAGAN 1984, BLABER et al. 1985)
und gehdren dem M,-Subtyp an (MINETTE u. BARNES 1988, AAS u. MACLAGAN 1990,
PATEL et al. 1995). Hohe Konzentrationen von Acetylcholin bewirken eine Aktivierung dieser
Autorezeptoren, die die weitere Acetylcholin-Ausschiittung an der prasynaptischen Membran und
somit eine iibermdfige Kontraktion der glatten Atemwegsmuskulatur hemmen. Allerdings wird
vermutet, dass diese Rezeptoren beim Pferd nicht zum M,-Subtyp gehdren, sondern ein neuartiger

Subtyp beteiligt sein konnte (WANG et al. 1995B), was bisher nicht bestatigt wurde.

Extrazellular

Intrazellular

COOH /

Abbildung 1: Struktur des muskarin-cholinergen Rezeptors als GPCR

TMD = Transmembrandoméne
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Abbildung 2: Schema der Signaliibertragung der Rezeptorsysteme

Signaliibertragung des muskarin-cholinergen Rezeptorsystems (M., M;) und die Wechselbeziehung zum (-
adrenergen Rezeptorsystem (f3,). M,-Rezeptoren inhibieren die Adenylatzyklase (AC), f.-Adrenozeptoren
stimulieren die AC. Die Aktivierung von Ms-Rezeptoren fiihrt zu einer Aktivierung der Proteinkinase C (PKC),
die B,-Adrenozeptoren phosphoryliert und damit von Gs-Proteinen entkoppelt (Cross Talk).

2.2.3 Regulationsmechanismen
Unabhingig vom Rezeptorsubtyp wird, wie bei allen G-Protein-gekoppelten Rezeptoren (GPCR),

die Ansprechbarkeit bzw. die Funktion aller fiinf muskarin-cholinergen Rezeptoren durch
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zahlreiche Mechanismen reguliert. Infolge einer Stimulation mit den klassischen Rezeptoragonisten
(z.B. Acetylcholin) oder Hormonen werden diese Rezeptoren durch unterschiedliche
Rezeptorkinasen und Second-Messenger-regulierte Kinasen in ihrer Anzahl oder Funktion herauf-
oder herabreguliert.

In der Regel iibertragen GPCRs ein extrazelluldres Signal in das Zellinnere, indem sie mit
heterotrimeren  G-Proteinen, die wiederum unterschiedliche Effektorproteine aktivieren,
interagieren. Nach einer vorangegangener Stimulation aktivieren GPCR nicht nur G-Protein-
abhingige Effektorsysteme, sondern leiten auch eine Reihe von molekularen Interaktionen ein, die
die ,,Feedback“-Regulation der G-Protein-Kopplung, die Rezeptorendozytose und die G-Protein-
unabhingige Signaliibermittlung, ermoéglichen (FERGUSON 2001, KRUPNICK u. BENOVIC
1998, LUTTRELL u. LEFKOWITZ 2002).

An der Regulation der Dichte und der Signaltransduktion muskarin-cholinerger Rezeptoren sollen
vielfdltige, sowohl homologe als auch heterologe Mechanismen beteiligt sein.
Die Rezeptordesensibilisierung stellt einen wichtigen Regulationsmechanismus dar, der den
Rezeptor vor akuter und chronischer Stimulation schiitzt. Hierbei verringert sich die Wirksamkeit
und die Wirkungsdauer endogener und exogener Agonisten und ist somit ein Indiz fiir die klinisch
bedeutsame Entwicklung einer Toleranz.
Das klassische Modell der GPCR-Desensibilisierung bezieht hauptsédchlich drei Geschehen ein:
I) Entkopplung des Rezeptors vom entsprechenden heterotrimeren G-Protein als Konsequenz
der Rezeptorphosphorylierung;
IT) Internalisierung (Sequestrierung) der plasmamembran-gebundenen/assoziierten Rezeptoren
und
IIT) Down-Regulation des gesamten zelluliren Komplements der Rezeptoren, die aus
verdnderter mRNA-Menge und Proteinsynthese bzw. erhohtem lysosomalen Abbau der
préaexistierenden Rezeptoren resultieren kann.
Die Rezeptorphosphorylierung kann bereits innerhalb von Sekunden oder Minuten nach Stimulation
des Rezeptors mit einem Agonisten auftreten und fiihrt zu einer Entkopplung des Rezeptors vom
entsprechenden G-Protein.
An diesem Prozess sind G-Protein-gekoppelte Rezeptorkinasen (GRKs) beteiligt. Es handelt sich
um zytoplasmatische Enzyme, die nach Rezeptoraktivierung dissoziierte fy-Untereinheiten binden

und somit die Rezeptoren der GPCRs (alle muskarin-cholinergen Subtypen eingeschlossen)

12
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phosphorylieren (RICHARDSON et al. 1993, HAGA et al. 1996, TSUGA et al. 1998). In den
Atemwegen werden 4 Klassen der GRK-Familien exprimiert, nimlich GRK2, GRK3, GRKS5 und
GRK6, wobei bisher nur den GRK2 und GRK3 eine wichtige Rolle zugeordnet werden konnte
(HOSEY et al. 1995). Nach der Rezeptorphosphorylierung werden spezifische Bindungsstellen fiir
hemmende Proteine, so genannte Arrestine, hochaffin, die wiederum durch Bindung an den
phosphorylierten Rezeptor die Signaliibertragung vom Rezeptor auf das G-Protein unterbrechen.
Bisher wurden 4 Arrestin-Familien identifiziert: Visual Arrestin, Cone Arrestin (C-/X-Arrestin), [3-
Arrestin, Arrestin3 (B-Arrestin2). Eine Polypeptidvariante des Arrestin3 stellt arr3S dar, welches
eine Rolle bei der Sequestrierung von M,-Rezeptoren, aber auch bei B,-Adrenozeptoren, spielt
(GUREVICH et al. 1995, FERGUSON 2001). Arrestin scheint nur bei der Sequestrierung von M,-
Rezeptoren von Bedeutung zu sein (GUREVICH et al. 1993), wobei M;-, M;- und M4-Rezeptoren
unabhéngig von Arrestin internalisiert werden konnen (LEE et al. 1998).

Bleibt die Stimulation des Agonisten erhalten, kommt es zur Translokation des entkoppelten
Rezeptoren in das Zellinnere, der so genannten ,,Internalisierung® oder ,,Sequestrierung* (KOENIG
u. EDWARDSON 1997). Gleichzeitig wird die Gen-Transkription gehemmt und somit die
Neusynthese verringert. Die internalisierten Rezeptoren kdnnen, wenn der Agonist zeitnah entfernt
wird, resensibilisiert werden und wieder an der Oberflache erscheinen, oder der Rezeptor wird
degradiert, d.h. in der Zelle abgebaut. Dies kann Stunden bis Tage dauern und wird auch als

,Down-Regulation* bezeichnet (Abb. 3).

Die ,,Up-Regulation stellt den gegensétzlichen Mechanismus dar, wobei die Zelle durch Erhohung
der Rezeptordichte sensibler auf ein Signal reagieren kann. Die Erhdhung der Rezeptorzahl auf der
Zelloberflache resultiert hierbei aus einer Steigerung der Gen-Transkriptionsrate und post-
transkriptionaler Mechanismen (Abb. 3 ).

Nachgewiesen wurde dies experimentell durch die chronische Einwirkung von Antagonisten auf die
Zelle. Insbesondere die chronische Behandlung von Kaninchen mit Atropin fithrte zu einer
Hochregulierung (,,Up-Regulation*) von muskarin-cholinergen Rezeptoren des Subtyps M, und M;
in der glatten Atemwegsmuskulatur (WITT-ENDERBY et al. 1994). Dies ist von klinischer
Bedeutung, weil die chronische Therapie mit inhalierbaren Anticholinergika zu einer
voriibergehenden Uberreaktion der glatten Muskulatur der Bronchien fiihrte, was sich durch eine
Uberempfindlichkeit bzw. eine gesteigerte Kontraktilitit der Atemwegsmuskulatur bemerkbar

machte (NEWCOMB et al. 1985).
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Abbildung 3: Regulationsmechanismen von muskarin-cholinergen Rezeptoren (modifiziert nach BILLINGTON u.
PENN 2003)

224 Lokalisation und Funktion muskarin-cholinerger Rezeptoren im Respirationstrakt
In den Atemwegen von verschiedenen Saugetierspezies wurden mittels verschiedener Techniken
wie Radioligandenbindungsstudien, molekularbiologischen und immunologischen Methoden vier
Subtypen muskarin-cholinerger Rezeptoren nachgewiesen, und zwar M;, M, , M5 und M.
Den physiologischen Funktionen in den Atemwegen konnten vorwiegend die Subtypen M;, M, und
M; zugeordnet werden (BARNES 1993). Der My-Rezeptor wurde bisher nur beim Kaninchen in der
Bronchialmuskulatur und in der Alvolarwand nachgewiesen (LAZARENO et al. 1990). Aufgrund

der Affinitdt verschiedenener selektiver Antagonisten gibt es Vermutungen, dass auch in der
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porcinen Lunge Mg4-Rezeptoren vorkommen (CHELALA et al. 1998), wohingegen in anderen
Versuchen nur die mRNA des M-, M,- und M-, nicht jedoch die des M4-Subtyps, in der Lunge von
Schweinen nachgewiesen werden konnten (HADDAD et al. 1994). Eine Studie von YASUDA et al.
(1993) zeigt dhnliche Ergebnisse in der Lunge von Kaninchen, wo M,- und M;-Rezeptoren die
dominanten Subtypen sind und nur eine kleine Population von M;-Rezeptoren vorkommt. Aufgrund
der Ergebnisse von Radioligandenbindungsstudien mit Membranpréparationen boviner
Trachealmuskulatur wurde das alleinige Vorkommen der Rezeptorsubtypen M, und M;
beschrieben, wobei der letztere die Minderheit der vorhandenen Population darstellte (LUCCHESI
et al. 1990, EGLEN et al. 1996).

Auch in der Trachealmuskulatur des Hundes wurde nur das Vorhandensein von M,- und M;-
Rezeptoren festgestellt (Yang et al. 1991), im Lungenparenchym hingegen nur Ms-Rezeptoren
(EMALA 1995), die die Kontraktion der glatten Muskulatur steuern. Ms-Rezeptoren konnten bisher
im Respirationstrakt nicht identifiziert werden.

Zur Verteilung muskarin-cholinerger Rezeptoren im equinen Respirationstrakt liegen nur wenige
Untersuchungen vor. Zum einen wird der M,-Rezeptor als dominanter Subtyp beschrieben, wobei
aber die Anwesenheit von M;- und My-Rezeptoren nicht ausgeschlossen werden kann (TORNEKE
et al. 2002). Zum anderen zeigten funktionelle Studien an der Trachea des Pferdes, dass die
Kontraktion vor allem durch M;-Rezeptoren vermittelt wird (YU et al. 1992, VAN NIEUWSTADT
et al. 1997). Neueste Ergebnisse von ABRAHAM et al. (2007A) zeigten, dass die absolute
muskarin-cholinerge Rezeptordichte im equinen Respirationstrakt von den groBen Luftwegen
(Trachea) in Richtung kleiner luftfithrender Wege (Lunge) abnimmt und in der Trachea und den
Bronchien nur die Subtypen M, und M; in einem Verhdltnis von 4:1 vorkommen. Im
Lungenparenchym wurden sowohl M- (24-28%), als auch M,- (~ 50%) und M;-Rezeptoren (~
40%) nachgewiesen. M,-Rezeptoren hemmten im equinen Respirationstrakt {iber G;-Proteine das
Adenylatzyklasesystem, wédhrend M;- und M;-Rezeptoren {iber Gq-Proteine das Enzym
Phospholipase C aktivierten.

Zusammenfassend ist festzustellen, dass M,- und M;-Rezeptoren in der glatten
Atemwegsmuskulatur und im Lungenparenchym der meisten Sduger exprimiert werden, wahrend
der M,;-Subtyp nur im Lungenparenchym vorkommt. Unter den vier pharmakologisch
charakterisierten muskarin-cholinergen Rezeptoren (M;-M4) vermitteln zumindest unter
Normalbedingungen primédr die M;-Rezptoren beim Menschen und beim Tier eine Kontraktion der

extra- und intrapulmonalen glatten Muskulatur. Die Bedeutung der M»,-Rezeptorpopulation fiir die
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glatte Muskulatur wird kontrovers diskutiert. Es wird vermutet, dass dieser Rezeptorsubtyp eine
Rolle bei der Feinregulation der Kontraktion der glatten Muskulatur (,,fine-tuning*) spielen konnte.
Obwohl eine grole Population muskarin-cholinerger Rezeptoren in den Atemwegen nachgewiesen
wurde, bedarf es noch weiterer Untersuchungen zur Subtypisierung und der pharmakologischen
Charakterisierung der Interaktion dieser Rezeptoren mit korrespondierenden und Signal-
iibertragenden Proteinen (G-Proteinen), um sie gezielt als therapeutische Angriffspunkte bei

obstruktiven Atemwegserkrankungen nutzen zu konnen.

2.2.5 Bedeutung des muskarin-cholinergen Rezeptorsystems bei der RAO des Pferdes
und beim Asthma bronchiale des Menschen

Das Krankheitsbild des menschlichen Asthma und der RAO des Pferdes sind durch eine erhohte
Aktivitit des parasympathischen/cholinergen Nervensystems gekennzeichnet. Genaue Griinde fiir
den erhohten Parasympathikustonus sind noch nicht bekannt, aber es wird vermutet, dass entweder
eine gesteigerte Expression postysnaptischer muskarin-cholinerger Rezeptoren bzw. ein Defekt der
prasynaptischen Autorezeptoren oder ein Missverhdltnis zwischen adrenergem und muskarin-
cholinergem Nervensystem fiir die gesteigerte Aktivitit des Parasympathikus verantwortlich sein
konnte. Bisher wurde die Rezeptorebene untersucht, um die Ursachen dieser Aktivitdt zu erklaren,
wohingegen es iiber die Rezeptoren-vermittelte Signalkaskade beim Pferd keine Erkenntnisse gibt.

Untersuchungen bei Asthmatiermodellen deuteten darauf hin, dass beim Asthma eine Dysfunktion
der Autorezeptoren und die daraus resultierende gesteigerte Aktivitdt des Parasympathikus eine
bedeutende pathogenetische Rolle spielen konnte. Nach Antigensensibilisierung als auch durch
Infektion mit Parainfluenzaviren, Ozon oder ein Vitamin A-Defizit, konnte eine funktionelle
Storung des negativen Riickkopplungsmechanismus durch prisynaptische M,-Rezeptoren und
dadurch eine erhohte Acetylcholin-vermittelte Kontraktilitdt der Atemwegsmuskulatur beobachtet
werden. Dies wurde beispielsweise bei mit Ovalbumin sensibilisierten Meerschweinchen
beobachtet, wobei es nach Antigenexposition zu einer Infiltration von eosinophilen Granulozyten
und Freisetzung von Major Basic Protein (MBP) gekommen ist (FRYER u. WILLS-KARP 1991,
TEN BERGE et al. 1996, COSTELLO et al. 1997). Gleiches wurde in vitro bei mit der
Hausstaubmilbe sensibilisierten humanen Bronchialringen festgestellt (SONG et al. 1997). MBP ist
ein selektiver Antagonist fliir M,-Rezeptoren und kann dadurch den negativen
Riickkopplungsmechanismus der Acetylcholinfreisetzung blockieren (FRYER u. JACOBY 1993,
JACOBY et al. 1993) und scheint auch der Ausloser fiir die bei Meerschweinchen durch Ozon
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hervorgerufene Hyperreaktivitit der Atemwege zu sein, wo ebenfalls eine Dysfunktion
prasynaptischer M,-Rezeptoren vorzuliegen scheint (SCHULTHEIS et al. 1994, YOST et al. 1999).
Auch ein Verlust der Funktionsfahigkeit der prasynaptischen M,-Rezeptoren wurde bei Ratten und
Meerschweinchen festgestellt, bei denen eine Infektion mit Parainfluenzaviren zur Induktion des
Asthmamodells benutzt wurde (FRYER u. WILLS-KARP 1991, SORKNESS et al. 1994, FRYER
u. JACOBY 1991). Hierbei ist die virale Neuraminidase in der Lage Sialinsdurereste von M,-
Rezeptoren abzuspalten und damit die Affinitdt des M,-Rezeptors fiir Agonisten zu senken (FRYER
et al. 1990). AuBerdem wird durch die Virusinfektion das Immunsystem aktiviert, was zur
Freisetzung von Interferonen aus T-Helferzellen fiihrt. Durch Hemmung der Genexpression wurde
in Zellkulturen von parasympathischen Neuronen der Atemwege eine Interferon-y vermittelte
Degradierung der M,-Rezeptoren beobachtet (JACOBY et al. 1998). Die beobachtete Dysfunktion
von prasynaptischen M,-Rezeptoren aufgrund Vitamin A-Mangels bei Ratten (MCGOWEN et al.
2002) ist unbekannt. Auch die beschriebene Dysfunktion der prasynaptischen M,-Rezeptoren beim
menschlichen Asthma (MINETTE et al. 1989) ist nicht geklart, wobei es nahe liegt, dass beim
allergischen Asthma die gleichen Mechanismen eine Rolle spielen wie im Tiermodell, weil eine
virale Genese im Vordergrund steht, und nachfolgend ein neutrophiles und eosinophiles
Entziindungsgeschehen ausgelost werden kann (FOLKERTS et al. 1998).

Hinsichtlich der Expression und Funktion postsynaptischer muskarin-cholinerger Rezeptoren
wurden im Lungenparenchym von Asthmatikern keine Verdnderungen nachgewiesen (HADDAD et
al. 1996). In den bisher verwendeten asthmatischen Tiermodellen hingegen gibt es zum Teil
widerspriichliche Ergebnisse. Keine Verdnderung postsynaptischer —muskarin-cholinerger
Rezeptoren wurde bei Meerschweinchen, bei denen eine Hyperreaktivitdt der Atemwege in vivo
durch Sensibilisierung mit Ovalbumin und anschliefender Antigenexposition, durch virale
Infektion, ein Vitamin A-Defizit oder durch Ozon ausgelost wurde, festgestellt (HAYASHI et al.
1988, LEE et al. 1994, SCHULTHEIS et al. 1994, MCGOWEN et al. 2002). Im Unterschied dazu
konnte ein Anstieg von Ms-Rezeptoren bei gleich bleibender Anzahl von M;- und M,-Rezeptoren
im Lungenparenchym von Meerschweinchen, die nach Antigenexposition einen Bronchospasmus
zeigten, beobachtet werden (TOHDA et al. 2002). Im Respirationstrakt von Basenji-Greyhounds
wurde eine erhohte Expression von M,-Rezeptoren und eine verstirkte Hemmung der
Adenylatzyklase gefunden, wodurch die in dieser Hunderasse natiirlich vorkommende

Bronchokonstriktion erklidrt werden konnte (EMALA et al. 1995).
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Uber die Funktionsfihigkeit der prisynaptischen M,-Rezeptoren bei der RAO bestehen
unterschiedliche Auffassungen. Zum einen konnte Atropin in ,in vitro“-Studien an der
Atemwegsmuskulatur bei erkrankten Pferden die Acetylcholin-Freisetzung in gleichem Malle
erhohen wie bei gesunden Pferden, was auf eine volle Funktionsfdhigkeit der prdsynaptischen
Autorezeptoren schlieBen lieB (WANG et al. 1995b). Zum anderen konnte eine Dysfunktion der
prasynaptischen M,-Rezeptoren in einer anderen funktionellen Studie beobachtet werden (ZHANG
et al. 1999).

Bei an RAO-erkrankten Pferden sind derartige Verdnderungen bisher noch nicht genauer
beschrieben. In Anbetracht der weitreichenden Entwicklungen der neuro-immunologischen
Forschung, konnte die Frage, ob RAO eine neuronale oder immunologische Erkrankung ist, gelost
werden. Es handelt sich bei diesem Krankheitsbild primdr um eine komplexe, entziindliche
Krankheit, wobei jedoch wichtige Wechselwirkungen der autonomen Rezeptoren (u.a. muskarin-
cholinerge Rezeptoren) mit dem Immunsystem existieren konnten. Es ist jedoch noch unbekannt, ob
die gesteigerte muskarin-cholinerge Aktivitdit bei RAO durch eine erhdhte Freisetzung von
Acetylcholin oder durch eine verstirkte Antwort der glatten Muskulatur auf Acetylcholin via
muskarin-cholinergen Rezeptoren hervorgerufen wird.

Eine erhohte Freisetzung von Acetylcholin konnte durch einen Defekt prasynaptischer muskarin-
cholinerger Rezeptoren und einer damit verbundenen Storung des negativen Feedback-
Mechanismus hervorgerufen werden.

Neuere Untersuchungen (ABRAHAM et al. 2007A) des muskarin-cholinergen Rezeptorsystems bei
der RAO des Pferdes haben gezeigt, dass es keine Unterschiede in der Rezeptordichte und dem
Vorkommen/Auspragung der einzelnen Muskarinrezeptorsubtypen im Vergleich zu gesunden
Pferden gibt (siche Seite 14). Diese Ergebnisse stimmten mit bisherigen Untersuchungen des
Respirationstrakts von gesunden Pferden iiberein. TORNEKE et al. 2002 hatten ebenfalls den M,-
Rezeptor als dominanten Subtyp im equinen Respirationstrakt beschrieben, wobei nicht bekannt ist,
welcher Anteil der M,-Rezeptorpopulation présynaptisch und welcher Anteil postsynaptisch
lokalisiert ist.

Weil bis dato alle Untersuchungen darauf hin deuten, dass bei der RAO des Pferdes keine
Veranderungen auf der Rezeptorebene des muskarin-cholinergen Systems vorliegen, soll in der
vorliegenden Arbeit, die nach Rezeptoraktivierung ausgeldste Signalkaskade des M,-Rezeptors, der
in allen Segmenten der Atemwege vorwiegend (> 50% bis 80%) exprimiert wird, mit den

nachfolgenden Signalkomponenten (G;-Proteine, Adenylatzyklase), untersucht werden.
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2.2.6 Messung der funktionellen Interaktion zwischen M;-Rezeptoren und G;-Proteinen

Die Interaktion zwischen M,-Rezeptoren und Gi-Proteinen wurde bisher in Segmenten des
Respirationstrakts noch nicht untersucht. Die **S-GTPyS-Bindungsstudie stellt eine geeignete
Moglichkeit dar, die Interaktion von hauptsidchlich M,-Rezeptoren, die an Gj-Proteine gekoppelt
sind, in den Luftwegen des Pferdes zu untersuchen und so den Funktionszustand der M,-Rezeptor-
Gi-Protein-Interaktion von gesunden Pferden mit denen an RAO erkrankten zu vergleichen und zu

charakterisieren.

2.2.6.1 Die Guanosin 5°-(y-[**S]thiotriphosphat) — Bindungsstudie

Die **S-GTPyS-Bindungsstudie gibt Aufschluss iiber die Menge der Rezeptor-vermittelten G-
Proteinaktivierung zu Beginn der Signalkaskade und liefert so pharmakologische Daten zur
Funktionalitit der Weitergabe des Signals, welches durch einen Agonisten-besetzten Rezeptor
vermittelt wird. Mittels dieser Methode wurde bereits die muskarin-Rezeptor-abhéngige M,-G-
Interaktion im menschlichen Myokard (BOHM et al. 1994), im Vorhof des Herzens von Schweinen
(HILF u. JAKOBS 1992), im Bulbus olfactorius der Ratte (OLIANAS u. ONALI 1996) und
verschiedenen Zelllinien charakterisiert (WIELAND et al. 1995).

Die Interaktion zwischen G-Protein-gekoppelten Rezeptoren und den G-Proteinen ist die erste Stufe
der Signaliibertragung, um nachfolgend die second-messenger Systeme zu aktivieren. Dieser erste
Schritt kann mit der *>S-GTPyS-Bindungsstudie gemessen werden und ist weitgehend auf die
Messung von Rezeptoren, die mit der Familie der PTX-sensitiven Gj-Proteine interagieren,
beschrankt. Versuche, die Interaktion anderer G-Protein-Familien mit ihren Rezeptoren zu messen,
scheiterten an einem zu schwach messbaren Signal, das sich nicht vom ,,Hintergrundrauschen*
abhebt. Diese Tatsache spiegelt zum einen die relativen Expressionsmengen der verschiedenen G-
Proteine in den Zellmembranen wieder, zum anderen haben G-Proteine der Gi-Familie eine
wesentlich hohere basale Austauschrate von Guanosinnukleotiden als G-Proteine anderer Familien
(MILLIGAN 2003). Die **S-GTPS-Bindung besteht aus dem Austausch von Guanosinnukleotiden
zelluldrer heterotrimerer G-Proteine und anderen Proteinen (z. B. Tubulin), die ebenfalls
Guanosinnukleotide austauschen. Pertussistoxin-sensitive Gi-Proteine werden in den meisten Fallen

in Sdugetierzellen hoher exprimiert und haben eine hohere basale Austauschrate von
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Guanosinnukleotiden. Das bedeutet, dass die maximale Stimulation durch einen Agonisten fiir
einen Gj-Protein-gekoppelten Rezeptor zum Beispiel nur 3 mal hoher als der Basalwert ist und
dieses Signal damit schon deutlich iiber dem Basalwert (‘“Hintergrundgerdusch) liegt und leicht
gemessen werden kann. Im Gegensatz hierzu ist die iber Gs- und G,-Proteine vermittelte maximale

Stimulation, die zum Beispiel 10-fach hoher als der Basalwert liegt, nur undeutlich oder gar nicht

zu messen (Abbildung 4).
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Abbildung 4: G-Protein-abhiingige, messbare Signalstirken der stimulierten **S-
GTPS-Bindung

Die **S-GTPS-Bindung besteht aus dem Austausch von Guanosinnukleotiden
zellulérer heterotrimerer G-Proteine und anderen Proteinen (z. B. Tubulin), die
ebenfalls Guanosinnukleotide austauschen. Pertussistoxin-sensitive Gi-Proteine
werden meistens in Sdugetierzellen hoher exprimiert und haben eine hdhere basale
Austauschrate von Guanosinnukleotiden (griin). Die maximale Stimulation durch
einen Agonisten fiir einen G;-Protein-gekoppelten Rezeptor liegt im Beispiel 3 mal
hoher als der Basalwert. Das Signal liegt deutlich {iber dem Basalwert (grau, =
,.Hintergrundgerdusch*) und kann leicht gemessen werden. Im Gegensatz hierzu ist
selbst ein 10-facher Anstieg der **S-GTPS-Bindung vermittelt iiber G- und G-
Proteine nur undeutlich oder gar nicht zu messen. (modifiziert nach HARRISON,
2003)

Nach Aktivierung des Rezeptors bindet *>S-GTPyS anstelle des endogenen GTP an die Go-
Untereinheit und bildet einen Go;-S-GTPyS-Komplex. Dieser Komplex kann nur sehr schlecht
durch die GTPase hydrolysiert werden — ein Enzym, das in der Regel GTP hydrolysiert (Abb. 5A).
Dadurch wird eine Wiederherstellung des heterotrimeren Gafy-GDP-Komplexes verhindert.
Folglich akkumuliert die an *’S-GTPyS gebundene Go;-Untereinheit und kann gemessen werden
(Abb. 5B). Die Hohe der gemessenen Radioaktivitit gibt Aufschluss liber die Muskarinrezeptor-Gi-

Protein-Interaktion (gleich prozentuale Erhohung der Basalbindung). AuBlerdem ist es moglich
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einen Riickschluss auf die Gi-Protein-Expressionsmenge (absolut gebundene Menge an *°S-GTPyS
in fmol pro mg Protein) im untersuchten Gewebe zu ziehen.

In der praktischen Umsetzung macht man sich die Eigenschaft zu nutze, dass die Go;-Untereinheit
membranstindig lokalisiert ist. Dadurch bindet die Membran mit dem Rezeptor und dem Go,->S-
GTPyS-Komplex an einem Glasfaserfilter, {iber den der Versuchsansatz filtriert wird. Anschlie8end

kann die an die Membran gebundene Menge an **S-GTPyS bestimmt werden.
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A) Prinzip des G-Protein-Zyklus
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Abbildung 5: Prinzip des G-Protein-Zyklus wihrend der **S-GTPyS-
Bindungsstudie

A) Dargestellt ist das Prinzip des G-Protein-Zyklus. Nach Stimulation des
Rezeptors wird GDP der Ga-Einheit des G-Proteins (Gafy-Komplex) gegen
GTP ausgetauscht. Das G-Protein dissoziert in ein fy-Dimer und Go-GTP.
Eine GTPase ist in der Lage den Go-GTP-Komplex in Ga-GDP zu
iiberfithren. Ein Zusammenschluss von Ga-GDP mit dem By-Dimer ist nun
moglich und eine weitere Aktivierung des G-Proteins ist nun durch den
Rezeptor moglich.

B) Anstelle des endogenen GTPs wird der Radioligand **S-GTPyS gegen
GDP der Ga-Einheit ausgetauscht. Der entstandene Ga-**S-GTPyS-Komplex
kann nur sehr schlecht durch die GTPase hydrolysiert werden, was zu einer
Akkumulation des Komplexes fiihrt. Die gemessene Hohe der Radioaktivitét
gibt Aufschluss iiber die akkumulierte Menge der Ga-**S-GTPyS-Komplexe.
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Wichtige, die **S-GTPyS-Bindung beeinflussende Versuchsbedingungen sind die Inkubationszeit
und die Konzentrationen von GDP, Mg”" (in Form von MgCl,) und Na" (in Form von NaCl). Der
Einfluss dieser Faktoren auf die *°’S-GTPyS-Bindungsstudie variiert in unterschiedlichen Spezies
und Geweben, weshalb die Ermittlung der optimalen Konzentrationen im Versuchsansatz fiir das
Gelingen der *’S-GTPyS-Bindungsstudie zwingend erforderlich ist.

Weil GDP, Mg’ und Na' die Rezeptor-G-Protein-Interaktion auf unterschiedliche Art und Weise
beeinflussen, wird nachfolgend auf deren Wirkung und Bedeutung, die *°S-GTPyS-Bindung
betreffend, eingegangen.

Die Zugabe von GDP ist nétig, um eine optimale, durch einen Agonisten stimulierte **S-GTPyS-
Bindung zu messen. Durch Bindung von GDP an den Bindungsstellen aller Ga-Untereinheiten wird
die spontane Aktivierung von G-Protein-Zyklen verhindert (Abb. 5A). Da die Ga-Einheiten aller G-
Proteinfamilien besetzt werden, reduziert sich dadurch im Versuchsansatz die Basalbindung, die die
spontane Kopplung verschiedenster G-Protein-gekoppelter Rezeptoren mit den G-Proteinen
beinhaltet. Folglich kommt es zu einer Senkung des ,Hintergrundgerdusches®, was zu einer
deutlicheren Messung des durch den Muskarin-Rezeptor-Agonisten (nachfolgend nur als ,,Agonist*
bezeichnet) vermittelten Signals fiihrt. Aulerdem wird durch GDP die Geschwindigkeit und das
AusmalB der **S-GTPyS-Bindung durch Konkurrenz mit **S-GTPyS um die Bindungsstelle von Go.
reduziert, weil Go fiir GDP affiner als *’S-GTPyS ist, wenn das G-Protein nicht durch ein
Agonisten-vermitteltes Signal aktiviert wurde. Der Agonist wiederum erh6ht durch Aktivierung des
Rezeptors die Affinitit des G-Proteins fiir **S-GTPyS. Auch deshalb wird das durch den Agonisten
vermittelte Signal besser messbar.

Die optimale GDP-Konzentration ist in jedem System (Spezies, Gewebe) unterschiedlich, weil
verschiedene Konzentrationen und/oder verschiedene Subtypen von heterotrimeren G-Proteinen fiir

eine Interaktion vorliegen.

Die Zugabe von Mg”" ist notig, um eine Agonisten-stimulierte *>S-GTPyS-Bindung zu messen
(SZEKERES u. TRAYNOR; 1997). Es ist nicht vollstindig geklirt, ob Mg*" die Rezeptoren
und/oder die G-Proteine beeinflussen. Fest steht, dass in Anwesenheit von Mg*, die Basalbindung
von ’S-GTPyS, aber auch die Agonisten-stimulierte **S-GTPyS-Bindung erhéht wird, wobei der
Effekt auf die Agonisten-stimulierte *S-GTPyS-Bindung groBer ist. Letzteres fiihrt fiir sich

genommen zu einem besser messbaren Signal, aber auch die Mg**-vermittelte Erhdhung der durch
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GDP reduzierten **S-GTPyS-Bindung wirkt sich positiv auf die Messung aus.

Die Anwesenheit von Na’ hingegen verbessert das relative Verhiltnis von Agonisten-stimulierter
»S-GTPyS-Bindung zur Basalbindung (relative Stimulation) und damit verbessert sich das Signal-
Stor-Verhiltnis, d.h. es verbessert sich das messbare, durch den Agonisten vermittelte Signal im
Verhiltnis zur Basalbindung/Hintergrundgerdusch. Dieser Effekt wird der Bindung der Na' an
einen Aspartat-Rest in der Transmembrandoméne II des G-Protein-gekoppelten Rezeptors
zugeschrieben, was zu einer Priaferenz des entkoppelten Zustandes des G-Protein-Rezeptor-
Komplexes fiihrt, wodurch die basale *’S-GTPyS-Bindung verringert wird (TIAN et al. 1994). In
Kombination mit GDP und Mg*" ist dies eine Voraussetzung, um das durch Agonistenstimulation

vermittelte Signal zu messen.

Mit der Hilfe von N-Ethylmaleimid (NEM) und Pertussistoxin (PTX) konnen noch weitere
Riickschliisse auf die M,-Rezeptor-Gi-Protein-Interaktion gezogen bzw. eine Funktionsanalyse
durchgefiihrt werden. Diese Substanzen verhindern durch Strukturverinderung der Ga-Untereinheit
eine Interaktion des G-Proteinkomplexes mit dem Rezeptor. Hierdurch wird Ga im GDP-
gebundenen Zustand blockiert, was zu einer Inaktivierung des G-Proteins flihrt. Man spricht auch
von der Entkopplung des G-Proteins vom Rezeptor. Angriffspunkt der Strukturverdnderung ist fiir
beide Substanzen hdchstwahrscheinlich gleich, ndmlich ein Cystein-Rest der Ga-Untereinheit, der

durch NEM alkyliert und durch PTX ADP-ribosyliert wird (ASANO u. OGASAWARA 1986).

Die M,-Rezeptor- und die Ms-Rezeptor-vermittelte Signalkaskade beeinflussen auf indirektem und
direktem Weg die Kontraktion der glatten Atemwegsmuskulatur. Krankhafte Veranderungen dieser
Signalwege konnten eine Ursache fiir den bei der RAO des Pferdes vorkommenden
Bronchospasmus sein. Da zur funktionellen Kopplung der muskarin-cholinergen Rezeptoren an G-
Proteine und deren Aktivierung von Effektorproteinen im equinen Respirationstrakt bisher keine
Untersuchungen vorliegen und vorausgehende Untersuchungen gezeigt haben, dass bei der RAO
des Pferdes keine Verdnderungen der muskarin-cholinergen Rezeptorpopulation vorliegt, soll
insbesondere der iiber Gio-Proteine vermittelte Signalweg der im equinen Respirationstrakt
dominant vorkommenden M,-Rezeptorpopulation bei gesunden und an RAO-erkrankten Pferden
untersucht werden. Weiterhin soll die Aktivitit des Effektorproteins Adenylatzyklase nach

Weiterleitung des Signals bestimmt werden.
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3 TIERE, MATERIALIEN UND METHODEN

3.1 Tiere

Das Probenmaterial fiir die vorliegende Arbeit wurde von 19 Schlachtpferden gewonnen. Falls
moglich, wurden anhand der Pferdepdsse nach §24 K Viehverkehrsverordnung die arzneilichen
Anwendungen kontrolliert und das Alter, die Rasse und das Geschlecht dokumentiert. Der
Schlachtgrund und — falls bekannt — ein Vorbericht wurden uns miindlich tberliefert. Die
Rossschlachtereien Vogt (Freiberg) und Wirth (Grimma) haben uns freundlicherweise das
Organmaterial zur Verfiigung gestellt.

Die Schlachtpferde wurden in zwei Versuchsgruppen (Kontrollgruppe — Gruppe A; RAO-Gruppe —
Gruppe B) ceingeteilt und miteinander verglichen (Tabelle 1). Der Vorbericht und die
makroskopische Untersuchung des Respirationstrakts waren Kriterien der Gruppenbildung. Gruppe
A (Kontrollgruppe) bestand aus 11 Pferden im Alter von durchschnittlich 13,7 Jahren, bei denen
weder vorberichtlich Erkrankungen der Atemwege bekannt waren, noch bei makroskopischen
Untersuchungen der Organmaterialien Anzeichen auftraten, die auf eine RAO hinweisen wiirden.
Gruppe B bestand aus acht Pferden mit einem durchschnittlichen Lebensalter von 16,4 Jahren, bei
denen vorberichtlich "Dampfigkeit" diagnostiziert wurde. Die makroskopischen Untersuchungen
der Lungen erkrankter Tiere zeigten eine Zunahme des Lungenvolumens, ausgedehnte Emphyseme,
herdformige Fibrosen oder auch fibrotisch verdnderte Lungenlappen und zum Teil gerdtete
Schleimhéute mit einer zéhen, weillen, schaumigen Fliissigkeit in den Luftwegen von Trachea und
Bronchien. Eine starke Kontraktion der glatten Trachealmuskulatur konnte in einzelnen Féllen

beobachtet werden.
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Tabelle 1: Alter und Geschlecht der Versuchspferde

Tier Nr. Geschlecht Alter (Jahre)
Kontrollgruppe (A)

1 w 10
2 S 16
3 S 8

4 S 27
5 S 10
6 S 14
7 S 18
8 W 10
9 H 2,5
10 S 24
11 S 12
RAO-Gruppe (B)

12 W 12
13 S 22
14 S 15
15 W 12
16 W 12,5
17 W 30
18 W 20
19 w 8
20 H 1

W: Wallach, S: Stute, H: Hengst

3.2 Materialien und Methoden

3.2.1 Gewinnung des Organmaterials

Die Lunge mit der Luftrohre wurde unmittelbar nach Schlachtung der Tiere aus dem Brustkorb
entnommen und innerhalb von zwei Stunden auf Eis in das Institut fiir Pharmakologie, Pharmazie
und Toxikologie der veterindrmedizinischen Fakultét der Universitét Leipzig transportiert.

Gewebestiicke des Lungenparenchyms wurden aus dem rechten und linken Lobus caudalis
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prapariert, die frei von Pleura, sichtbaren Gefdflen und Bronchioli waren. Die tracheobronchialen
Verzweigungen wurden freiprapariert, ein Stiick der Trachea und die Bronchien zweiter und dritter
Ordnung wurden entnommen und im Léngsschnitt eroffnet. Das Epithel mit der darunter liegenden
glatten Muskulatur wurde mit Pinzette und Skalpell von den Knorpelringen der Bronchien
beziehungsweise von den Knorpelspangen der Trachea getrennt.

Jeweils ca. 1-2 g der gewonnenen Gewebestiicke wurden in Eppendorfgefdfle (2 ml) iiberfiihrt, in

fliissigem Stickstoff schockgefroren und bis zur weiteren Verwendung bei -80°C aufbewahrt.

3.2.2 Membranpraparation fiir Western Blot und Adenylatzyklase

Fiir die Préparation der Membranen und die nachfolgenden Versuche wurden folgende Puffer-

Losungen verwendet:

1) TRIS-EDTA-Puffer (TE-Puffer), pH 7,4
25 mmol/l TRIS-HCI
5 mmol/l EDTA
5 mmol/l EGTA

2) Inkubationspuffer, pH 7,4
25 mmol/l TRIS-Maleat
7,5 mmol/l EGTA

3) T.E.N.-Puffer, pH 7,4
20 mmol/l TRIS-Base
1 mmol/l EDTA-Na,
25 mmol/l NaCl

Fiir die Bestimmung der Aktivitit der Adenylatzyklase und die Durchfiihrung des Western Blots
wurden Plasmamembranen aus eingefrorenem Gewebe der jeweiligen Lokalisationen isoliert. Die
bei -80°C aufbewahrte Gewebestiicke wurden zunéchst in 15 ml TE-Puffer (Nr. 1) (Western Blots)

bzw. Inkubationspuffer (Nr. 2) (AC) aufgenommen und auf Eis ca. eine Stunde aufgetaut. Dann
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erfolgte die grobe Zerkleinerung mit einer Schere und anschlieBend die Homogenisierung auf Eis
mit einem Ultra-Turrax bei 1500 RPM fiir zweimal 30 Sekunden mit einer Pause von einer Minute.
Das Homogenat wurde anschlieBend bei 500 x g und 4°C 10 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand
wurde durch vierlagige chirurgische Gaze filtriert und das Sediment wurde verworfen. Im nichsten
Schritt erfolgte die Trennung der Membranfraktion von den restlichen Zellbestandteilen mittels
Zentrifugation bei 18000 RPM und 4°C fiir 30 Minuten. Danach wurde der Uberstand verworfen,
das Pellet in 15 ml TE-Puffer (Nr. 1) (Western Blot) bzw. Inkubationspuffer (Nr. 2) (AC)
resuspendiert und erneut bei 18000 RPM und 4°C fiir 30 Minuten "gewaschen". Zum Abschluss
wurde das Pellet in 200 pl — 500 ul TE-Puffer (Nr. 1) (Western Blot) bzw. 500 ul — 1 ml T.E.N.-
Puffer (Nr. 3) (AC) aufgenommen und der Proteingehalt bestimmt. Nach der Bestimmung des
Proteingehalts nach LOWRY (1951) wurde die Membransuspension in Eppendorfgefiaf3e aufgeteilt,
in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C aufbewahrt.

3.23 Membranpriparation fiir die **S-GTPyS Radioligandenbindungsstudie

Puffer-Losung:

Inkubationspuffer, pH 7,4
1 mmol/l EGTA
50 mmol/l TRIS-HCI
10 mmol/l MgCl,
200 mmol/l NaCl
0,2 mmol/l DTT (tiglich frisch hinzugeben)

Die Gewebestiicke aus den jeweils drei zu untersuchenden Segmenten des Respirationstrakts
wurden in 15 ml Inkubationspuffer auf Eis ca. eine Stunde aufgetaut. AnschlieBend erfolgte, wie in
Kapitel 3.2.2 beschrieben, die Zerkleinerung/Homogenisierung und Zentrifugation. Nachdem der
Uberstand durch vierlagige chirurgische Gaze filtriert wurde, wurde das Filtrat bei 40000 x g, 4°C
fiir 30 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet in 2 ml
Inkubationspuffer resuspendiert und mit einer Injektionsnadel (18 G) homogenisiert. Die Trennung
und die Gewinnung der gewiinschten Membranfraktion wurde iiber eine Zentrifugation {iber einen

Saccharose-Dichte-Gradienten erhalten. Hierzu wurde ein diskontinuierlicher Saccharose-
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Dichtegradient erstellt, der aus Lagen von jeweils 4 ml einer 5%-, 20%-, 25%- und 30%igen
Saccharoselosung bestand. Das Homogenat (2 ml) wurde vorsichtig auf die oberste Schicht des
Gradienten pipettiert und mit einem Ausschwenkrotor bei 70000 x g, 4°C fiir eine Stunde
zentrifugiert. Danach wurden die Schichten 5% und 20% entnommen und miteinander vermengt
und fiir weitere 60 Minuten bei 40000 x g zentrifugiert, um die Saccharose zu entfernen. Das
endgiiltige Pellet wurde in 3 ml Inkubationspuffer resuspendiert und homogenisiert. Kleinere
Mengen (50 pl — 1 ml) wurden in Eppendorfgefile portioniert, in fliissigem Stickstoff
schockgefroren und bei -80°C aufbewahrt, nachdem die Proteinbestimmung nach LOWRY (1951)
erfolgte.

3.24 Proteinbestimmung

Puffer-Losungen:

Lowry-Losung A
188,7 mmol/l Na,COs
100 mmol/l NaOH
5,67 mmol/l Kalium-Natriumtartrat-Tetrahydrat
3,47 mmol/l Natriumdodecylsulfat

Lowry-Losung B
1,6 mmol/l CuSO, + 5 H,O

Lowry-Losung C
Lowry-Losung A/Lowry-Losung B (100:1 v/v)

Die Proteinkonzentration der Membransuspension wurde wie in Kapitel 3.2.2 und 3.2.3 beschrieben
nach der Methode von LOWRY (1951) bestimmt. Die Eichkurve der Standardproben wurde mit
bovinem Serumalbumin (0,5 mg/ml, 1,0 mg/ml, 1,5 mg/ml und 2,0 mg/ml) erstellt. 25 pl
Gewebeprobe bzw. Standardprobe wurden mit 750 pl der Lowry-Losung C in 1,5 ml
Eppendorfgefdlen vermischt und 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wurden

die Proben mit 37,5 pl des Folin-Ciocalteu-Phenolreagens versetzt und sofort am Vortex geriittelt.
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Nach einer weiteren Inkubation von 40 Minuten wurden die Proben in Quarzglaskiivetten bei 660
nm Wellenldnge spektralphotometrisch gegen den Leerwert gemessen und der Proteingehalt mit
Hilfe der Eichkurve in mg/ml berechnet. Fiir die Ermittlung des Leerwerts wurden 25 pul
Kaliumphosphat-Puffer anstelle der Probe verwendet. Der Proteingehalt der Membransuspensionen

wurde mittels Doppelbestimmung ermittelt.

3.2.5 Untersuchungen zur Bestimmung der funktionellen M,-G;-Protein-Interaktion

3.2.5.1 Guanosin 5°-(y-[**S]thiotriphosphat)-Bindungsstudien

1) Inkubationspuffer, pH 7,4
1 mmol/l EGTA
50 mmol/l TRIS-HCl
10 mmol/l MgCl,
200 mmol/l NaCl
0,2 mmol/l DTT (téglich frisch hinzugeben)

2) Waschpuffer, pH 7,4
1 mmol/l EGTA
50 mmol/l TRIS-HCI

Versuchsablauf

Ein Versuchsansatz der **S-GTPyS-Bindung hat ein Gesamtvolumen von 500 pl. Nachfolgend sind

die Substanzen und deren Endkonzentrationen aufgelistet:

—  Puffer (1 mmol/l EGTA, 10 mmol/l MgCl,, 100 mmol/l NaCl, 50 mmol/l TRIS-HCI und 0,2
mmol/l DTT)

— 10 umol/l GDP

~ 0,5 nmol/l **S-GTPyS

Es wurden pro Ansatz die Gesamtbindung (TB = Gesamtbindung (engl. total); umfasst spezifische

und unspezifische Bindung), die unspezifische Bindung (UB) und die Bindung unter Einfluss

verschiedener Substanzen in Doppelbestimmung ermittelt.
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Mit jedem Versuchsansatz wurde die Gesamtbindung (TB) bestimmt. Hierbei enthielt der
Versuchsansatz Puffer, Membransuspension, *>S-GTPyS und GDP. Die zu testende Substanz der
Verdiinnungsreihe wurde nicht hinzugefiigt (siche unten Pipettierschemata).

Die unspezifische Bindung wurde parallel in Gegenwart von 10 umol/l unmarkiertem GTPyS
gemessen. Diese Hemmkonzentration wurde vorher in separaten Versuchen ermittelt. Der Ansatz
hierfiir enthielt grundsitzlich 100 pl **S-GTPyS, 100 pul Membransuspension, 100 ul GDP, 100 pl
Puffer und 100 pl der entsprechenden Konzentration von GTPyS (siehe unten).

Die unspezifische Bindung wurde von jedem Messwert abgezogen. Damit erhélt man die Werte fiir
die spezifische Bindung. Die Differenz aus der Gesamtbindung und der unspezifischen Bindung
wird als Basalbindung oder unstimulierte Bindung bezeichnet. Die Messwerte der
Konzentrationsreihe abziiglich der unspezifischen Bindung werden in Versuchen, in denen
Muskarin-Rezeptor-Agonisten (MR-Agonisten) in einer Konzentrationsreihe eingesetzt wurden, als
nstimulierte Bindung® bezeichnet. Die Differenz aus unstimulierter und stimulierter Bindung
entspricht der relativen Stimulation und wird in Prozent dargestellt. Sie stellt die prozentuale
Erhéhung der Agonisten-stimulierten *>S-GTPyS-Bindung im Vergleich zur Basalbindung von **S-
GTPyS dar. Die relative Stimulation wird zur Festlegung der optimalen Konzentration von Na" und
GDP benotigt. AuBBerdem konnen iiber die Hohe der relativen Stimulation in den Versuchen mit
Beteiligung der MR-Agonisten Riickschliisse auf die funktionelle M,-G;-Protein-Interaktion

gezogen werden. Je hoher der Wert ist, desto funktionell aktiver war die M,-G;-Protein-Interaktion.

Die Reaktion wurde mit Zugabe der Membransuspension, die auf 10 pg Protein eingestellt wurde,
gestartet. Nach einer Inkubationszeit von 120 Minuten bei 30°C wurde der Reaktionsansatz auf Eis
tiberfiihrt und die Reaktion mit eiskaltem Waschpuffer (6 ml) gestoppt. Der Reaktionsansatz wurde
mit dem Filtrationsautomaten (Brandl, Cell Harvester) liber eine Glasfasermembran filtriert, um das
membrangebundene *S-GTPyS von dem ungebundenen zu trennen. Der Wasch- und
Filtrationsvorgang wurde ein zweites Mal durchgefiihrt. Hiernach wurden die entsprechenden
Bereiche der Filterblitter (membrangebundendes *>S-GTPyS) in vorbereitete Mini-Vials gestanzt
und tiber Nacht in einem Trockenschrank bei 37°C getrocknet. In jedes Vial wurden am néchsten
Tag 3 ml Szintillationsfliissigkeit (Rotiszint Eco) hinzu gegeben. AnschlieBend wurden die Proben
10 min geschiittelt. Die Messung der Radioaktivitét erfolgte mit einem Wallac Beta-Counter mit
einer Effizienz von 94% und wurde als "counts per minute" (CPM) angegeben.

Dieser Ablauf wurde grundsitzlich eingehalten und je nach Zielstellung der **S-GTPyS-
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Bindungsstudie wurden die Versuchsanséitze leicht modifiziert.

3.2.5.1.1 GTPyS-abhingige *S-GTPyS-Bindung

Mit diesem Versuch wurde die GTPyS-Konzentration ermittelt, die eingesetzt wurde, um den Anteil
der unspezifischen **S-GTPyS-Bindung zu messen.

Hierbei wurde die *S-GTPyS-Bindung mit zunehmenden Konzentrationen von GTPyS (10
Konzentrationen zwischen 10° und 10" mol/l) gehemmt. Die fiir die Bestimmung der
unspezifischen Bindung erforderliche GTPyS-Konzentration wurde aus der Konzentrations-
Hemmungskurve der **S-GTPyS-Bindung ermittelt. Die Grundlagen fiir diese Berechnung sind in

Abschnitt 2.2.5.1 beschrieben.

3.2.5.1.2 Mg*- und Na*-abhiingige *S-GTPyS-Bindung

Da die Stimulierbarkeit der **S-GTPyS-Bindung sehr stark von der Mg”*- bzw. Na'-Konzentration
abhingig ist, sollte zunidchst die optimale Konzentration dieser Ionen fiir die weiteren
Versuchsansitze ermittelt werden.

Mit zunehmenden Konzentrationen von Mg*'- bzw. Na* (500 mmol/l, 200 mmol/l, 10" mol/1 bis 10"
¥ mol/l) wurde die *’S-GTPyS-Bindung in Ab- (Basalbindung) und Anwesenheit von 1 mmol/l
Oxotremorin M (muskarin-cholinerger Agonist) in allen drei Geweben des Respirationstrakts
gemessen. Der jeweilige Inkubationspuffer enthielt keine Ionen der zu iiberpriifenden lonenart

(Mg®* bzw. Na"). Der allgemeine Versuchsablauf ist in Kapitel 3.2.5.1 beschrieben und das

Pipettierschema ist aus Tabelle 2 zu entnehmen.
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Tabelle 2: Pipettierschema der Versuchsansitze der **S-GTPyS-Bindungsstudien; MgCl,/NaCl

Puffer NaCl/MgCl, Agonist: GTPyS Membran- »S-GTPyS GDP
aus Verdiinnungsreihe Oxotremorin M suspension
(1 mmol/T)

TB Basal 200 pl 100 pl 100 pl 100 pul
UB Basal 100 pl 100 pl 100 pl 100 pl 100 pl
Versuchsreihe 100 pl 100 ul 100 ul 100 ul 100 pl
Basal

TB Agonist 100 pl 100 pl 100 pl 100 pl 100 pl
UB Agonist 100 pl 100 pl 100 pl 100 pl 100 pl
Versuchsreihe 100 pl 100 pl 100 pl 100 pl 100 pl
Agonist

TB = Gesamtbindung, UB= unspezifische Bindung

3.2.5.1.3 Guanosindiphosphat-abhingige **S-GTPyS-Bindung

Neben der Bestimmung der optimalen Konzentrationen von Mg** und Na“ im Versuchsansatz war

auch wichtig, die optimale Konzentration von Guanosindiphosphat (GDP) zu ermitteln. Durch die

Zugabe einer optimalen Menge an GDP wird das durch einen Agonisten vermittelte Signal der *°S-
GTPyS-Bindung besser messbar (siche Kapitel 2.2.6).

GDP wurde jeweils in den Konzentrationen 10° M bis 10" M den Ansiitzen zugegeben. Die
Basalbindung der *’S-GTPyS-Bindung (Abwesenheit von Oxotremorin M) wurde mit der

stimulierten *°S-GTPyS-Bindung (1 mmol/l Oxotremorin M) verglichen. Der allgemeine

Versuchsablauf ist in Kapitel 3.2.5.1 beschrieben und das Pipettierschema ist aus Tabelle 3 zu

entnehmen.
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Tabelle 3: Pipettierschema der Versuchsansitze der **S-GTPyS-Bindungsstudien; GDP

Puffer GDP Agonist: GTPyS Membran- *S-GTPyS
aus Verdiinnungsreihe Oxotremorin M suspension
(1 mmol/l)

TB Basal 300 pl 100 pl 100 pl
UB Basal 200 pl 100 pl 100 pl 100 pl
Versuchsreihe 200 pl 100 ul 100 pul 100 pl
Basal

TB Agonist 200 pl 100 pl 100 pl 100 pl
UB Agonist 100 pl 100 pl 100 pl 100 pl 100 pl
Versuchsreihe 100 pl 100 pl 100 pl 100 pl 100 pl
Agonist

TB = Gesamtbindung, UB= unspezifische Bindung

3.2.5.1.4 Zeitabhiingige **S-GTPyS-Bindung

Ein weiterer wichtiger Faktor zur Optimierung der **S-GTPyS-Bindungsstudie ist die Festlegung
der optimalen Inkubationszeit. Diese sollte so gewihlt werden, dass ausreichend *’S-GTPyS in die
Ga-Untereinheit eingebaut wird, damit ein deutlicher Unterschied zwischen Basalbindung und
stimulierter *S-GTPyS-Bindung messbar ist.

Um die moglichst groBte Differenz zwischen Basalbindung und der Agonisten-stimulierter *°S-
GTPyS-Bindung in allen Versuchen zu messen, wurde der Einfluss der Inkubationszeit in An- und
Abwesenheit von 1 mmol/l Carbachol (Agonist) auf die *’S-GTPyS-Bindung ermittelt.

Der Ansatz zur Messung der Basalbindung enthielt 100 pl **S-GTPyS, 100 pl Membransuspension
und 300 pl Inkubationspuffer. In Anwesenheit von 100 pl Carbachol (I mmol/l) wurden dem
Ansatz 100 pl *S-GTPyS, 100 pl Membransuspension und 200 ul Inkubationspuffer hinzugefiigt.
Die Reaktion wurde mit Zugabe der Membransuspension gestartet und nach jeweils 15 min, 30 min,
60 min, 90 min, 120 min, 150 min und 180 min gestoppt. Die weitere Aufarbeitung der Proben
erfolgte wie in Abschnitt 3.2.5.1 beschrieben.

In weiteren Versuchen wurde auBerdem die zeitabhéingige Akkumulation von *S-GTPyS in

Anwesenheit des Agonisten Oxotremorin M (1 mmol/l) ermittelt.
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3.2.5.1.5 Ermittlung der Agonisten-abhingigen Stimulation der **S-GTPyS-Bindung

Um die funktionelle Kopplung der M,-Rezeptoren mit G-Proteinen (insbesondere G;) im
Respirationstrakt des Pferdes zu iiberpriifen, wurden die muskarin-cholinergen Rezeptoren mit
verschiedenen Agonisten stimuliert und die daraus resultierende *>S-GTPyS-Bindung gemessen.

Der Einfluss der nicht-selektiven Agonisten Carbachol, Acetylcholin und Oxotremorin M auf die
»S-GTPyS-Bindung wurde mit jeweils acht Konzentrationen (107 bis 10® mol/l) im jeweiligen
Versuchsansatz untersucht. Parallel wurde Atropin (muskarin-cholinerger Rezeptorantagonist) in
einer Konzentration von 10 umol/l eingesetzt, um zu priifen, ob die konzentrationsabhéngige, durch
Agonisten-vermittelte ~ Stimulation der  *>S-GTPyS-Bindung, = Muskarinrezeptor-vermittelt
(insbesondere M,) sein kann. Der allgemeine Versuchsablauf der Radioligandenbindungsstudie ist

in Kapitel 3.2.5.1 beschrieben und das Pipettierschema ist aus Tabelle 4 zu entnehmen..

Tabelle 4: Pipettierschema der Versuchsansitze der **S-GTPyS-Bindungsstudien; Agonisten

Puffer Agonist Antagonist: GTPyS Membran- *S-GTPyS GDP
aus Verdiinnungsreihe Atropin suspension
(10 pmol/1)

TB Basal 200 pl 100 pl 100 pl 100 pl
UB Basal 100 pl 100 pl 100 pl 100 pl 100 pl
Versuchsreihe 100 pl 100 ul 100 pl 100 pl 100 pl
Basal

TB Antagonist 100 pl 100 pl 100 pl 100 pl 100 pl
UB Antagonist 100 pl 100 pl 100 pl 100 pl 100 pl
Versuchsreihe 100 pl 100 pl 100 pl 100 pl 100 pl
Antagonist

TB = Gesamtbindung, UB= unspezifische Bindung

3.2.5.1.6 Einfluss von N-Ethylmaleimid und Pertussistoxin auf die **S-GTPyS-Bindung
N-Ethylmaleimid (NEM) und Pertussistoxin (PTX) sind Substanzen, die vorzugsweise G;-Proteine
von deren Rezeptoren entkoppeln (Kapitel 2.2.6). Aufgrund dieser Eigenschaft ist es mdglich, nach
Stimulation des Rezeptors mit einem Agonisten, Erkenntnisse {iber die M,-G;-Protein-Interaktion
im Respirationstrakt des Pferdes zu erhalten.

Der Versuchsansatz gleicht grundsdtzlich dem aus Kapitel 3.2.5.1.5, auBler dass kein Antagonist
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(Atropin) verwendet wurde.
Der Agonist Oxotremorin M wurde je Versuchsansatz in verschiedenen Konzentrationen (10~ bis
10°®* mol/l) verwendet, um durch Stimulation der muskarin-cholinergen Rezeptoren (insbesondere

M,) die iiber G;-Proteine vermittelte **S-GTPyS-Bindung zu stimulieren.

Versuchsansatz mit NEM:

Die Membransuspension wurde eine Stunde bei Raumtemperatur mit 100 pumol/l NEM
vorinkubiert. Ein zweiter Versuchsansatz (Kontrolle) wurde ohne NEM gleichermalBBen behandelt.
Danach wurde — wie in Kapitel 3.2.5.1 beschrieben — die **S-GTPyS-Bindung mit Zugabe von

jeweils 100 ul Membransuspension je Ansatzrohrchen gestartet.

Versuchsansatz mit PTX:

PTX wurde in Gegenwart von 25 mmol/l DTT bei 30°C fiir 30 Minuten im Wasserbad aktiviert.

AnschlieBend wurde die Membransuspension ohne (Kontrollansatz) bzw. mit 1 pg/ml des
aktivierten PTX bei 30°C fiir 60 Minuten im Wasserbad vorinkubiert. Bei der Untersuchung der
Adenylatzyklase-Aktivitdt wurde in Versuchen mit Oxotremorin M eine PTX-Konzentration von 2

ug/ml benutzt. Der weitere Versuchsablauf wurde wie in Kapitel 3.2.5.1 beschrieben durchgefiihrt.

3.2.5.2 M;-Gi-Protein-vermittelte Hemmung der Adenylatzyklase-Aktivitiit

Das membrangebundene Enzym Adenylatzyklase (AC) katalysiert die Umsetzung von
Adenosintriphosphat (ATP) zum zyklischen Adenosinmonophosphat (cAMP) und unterliegt der
Kontrolle stimulatorischer und inhibitorischer G-Proteine (G, und G;; siche Kapitel 2.2.2).

Nach der Methode von SALOMON et al. (1974) mit einigen Modifikationen (ABRAHAM et al.
2003) erfolgte durch den Umsatz von [o]-[**P]-ATP in das [*’P]-cAMP die Messung der Aktivitit
der AC-Aktivitdt in den Membranfraktionen des equinen Tracheal- und Bronchialepithels und der
darunter liegenden glatten Muskulatur und des Lungenparenchyms.

Es wurde gepriift, inwieweit die Aktivierbarkeit der AC, die unmittelbar mit Forskolin (aktiviert die
katalytische Untereinheit der AC) ausgelost wird, durch den Muskarin-Rezeptor-Agonisten
Oxotremorin M gehemmt wird. Dariiber hinaus wurden Membransuspensionen — wie in Kapitel

3.2.5.1.6 beschrieben — mit NEM bzw. PTX vorbehandelt.
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Folgende Versuche wurden durchgefiihrt:

- Bestimmung der stimulierenden Forskolin-Konzentration

- Hemmung der Forskolin-induzierten Stimulation mit Oxotremorin M

- FEinfluss von NEM (50 pmol/l, 100 pumol/l) auf die Forskolin-induzierte Stimulation
- funktionelle Studie mit Forskolin, Oxotremorin M und PTX

Da aufgrund der Membranpriparation dem Enzym das zytoplasmatische Umfeld fehlt, wird ein
Phosphatgruppeniibertrdger bzw. -finger benétigt. Hierzu wurde dem Reaktionsansatz
Creatinphosphat und Creatinphosphokinase in Form eines ,,Reaktionsgemisches® (RG) beigefiigt.
Dieses enthielt pro 100 pl Reaktionsansatz 40 mmol/l HEPES, 5 mmol/l MgCl,, 1 mmol/l EDTA-
Nas, 0,5 mmol/l ATP, 0,1 mmol/l cAMP, 5 mmol/l Creatinphosphat und 50 LE./ml
Creatinphosphokinase. Um die Hemmung der cAMP-Bildung durch hydrolysiertes ATP in Form
von Adenosin auszuschlieBen, wurden 20 I.LE. Adenosindeaminase pro Ansatz hinzugefiigt. Der
entsprechende Reaktionsansatz wurde in der Regel jeweils 10 min mit der entsprechenden Substanz
bei 37°C im Wasserbad vorinkubiert und anschlieBend nach Zugabe von 1000000 CPM [a]-[**P]-
ATP nochmal bei 37°C fiir 10 min im Wasserbad inkubiert. Durch Zugabe von 100 pl Stopplésung
(inklusive 100 ul *H-cAMP, 8500 CPM) und 800 pl destilliertem Wasser wurde die Reaktion
gestoppt. Danach erfolgte die Trennung von [’P]-cAMP von [**P]-ATP in zwei Schritten iiber
Saulenchromatographie: Fixierung von anionischen Verbindungen auf Anionenaustauschersdulen
(Dowex) und Elution von cAMP vom neutralen Austauscher (Alumina). Der Reaktionsansatz
wurde zundchst auf die Dowex-Sdulen gegeben und nach Versickern der Reaktionsfliissigkeit
wurde zweimal mit 1 ml destilliertem Wasser gewaschen. Danach wurden die Dowex-Sdulen auf
die Alumina-Séulen gestellt und 4 ml destilliertes Wasser wurde auf die Dowex-Séulen gegeben.
Durch einen letzten Waschvorgang mit 0,1 molarer Imidazollésung wurde das gebildete [*P]-
cAMP aus den Alumina-Séulen geldst und in Messgefdaflen aufgefangen. Nach Zugabe von 15 ml
Szintillationsfliissigkeit Rotiszint Eco plus wurden die Proben im Beta-Counter (Wallac 1409)
gemessen.

Das trittummarkierte cAMP der Stopplosung dient der Bestimmung der Wiederfindungsrate nach
der Sdulenchromatographie. Die Messwerte (in CPM) wurden nach Abzug des Leerwerts (Tab. 5)
und unter Einbeziehung der Wiederfindungsrate in pmol/mg Protein/min umgerechnet und
dargestellt. Die Bestimmung der rechnerisch ermittelten Konzentrationen von [a]-[*’P]-ATP und

[’H]-cAMP erfolgte iiber Messung der Radioaktivitit, indem von der jeweils hergestellten
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Konzentration 23,5 pl [a]-[**P]-ATP bzw. 100 pl [’H]-cAMP in je 3 separate Messgefile, mit

Zusatz von 15 ml Szintillationsfliissigkeit, gegeben wurden.

Jeder Messpunkt fiir jedes untersuchte Gewebe wurde dreifach ausgefiihrt. Die Pipettierschemata
sind in Tabelle 5 bis 8 veranschaulicht. Die vorausgehende Membranpréiparation ist in Kapitel 3.2.2
beschrieben. Die Proteinkonzentration fiir die Membransuspensionen betrug in allen Geweben 2 mg

Protein/ml (£ 40 pg/Ansatz).

Tabelle 5: Pipettierschema Adenylatzyklase — Leerwert

Leerwert Ansatz
Zugabe
50 pl HO dest.
10 pl ADA
16,5 pl RG
23,5 ul [a]-[**P]-ATP

ADA = Adenosindeaminase, RG = Reaktionsgemisch

Tabelle 6: Pipettierschema Adenylatzyklase — Forskolin

Basalwert Forskolin 107 Forskolin 10 Forskolin 107 Forskolin 10* Ansatz
30 ul 20 ul 20 ul 20 ul 20 ul H,O dest.
10 ul 10 ul 10 ul 10 ul 10 ul ADA
16,5 ul 16,5 ul 16,5 ul 16,5 ul 16,5 ul RG
10 ul 10 ul 10 ul 10 ul Forskolin
20 ul 20 ul 20 ul 20 ul 20 ul Membran
23,5l 23,5l 23,5 ul 23,5l 23,5 ul [0]-[?P]-ATP
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Tabelle 7: Pipettierschema Adenylatzyklase — Oxotremorin M und NEM

Basalwert Forskolin 107 Forskolin 10° Forskolin 107 Forskolin 10° Ansatz

NEM 50 pmol/l NEM 100 pmol/l Oxo M 107

Zugabe

30 pul 20 ul 10 pl 10 ul 10 ul H,O dest.
10 ul 10 pl 10 ul 10 pl 10 pl ADA
16,5 ul 16,5 ul 16,5 pl 16,5 ul 16,5 ul RG
- 10 pl 10 ul 10 pl 10 ul Forskolin
- - 10 ul 10 pl 10 ul NEM / Oxo M
20 pl 20 pl 20 pl 20 pl 20 pl Membran
23,50l 23,5 ul 23,5 ul 23,5 ul 23,5 ul [a]-[*P]-ATP

Tabelle 8: Pipettierschema Adenylatzyklase — Oxotremorin M und PTX

Basalwert Forskolin 107 Forskolin 10° Forskolin 107 Ansatz
Oxo M 107 Oxo M 10?
PTX 2 pg/ml Zugabe

30 pl 20 pl 10 pl - H,O dest.

10 ul 10 ul 10 ul 10 pl ADA

16,5 ul 16,5 ul 16,5 ul 16,5 ul RG

- 10 ul 10 ul 10 ul Forskolin

- - 10 pl 10 pl Oxo M

- - - 10 pl PTX

20 pl 20 ul 20 ul 20 ul Membran
23,5l 23,5l 23,5l 23,5l [0]-[?P]-ATP
3.2.53 Auswertung der Ergebnisse

Die Messwerte wurden in den Abbildungen und in den Tabellen als arithmetisches Mittel der
gemessenen Einzelwerte sowie deren Standardfehler (S.E.M) dargestellt. Aufgrund der geringen
Tierzahl und der Annahme der nicht-normal verteilten Population wurde in einigen Féllen der
vorliegenden  Untersuchungen auf die statistische Analyse und Darstellung der
Standardabweichungen verzichtet.

Alle Berechnungen erfolgten mit der Software GraphPad™Prism Version 4.03 (GraphPad Software,
San Diego, USA).

Bei Verdrangungsexperimenten mit GTPyS und GDP wurde der F-Ratio-Test verwendet, um auf
ein mono- oder biphasisches-Bindungsmodell zu schlieBen. F betragt ungefihr 1,0 beim einseitigen

Bindunsgsmodell und beim zweiseitigen Bindungsmodell ist F > 1,0.
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Die Agonisten-stimulierte *>S-GTPyS-Bindung wurde als Dosis-Wirkungskurve dargestellt. Diese
Darstellung wurde gewdhlt, weil Riickschliisse iiber den Einsatz von verschiedenen Substanzen und
deren Wirkungen auf die **S-GTPyS-Bindung gezogen werden sollen. Die Dosis-Wirkungskurve
beschreibt die Beziehung der Konzentration einer bestimmten Substanz (z.B. Agonist) auf die
Wirkung  (hier: *S-GTPyS-Bindung). Die Berechnung erfolgte mittels nichtlinearer
Regressionsanalyse. Im Falle der fehlenden Konvergenz wurde eine lineare Beziehung zugrunde
gelegt und die Darstellung der Messwerte iiber die lineare Regressionsanalyse berechnet.

Da aufgrund der geringen Zahl von kranken Versuchstieren keine Normalverteilung der
gemessenen Parameter angenommen werden konnte, wurden nicht-parametrische Tests verwendet,
um die Versuchsgruppen miteinander zu vergleichen.

Der statistische Vergleich erfolgte, wenn moglich, tiber gepaarte t-Tests mit Hilfe von Wilcoxon-
Test. Andere Auswertungen erfolgten unter Verwendung der einfachen Varianzanalyse (One-Way
ANOVA), gefolgt vom Dunnett's Test. Der Test von Dunnett vergleicht die Mittelwerte einer
Kontrollgruppe mit den Mittelwerten einer anderen Gruppe. Bei der Analyse von

Mittelwertsunterschieden galten diese bei P < 0,05 als signifikant.

3.2.6 SDS-Polyamidgelelektrophorese und Western Blot

Folgende Pufferlosung und Losungen wurden verwendet:

1) Trenngelpuffer
1,5 mol TRIS-HCI
0,4% SDS
Aqua dest.

2) Sammelgelpuffer
0,5 mol TRIS-HCI
5% SDS

Aqua dest.

3) Trenngel 12%
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4 ml Acrylamid

2,5 ml Trenngelpuffer
3,45 ml Aqua dest.

5 ul TEMED

50 ul APS

4) Sammelgel
0,67 ml Acrylamid
1,25 ml Sammelgelpuffer
3,05 ml Aqua dest.
5 ul TEMED
30 ul APS

5) TRIS-EDTA-Puffer (TE-Puffer), pH 7,4

25 mmol/l TRIS-HCI
5 mmol/l EDTA
5 mmol/l EGTA

6) Probenpuffer
60 mmol/l TRIS-HCI pH 6,8
25% Glycerol
2% SDS
14,4 mmol/l Mercaptoethanol
0,1% Bromphenolblau
Aqua dest.

7) Laufpuffer (10fach), pH 8,3
25 mmol/l TRIS-Base
192 mmol/l Glycin
0,1% SDS

(1+9 mit Aqua dest. Verdiinnen)
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8) Transferpuffer
25 mmol/l TRIS-Base
192 mmol/l Glycin
20% Methanol
Aqua dest.

9) TBS
20 mmol/l TRIS-HCI pH 7,5
150 mmol/l NaCl
Aqua dest.

10) TBS-T
TBS 500 ml
250 pl Tween 20 (0,05%)

Die SDS-Polyamidgelelektrophorese dient der Analyse von Proteinmischungen. In dieser Arbeit
wurde die Methode benutzt, um die Gi-Proteinmenge in der glatten Muskulatur mit dem dariiber
liegenden Epithel von Trachea und Bronchien und im Lungenparenchym zu quantifizieren. Weil
eine mogliche Verdnderung der Gi-Proteinmenge die M,-G;-Protein-Interaktion funktionell
beeinflussen wiirde, wurde die G;-Proteinmenge von gesunden Pferden mit denen von an RAO-

erkrankten Pferden verglichen.

Die Auftrennung der einzelnen Proteine erfolgte nach dem Prinzip der diskontinuierlichen
Gelelektorphorese (LAEMMLI, 1970). Ein groBporiges Sammelgel (3%) iiberschichtet ein
kleinporiges Trenngel (12%). Die Proteinmischung wurde in Taschen des Sammelgels aufgetragen.
Die Proteine wandern zwischen den schneller wandernden Chlorid-Ionen des Sammelgelpuffers
und den langsamer wandernden Glycin-lonen des Laufpuffers und werden dadurch in engen
Banden im Sammelgel konzentriert. Beim Einwandern in das Trenngel wandern die Glycin-lonen
an die Front und die Proteine werden aufgrund ihrer molekularen GroBe getrennt. Markerproteine
helfen die Molekulargewichte der zu analysierenden Proteine zu ermitteln. Nach der

Proteinauftrennung wurden die Gele durch Elektrotransfer auf eine Nitrocellulose-Membran
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(Protran®) iibertragen.

Als Erstes erfolgte die Herstellung der Poyacrylamidgele. Hierzu wurde zundchst das 12%ige
Trenngel zwischen zwei mit Alkohol gereinigten Glasplatten, die in einer GelgieBapparatur
eingespannt waren, gegossen. Um ein Austrocknen zu vermeiden und zur Ausbildung einer glatten
Oberfldache, wurde das Trenngel mit Butanol iiberschichtet. Nach vollstindiger Polymerisation des
Trenngels wurde das Butanol entfernt und das Sammelgel auf das Trenngel aufgetragen. Ein
Elektrophoresekamm wurde eingesetzt, um Taschen zur Aufnahme der Proben zu erstellen. Das Gel
wurde nach vollstindiger Polymerisation des Sammelgels und Entfernung des
Elektrophoresekamms in eine vertikale Elektrophoresekammer (BioRad, Miinchen) eingesetzt, die
spéter mit Laufpuffer gefiillt wurde.

Die Membransuspension wurde mit TE-Puffer und dem Probenpuffer so eingestellt, dass in jeweils
10 ul dieser Losung pro Geltasche 20 pg (Gi-Proteinanalyse) Protein enthalten war. Die eingestellte
Membransuspension wurde bei 100°C fiir 5 min im Wasserbad erhitzt, um die Proteine zu
denaturieren. Das im Probenpuffer enthaltene anionische Detergenz (SDS) iiberdeckt die
Eigenladung der Proteine. Dadurch entstehen anionische Mizellen mit konstanter Nettoladung, die
in Richtung Anode wandern kénnen. Von der so vorbereiteten Probe wurden in Doppelbestimmung
jeweils 10 pl in eine Geltasche pipettiert. Der Molekulargewichtsmarker ,,peqGOLD Protein-
Marker IV* (3 ul/Geltasche) wurde auf jedem Gel jeweils einmal aufgetragen. AnschlieBend wurde
ein Vorlauf von 15 min bei 90 Volt Spannung in der Elektrophoresekammer durchgefiihrt. Danach
erfolgte die Trennung der Proteine mittels einer Laufzeit von 90 min bei einer Spannung von 150

Volt.

Nach Auftrennung der Proteinfraktionen wurden diese vom Polyacrylamidgel auf eine
Nitrocellulose-Membran transferiert, um diese filir die nachfolgende Immundetektion zu
immobilisieren. Die Nitrocellulose-Membran und das Filterpapier wurden auf die GroBe der Gele
zurechtgeschnitten und in Transferpuffer getrénkt. Sieben Schichten Filterpapier wurden auf die mit
Transferpuffer befeuchtete Graphitplatte der Blotting-Kammer gelegt. Darauf kam die
Nitrocellulose-Membran, auf die das Gel gelegt wurde. Moglichst luftblasenfrei wurden weitere
sieben Schichten Filterpapier darauf gelegt, die den oberen Abschluss bildeten. Das Blotten in der
Blotting-Kammer dauerte 90 min bei einer Stromstirke von 50 mA pro Gel.

Nach dem Blotten wurde die Nitrocellulose-Membran in 3%iger BSA-LOsung (bovines
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Serumalbumin) fiir 60 min bei Raumtemperatur auf einem Schiittler gewaschen, um die freien
Bindungsstellen auf der Membran zu blockieren.

AnschlieBend wurde der Primérantikdrper (Anti-G;-Protein) mit einer Verdiinnung von 1:2000 auf
die Membran aufgetragen. Die Kontaktzeit betrug ca. 12 Stunden bei + 4°C. Ein 3maliges Waschen
fiir je 10 min mit TBS-T-Losung erfolgte anschlieBend bevor die Sekundérantikorper (Anti-Rabbit-
IgG, 1:2000) aufgetragen wurden. Nach 60-miniitiger Kontaktzeit wurde ein zweites Mal mit TBS-
T-Losung 3x 10 min gewaschen, 3 mal mit Leitungswasser gespiilt und 2 ml einer fertigen
Entwicklerlosung (Promega Corporation) auf die Membran aufgetragen. Die Entwicklungszeit
betrug 4 min. Danach wurden die feuchten Nitrocellulose-Membranen an der Luft getrocknet.

Die entwickelten Membranen wurden zur Auswertung digitalisiert und mit der Software
,»GeneTools* der Firma SynGene (Synoptics Ltd.) analysiert. Die Rohpixelwerte der Proteinbanden
gesunder Pferde wurden mit denen von RAO erkrankten Pferden verglichen, um Riickschliisse auf

die Menge der G; Proteine ziehen zu kdnnen.

3.2.7 Chemikalien

Alexis Biochemicals (Lausen, Switzerland):

Pertussistoxin (PTX)

Amersham Biosciences (Freiburg, D):

[’H]-cAMP 2 [2,8-’H]-Adenosin-3",5 -cyclic phosphat (spezifische Aktivitit: 42 Ci/mmol)

Carl Roth GmbH + Co. (Karlsruhe, D):

Ammoniumpersulfat (APS)

Glycin

Imidazol

Natriumchlorid

Rotiphorese Gel 30® (Acrylamid)
Rotiszint® Eco

Rotiszint® Eco plus
Tetramethylethylendiamin (TEMED)
Tween 20®
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E. Merck (Darmstadt, D):
Calciumchlorid-dihydrat

Folin-Ciocalteu-Phenolreagens
Kalium-Natrium-Tartrat
Kupfersulfat-pentahydrat
Laurylsulfat
Magnesiumchlorid-hexahydrat
Natriumbicarbonat, wasserfrei
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumhydroxid

Fluka Chemie GmbH (Buchs, Schweiz):

Aluminiumoxid (Alumina)

Saccharose

Peglab Biotechnologie GmbH:
peqGold Protein-Marker IV

PerkinElmer Life Sciences (Boston, USA):
[a]-[**P]-Adenosin-5"-triphosphat (spezifische Aktivitit: 30 Ci/mmol)
Guanosin 5’-(y-[*S]thiotriphosphat) (spezifische Aktivitit 1250 Ci/mmol)

Promega Corporation (Madison, USA):

Western Blue®, Entwicklerlosung fiir Western Blot

Roche Diagnostics GmbH (Mannheim, D):

Adenosindeaminase
Adenosin-5"-triphosphat (ATP)
Creatinphosphat

Creatinkinase

Dibutyryl-cyclisches Adenosinmonophosphat
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Guanosin-5'-O-(3-thiophosphat) (GTPyS)

SERVA Feinbiochemica (Heidelberg, D):
Dowex 50 WX &

Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Taufkirchen, D):
Acetylcholin-Chlorid

Albumin, bovin

Anti-B-Actin (Clone AC-15)

Atropinsulfat

Carbamylcholinchlorid (Carbachol)

DL-Dithiothreitol (DTT)

Ethylenglycol-bis( -aminoethylether)-N,N,N",N"-tetraacetylsdure (EGTA)
Forskolin

Guanosindiphosphat (GDP)

Guanosintriphosphat (GTP)
N-(2-Hydroxyethyl)piparazin-N"-(2-ethansulfonsdure) (HEPES)
N-Ethylmaleimid (NEM)

Lithiumchlorid

Manganchlorid

N-Methylscopolaminbromid

Natriumdeoxycholat

Oxotremorin M

Trizma — Base

Trizma — Hydrochlorid (TRIS-HCI)

Prof. Ammer (Veterindrpharmakologie Miinchen):
Antikorper: Anti-Gyo-Protein

3.2.8 Einmalartikel
Eppendorfgefdlle 1,5 und 2 ml: Eppendorf AG; Hamburg, D
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3.2.9

Falconréhrchen 50 ml: Greiner BIO-ONE GmbH; Frickenhausen, D

Glasfaser Rundfilter GF 52, 25 mm: Whatman Schleicher & Schuell; Dassel, D
Glasfaser Filter: Brandel Biomedical Research and Development Lab. Inc., Gaithersburg;
USA

Handschuhe Latex, ungepudert: Diagonal GmbH; Miinster, D

Handschuhe Nitril-blue: Diagonal GmbH; Miinster, D

Mini Vials B 5 ml: Carl Roth GmbH + Co.; Karlsruhe, D

Mullkompressen: Wilh. Weisweiler GmbH & CoKG; Miinster, D

Pipettenspitzen: Carl Roth GmbH + Co.; Karlsruhe, D

Polypropylenréhrchen 12 ml: Greiner BIO-ONE GmbH; Frickenhausen, D

Protran® (Nitrocellulose Transfer Membran): Whatman, Schleicher & Schuell, Dassel, D

Gerite
Beta-Counter Wallac 1409: Perkin Elmer Wallac GmbH; Freiburg, D
Vakuumfiltrationsanlage, Cell-Harvester: Brandel Biomedical Research and Development
Lab. Inc., Gaithersburg; USA)
Elektrophorese Gelkammer + PowerPac Basic Power Supply: Bio-Rad Laboratories GmbH;
Miinchen, D
Elektrophorese Power Supply EPS 600 + Blotting-Kammer Multiphor II: Pharmacia:
Amersham Pharmacia Biotech; Wien, AUT
Eppendorf Zentrifuge 5403: Eppendorf AG; Hamburg, D
Gamma-Counter Wallac WIZARD 1470: Perkin Elmer Wallac GmbH; Freiburg, D
pH-Meter 761 Calimatic: Knick; Berlin, D
Sampling Manifold (Filtertopf): Millipore; USA
Schere, Pinzette, Skalpell: HEILAND VET GmbH & Co. KG; Hamburg, D
Schiittler Polymax 1040: Heidolph Instruments GmbH; Schwabach, D
Spectrophotometer DU® 640: Beckman Coulter, Inc.; Fullerton, USA
Ultra-Turrax: Janke & Kunkel IKA Labortechnik; Staufen, D
Ultrazentrifuge XL-70: Beckman Coulter, Inc.; Fullerton, USA
Waage MC1 Analytic AC 210 S: Sartorius AG; Gottingen, D
Waage MC1 Laboratory LC 620 P: Sartorius AG; Géttingen, D

47



TIERE, MATERIALIEN UND METHODEN

Wasserbad Jalubo SW23: Jalubo LABORTECHNIK GmbH; Seelbach, D
Zentrifuge Sorvall Evolution RC: Thermo Electron; Langenselbold, D
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4 ERGEBNISSE

4.1 Charakterisierung der muskarin-cholinergen Signaltransduktion im
Respirationstrakt gesunder und RAQO-erkrankter Pferde

Die im equinen Respirationstrakt dominant vorkommende M,-Rezeptorpopulation vermittelt ihr
Signal {iber G;-Proteine in das Zellinnere. Da die Annahme besteht, dass bei der RAO des Pferdes
die M,-G;-Protein-Interaktion verdndert ist, wurden Versuche durchgefiihrt, um diese Interaktion zu
charakterisieren.

Das Gewebe von drei Segmenten des equinen Respirationstrakts (Lungenparenchym, Bronchial-
und Trachealepithel mit der darunter liegenden glatten Muskulatur) wurde mit folgenden

Zielstellungen untersucht:

- die Etablierung einer *S-GTPyS Radioligandenbindungsstudie zur Untersuchung der
funktionellen Kopplung von hauptsichlich M,-Rezeptoren an Gi-Proteine und deren
Aktivititszustdnde

- die quantitative Bestimmung der G;-Proteinmengen mittels Western-Blotting

- die Erfassung der Gyo-Protein-vermittelte Aktivierung der Adenylatzyklase

4.1.1 3S-GTPyS Radioligandenbindungsstudie

Zur Bestimmung der quantitativen oder qualitativen Verénderungen der Gyo-Proteine wurden *S-
GTPyS-Radioligandenbindungsstudien an den Membranen der glatten Muskulatur von Trachea und
Bronchien und dem Lungenparenchym des equinen Respirationstrakts durchgefiihrt. Diese
Segmente gesunder und RAO-erkrankter Pferde wurden untersucht, um den ,Feedback®-
Mechanismus der M,-Rezeptor und deren Gi-Protein-Kopplung zu untersuchen. Da jedoch fiir eine
funktionierende **S-GTPyS-Bindungsstudie gewisse experimentelle Voraussetzungen erfiillt werden
miissen, erfolgte in den ersten Versuchsreihen zundchst die Ermittlung der fiir die optimale Bindung
notwendigen Substratkonzentrationen aus Konzentrations-Wirkungskurven. Dies wurde in
Membranen der drei Segmente (Lungenparenchym, Bronchial- und Trachealepithel mit der darunter
liegenden glatten Muskulatur) des equinen Respirationstrakts in Anwesenheit von Na‘, Mg>" und
GDP bestimmt. Dariiber hinaus wurde zur Ermittlung der basalen Bindung(sdichte) und der

Affinitit der Gi,-Untereinheit fiir >S-GTPyS die Stimulierbarkeit der **S-GTPyS-Bindung fiir
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verschiedene Muskarin-Rezeptor- Agonisten untersucht.

4.1.1.1 Messung der unspezifischen Bindung

Um eine Aussage iiber die spezifische Bindung bzw. die liber Agonisten vermittelte/stimulierte
Bindung von **S-GTPyS treffen zu konnen, musste dessen unspezifische Bindung bestimmt werden.
Die unspezifische Bindung gibt an, in welcher Menge alle im Versuchsansatz eingesetzten
molekularen Strukturen mit dem Radioliganden **S-GTPyS eine ,,unspezifische* Bindung eingehen.
Der Umfang der unspezifischen Bindung des Liganden ist nur dann messbar, wenn fiir die Bindung
des Liganden keine freien Ligandenbindungsstellen mehr zu Verfiigung stehen. Zu diesem Zweck
wurde nicht radioaktiv-markiertes GTPyS bendtigt, das das radioaktiv-markierte GTPyS (*°S-
GTPyS) aus seiner spezifischen Bindung, jedoch nicht aus seiner unspezifischen Bindung
verdrangt. Das GTPyS muss in relativ hoher Konzentration eingesetzt werden, um sicherzustellen,
dass die vorhandenen **S-GTPyS-Bindungsstellen (Gj,)von ihm besetzt werden. Um aber den
Einfluss von GTPyS auf die funktionelle **S-GTPyS-Bindung so gering wie moglich zu halten, ist
es wichtig, eine Menge einzusetzen, die gerade ausreicht alle Bindungsstellen von **S-GTPyS zu
blockieren. Nach (GONZALES-MAESO et al. 2000) sind 10 umol/l GTPyS geeignet, um den
Anteil der unspezifischen Bindung der **S-GTPyS-Bindung zu bestimmen.

Es wurde gepriift, welche Konzentration von GTPyS (unmarkiertes) unter den gegebenen
Versuchsbedingungen benétigt wird, um eine komplette Hemmung des *°S-GTPyS-Zugangs zu G/
M,-Rezeptoren zu erreichen.

Eine Membransuspension aus jedem der drei Segmente des equinen Respirationstrakts wurde mit
einer definierten Konzentration von >S-GTPyS inkubiert und dessen Bindung durch steigende

Konzentrationen von GTPyS (10" bis 10”) gehemmit.

Das unmarkierte GTPyS hemmte die **S-GTPyS-Bindung mit einem monophasischen Verlauf der
Verdrangungskurve und entsprechendem Hill-Koeffizienten (nH) von 0,84 in der Trachea, 0,69 in
den Bronchien und 1,03 im Lungengewebe (Abb. 6). Die Konzentrationshemmungskurven von
GTPyS verliefen identisch monophasisch in allen drei Geweben.

Anhand der Ergebnisse dieser Versuche wurde fiir die nachfolgenden Versuchsreihen zur
Bestimmung des unspezifischen Anteils der *S-GTPyS-Bindung eine Konzentration von 10° mol/l

GTPyS festgelegt und routinemiiBig eingesetzt, weil ab der gewihlten Konzentration die **S-
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GTPyS-Bindung an G-Proteine fast vollstindig blockiert wird und davon auszugehen ist, dass der

gemessene ,,Rest* unspezifisch ist.

1201
1104 - H Lunge
1004 A Trachea
¥ Bronchien

355.GTPgS-Bindung [%]

unspezifische Bindung

T T T T T T T T T T T ]

6 15 -14 13 12 -1 10 -9 8 -7 -6 -5 -4 3 -2
GTPgS [mol/l]

Abbildung 6: Konzentrationsabhingige Hemmung der **S-GTPyS-
Bindung durch GTPyS. Die hier gezeigten Daten sind Mittelwerte aus
einer Doppelbestimmung an Membranen von Trachea, Bronchien und
Lunge.

4.1.1.2 Natrium-, Magnesium- und GDP-abhiingige Stimulation der **S-GTPyS-Bindung

Die Konzentrationen von Natriumionen, Magnesiumionen und GDP im Versuchsansatz sind die
entscheidenden Faktoren fiir eine funktionierende **S-GTPyS-Bindungsstudie. Die Beeinflussung
der S-GTPyS-Bindung fillt in verschiedenen Geweben aufgrund ungleicher Rezeptordichte bzw.
Rezeptorausstattung und ungleicher G-Protein-Exprimierung bzw. -Ausstattung unterschiedlich aus.
Deshalb ist es zwingend erforderlich zunichst die optimalen Na‘-, Mg**- und GDP-Konzentrationen

fiir ein zu untersuchendes Gewebe festzulegen.

Natriumionen

Durch die Anwesenheit von Natriumionen (Na" in Form von NaCl) verbessert sich das messbare,
durch den Agonisten vermittelte Signal im Verhéltnis zur Basalbindung.
Deshalb wurde der konzentrationsabhingige Einfluss von NaCl auf die wunstimulierte

(Basalbindung) und die stimulierte (1 mmol/l Oxotremorin M) **S-GTPyS-Bindung gemessen.

51



ERGEBNISSE

In allen untersuchten Geweben/Segmenten hemmt NaCl die Basalbindung und die stimulierte *°S-
GTPyS-Bindung mit zunehmender Konzentration (Abb. 7).

Die aus der Differenz zwischen Basalbindung und der Oxotremorin M-stimulierter **S-GTPyS-
Bindung berechnete relative Stimulation zeigte jedoch, dass diese mit zunehmender NaCl-
Konzentration segmentabhingig (zumindest in der Membran von Trachea und Bronchien) steigt
(Abb. 7 A und B). Die maximale relative Stimulation der **S-GTPyS-Bindung wurde allerdings in
beiden Segmenten bei einer NaCl-Konzentration von 200 mmol/l erreicht, die wiederum nach
weiterer Konzentrationszunahme abfiel. In der Membran von Trachea erhohte sich die relative
Stimulation von ca. 35% (bei 1 mmol/l NaCl) auf ca. 75% (bei 200 mmol/l NaCl) (Abb. 7A) und in
der Membran von den Bronchien von ca. 1% (bei 1 mmol/l NaCl) auf ca. 88% (bei 200 mmol/I
NaCl) (Abb. 7B). An Membranen des Lungenparenchyms war es nicht moglich eine NaCl-
abhingige Stimulation der *’S-GTPyS-Bindung zu messen (Abb. 7C).

Aufgrund der vorliegenden Ergebnisse wurde 200 mmol/l als optimale NaCl-Konzentration in

weiteren °S-GTPyS Radioligandenbindungsstudien verwendet.
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Abbildung 7: Konzentrationsabhéngiger Einfluss von Na* (NaCl) auf
die basale und Agonisten-stimulierte **S-GTPyS-Bindung.

Die **S-GTPyS-Bindung wurde an Membranen von Trachea (A),
Bronchien (B) und Lunge (C) in An- und Abwesenheit von
Oxotremorin M (1 mmol/l) durchgefiihrt. Jeder Versuchsansatz enthielt
10 pg Protein, 10 pmol/l GDP und wurde mit 0,5 nmol/l **S-GTPyS fiir
120 min bei 30°C inkubiert.

Die linke Y-Achse zeigt die absolut gebundene Menge in fmol/mg
Protein. Die relative Stimulation wurde aus der Differenz zwischen der
Basalbindung und der von Oxotremorin M stimulierten Bindung
berechnet und in Prozent (rechte Y-Achse) dargestellt (A, B).

Die unspezifische Bindung wurde mit 10 umol/l unmarkiertem GTPyS
bestimmt. Die hier gezeigten Daten sind Mittelwerte (S.E.M.) aus je
vier Versuchen mit jeweils Doppelbestimmung,.
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Magnesiumionen

Die Anwesenheit von Magnesiumionen (Mg>* in Form von MgCl,) erhdhte die Basalbindung von
»S-GTPyS, aber auch die Agonisten-stimulierte *°>S-GTPyS-Bindung, wobei der Effekt auf die
Agonisten-stimulierte **S-GTPyS-Bindung groBer ist.

Weil sich dieser Effekt positiv auf die Messung auswirkt, wurde die optimale Mg”'-Konzentration

fiir die untersuchten Gewebe des equinen Respirationstrakts ermittelt.

In Gegenwart zunchmender Mg’ -Konzentrationen wurde die basale (ohne Agonist) und die
Oxotremorin M-stimulierte (1 mmol/l) **S-GTPyS-Bindung in Membranen aller drei Segmente des
Respirationstrakts bestimmt. MgCl, verinderte die Basalbindung und die stimulierte **S-GTPyS-
Bindung mit biphasischem Verlauf (Abb. 8 A-C) — zunichst erhdhte MgCl, die Bindung von *°S-
GTPyS konzentrationsabhédngig, wobei das Maximum bei ca. 10 mmol/l erreicht wurde. Die weitere
Mg**-Konzentrationszunahme lieB die Bindungskurve von *S-GTPyS wieder abfallen. Um die
optimale Mg**-Konzentration zu ermitteln, war es notwendig die Nettostimulation aus der Differenz
der Agonisten-stimulierten **S-GTPyS-Bindung und der Basalbindung zu berechnen.

Die optimale Mg*-Konzentration — in Tab. 9 dargestellt —, die das durch Oxotremorin M
stimulierte Signal der *S-GTPyS-Bindung verbesserte, lag in allen drei untersuchten Segmenten des
Respirationstrakts bei 10 mmol/l. Folglich wurde diese Konzentration in allen weiteren

Versuchsansétzen eingesetzt.

54



ERGEBNISSE

@
S
S

N
i

N

=1

S
1

spezifische l3t"]S-GTPgS-Bindung
[fmol/mg Protein]
$ g

8

o
1

—- Basal
—— Oxotremorin M

7 -6 5 4 3 2

MgCl; [Imol/l]
B 1001 - Basal
g’ 901 —— Oxotremorin M
S
k=] 80
£
@ . 70
@ E 70
- X7}
[ 1
a E 60
9c )
g £
—;" o 401
£E
7}
&
N 20
o
Q
0 10
04
-7 -6 -5 -4 -3 -2 1 0
MgCl; [mol/l]
i Basal
C 500 —— Oxotremorin M
o 4504
5
° 4004
£
@ — 350
&€ 350
o O
o 5 300
ba
2 2501
o
e =g 2001
S £ 150
@
=
‘N 1004
[}
Q
» 50+
0
r T T T T T "
-7 -6 -5 -4 -3 -2 1 0
MgCl; [mol/l]

Abbildung 8: Konzentrationsabhingiger Einfluss von Mg*" (MgCl,) auf

die basale und Agonisten-stimulierte **S-GTPyS-Bindung.
Die *S-GTPyS-Bindung wurde an Membranen von Trachea (A),
Bronchien (B) und Lunge (C) in An- und Abwesenheit von

Oxotremorin M (1 mmol/l) durchgefiihrt. Jeder Versuchsansatz enthielt
10 ug Protein, 10 umol/l GDP und wurde mit 0,5 nmol/l **S-GTPyS fiir
120 min bei 30°C inkubiert. Die unspezifische Bindung wurde mit 10
pmol/l unmarkiertem GTPyS bestimmt. Die hier gezeigten Daten sind

Mittelwerte (S.E.M.) aus je vier Versuchen mit jeweils
Doppelbestimmung.
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Tabelle 9: Basalbindung und Agonisten-stimulierte **S-GTPyS-Bindung in Anwesenheit von MgCl,

3S-GTPyS [fmol/mg] »S-GTPyS [fmol/mg] Differenz
Basal Oxotremorin M Basal/ OxoM
MgCl, 100 pmol/1 10 mmol/1 800 mmol/1 100 pmol/1 10 mmol/1 800 mmol/1 10 mmol/1
Trachea 90,67 194,37 0 114,31 229,29 0 34,92
Bronchien 46,96 54,93 0 53,93 70,22 0 15,29
Lunge 124,25 274,81 7,93 135,09 378,71 14,62 103,9

Guanosindiphosphat (GDP)

Die Zugabe von GDP verringerte die Basalbindung im Versuchsansatz durch Bindung an den
Bindungsstellen aller Ga-Untereinheiten, weil hierdurch die spontane Aktivierung von G-Protein-
Zyklen verhindert wird. Da die Basalbindung aus der spontanen Kopplung verschiedenster G-
Protein-gekoppelter Rezeptoren mit den G-Proteinen besteht, ist der Einsatz einer optimalen GDP-
Konzentration zwingend erforderlich, um die spontanen/unspezifischen Kopplungen und G-Protein-
Zyklen soweit zu unterdriicken, dass das durch den Agonisten-vermittelte Signal messbar wird. Wie
auch der Einfluss von Na' und Mg®" fillt der Einfluss von GDP in verschiedenen Geweben
unterschiedlich stark aus. Somit muss fiir jeden untersuchten Gewebetyp eine optimale GDP-

Konzentration im Versuchsansatz ermittelt werden.

In der Trachea hemmte GDP die Basalbindung von *>S-GTPyS mit einem Hill-Koeffizienten (nH)
von 0,70 und einem ICs-Wert von 1,827 mol/l (Abb. 9). Der nH-Wert der Oxotremorin M-
stimulierten **S-GTPyS-Bindung betrug 0,54 mit einem etwas hdheren ICs-Wert (2,277 mol/l) als
der ICs;-Wert der Basalbindung. In den Bronchien betrug der nH-Wert fiir die Hemmung der
Basalbindung durch GDP 0,81 und der ICs-Wert 7,94 mol/l. Der Wert fiir den nH-Wert betrug fiir
die mit Oxotremorin M stimulierte *>S-GTPyS-Bindung 0,73 und der ICs-Wert lag mit 8,22 mol/l
im Vergleich zur Basalbindung etwas hoher (Abb. 10). Im Lungenparenchym betrug der nH-Wert
jeweils 0,68. Der ICs;-Wert war in der mit Oxotremorin M-stimulierten Versuchsreihe etwas hoher
(2,7 mol/l) als in der Versuchsreihe der Basalbindung (2,22* mol/l) (Abb. 11).

Entscheidend fiir die Festlegung der optimalen GDP-Konzentration ist die Berechnung (siehe

Kapitel 3.2.5.1) der relativen Stimulation (eingefligte Abbildung (,,Inset”) in Abb. 9-11). In der
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Lunge konnte jedoch kein Anstieg der relativen Stimulation beobachtet werden (,,Inset* Abb. 11).
Im Gegensatz hierzu stieg die relative Stimulation ab einer GDP-Konzentration von 107 mol/l in
Trachea und Bronchien an. Der maximale Wert der relativen Stimulation wird in diesen Geweben
bei einer GDP-Konzentration von 10° mol/l (10 umol/l) erreicht und betrug in der Trachea 83,96%
und in den Bronchien 65,57% (,Inset“ Abb. 9 und 10). Folglich konnte bei einer GDP-
Konzentration von 10 pmol/l das durch einen Agonisten ausgeloste Signal am deutlichsten
gemessen werden. Deshalb wurde diese Konzentration in allen weiteren *°S-GTPyS-

Bindungsstudien verwendet.
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Abbildung 9: GDP-abhingige Hemmung der basalen und Agonisten-
stimulierten **S-GTPyS-Bindung — Trachea.

Die *S-GTPyS-Bindung wurde an der Membran von Trachea in An-
und Abwesenheit von Oxotremorin M (1 mmol/l) durchgefiihrt. Jeder
Versuchsansatz enthielt 10 pg Protein und wurde mit 0,5 nmol/1 *S-
GTPyS fiir 120 min bei 30°C inkubiert. Das ,,Inset” zeigt die relative
Stimulation, die aus der Differenz zwischen Basalbindung und
stimulierter Bindung berechnet wurde. Die unspezifische Bindung
wurde mit 10 pmol/l unmarkiertem GTPyS bestimmt. Die hier
gezeigten Daten sind Mittelwerte aus je vier Versuchen mit jeweils
Doppelbestimmung.
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Abbildung 10: GDP-abhidngige Hemmung der basalen und Agonisten-
stimulierten **S-GTPyS-Bindung — Bronchien.

Die *S-GTPyS-Bindung wurde an der Membran von Bronchien in An-
und Abwesenheit von Oxotremorin M (1 mmol/l) durchgefiihrt. Jeder
Versuchsansatz enthielt 10 pg Protein und wurde mit 0,5 nmol/1 *°S-
GTPyS fiir 120 min bei 30°C inkubiert. Das ,,Inset zeigt die relative
Stimulation, die aus der Differenz zwischen Basalbindung und
stimulierter Bindung berechnet wurde. Die unspezifische Bindung
wurde mit 10 pmol/l unmarkiertem GTPyS bestimmt. Die hier
gezeigten Daten sind Mittelwerte aus je vier Versuchen mit jeweils
Doppelbestimmung.
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Abbildung 11: GDP-abhidngige Hemmung der basalen und Agonisten-
stimulierten **S-GTPyS-Bindung — Lunge.

Die **S-GTPyS-Bindung wurde an der Membran vom
Lungenparenchym in An- und Abwesenheit von Oxotremorin M (1
mmol/l) durchgefiihrt. Jeder Versuchsansatz enthielt 10 pg Protein und
wurde mit 0,5 nmol/l **S-GTPyS fiir 120 min bei 30°C inkubiert. Das
»Inset* zeigt die relative Stimulation, die aus der Differenz zwischen
Basalbindung und stimulierter Bindung berechnet wurde. Die
unspezifische Bindung wurde mit 10 pmol/l unmarkiertem GTPyS
bestimmt. Die hier gezeigten Daten sind Mittelwerte aus je vier
Versuchen mit jeweils Doppelbestimmung.

4.1.1.3 Zeitabhingige **S-GTPyS-Bindung

Um die fiir die Bindung optimale Inkubationszeit festzulegen, wurde die **S-GTPyS-Bindung in
Abhiingigkeit von verschiedenen Inkubationszeiten gemessen. Zum einen wurde die *°S-GTPyS-
Bindung in Anwesenheit, zum anderen in Abwesenheit von Carbachol (1 mmol/l) bestimmt. Aus
der Berechnung der relativen Stimulation sollte sich ein durch den Agonisten optimal vermitteltes
Signal ergeben, um dieses in weiteren Versuchen mdglichst gut zu erfassen.

Die Reaktion in den entsprechenden Versuchsansdtzen wurde nach den jeweiligen
Inkubationszeiten (15 min bis 180 min) mit kaltem Waschpuffer gestoppt und filtriert (siche Kapitel
3.2.5.1und 3.2.5.1.4).

Abbildung 12 zeigt einen deutlichen, zeitabhidngigen Anstieg der Basalbindung und der Agonisten-
stimulierten *’S-GTPyS-Bindung, wobei die Bindungsmenge der mit Carbachol stimulierten
Versuchsansitze bei allen Inkubationszeiten hoher lag. Ein Sattigungsbereich war selbst nach einer

Inkubationszeit von 180 min nicht erreicht. Jedoch zeigte die Berechnung der relativen Stimulation
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einen Anstieg bis zu einer Inkubationszeit von 120 min (78,88%) und bei anschlieBender
Verldngerung der Inkubationszeit einen Abfall der relativen Stimulation (Abb. 12, ,,Inset™).

Da in weiteren **S-GTPyS-Bindungsstudien die relative Stimulation mdglichst gut erfasst werden
soll —um Riickschliisse auf die M,-G;-Protein-Interaktion zu ziehen — wurde nach den vorliegenden
Versuchsdaten eine Inkubationszeit von 120 min in allen weiteren Versuchen routinemafig

verwendet.
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Abbildung 12: Zeitabhingige, basale und Agonisten-vermittelte **S-
GTPyS-Bindungsmenge.

Die **S-GTPyS-Bindung wurde an der Membran von Trachea in An-
und Abwesenheit von Carbachol (1 mmol/l) durchgefiihrt. Die
unspezifische Bindung wurde mit 10 pmol/l unmarkiertem GTPyS
bestimmt. Das ,,Inset* zeigt die relative Stimulation, die aus Differenz
zwischen der Basalbindung und der Carbachol-stimulierten Bindung
berechnet wurde. Die hier gezeigten Daten sind Mittelwerte aus einem
Versuch mit Dreifachbestimmung.

4.1.14 Charakterisierung der Muskarin-Rezeptor-G-Protein-Interaktion im equinen

Respirationstrakt

4.1.1.4.1 Agonisten-induzierte Stimulierbarkeit der **S-GTPyS-Bindung

Nach Festlegung der optimalen Versuchsbedingungen (Abschnitt 4.1.1.1 bis 4.1.1.3) wurde der
Frage nachgegangen, inwieweit die basale Bindungsaktivitit bzw. -affinitit der G;a-Untereinheiten
fiir *S-GTPyS durch die Bindung von unterschiedlichen Muskarinrezeptor-Agonisten an muskarin-

cholinerge Rezeptoren in den drei Segmenten des equinen Respirationstrakts stimulierbar ist.
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Grundlage hierfiir ist die Abhéngigkeit der *>S-GTPyS-Bindung von der Muskarinrezeptordichte.
Durch den Muskarinrezeptor-Antagonisten Atropin wurde auflerdem versucht, die Agonisten-
stimulierte *>S-GTPyS-Bindung zu hemmen.

Die Bindung der Agonisten an muskarin-cholinerge Rezeptoren (M) aktiviert die G-Proteine (G),
die nachfolgend (im Gegensatz zum Ruhezustand/Basalzustand) verstiarkt GDP durch das radioaktiv
markierte GTPyS (**S-GTPyS) austauschen.

Die Anwesenheit der Agonisten Oxotremorin M, Acetylcholin und Carbachol fiihrte
segmentabhingig zu einer Zunahme der E,..-Werte. Wie die Abbildung 13 (A-C) zeigt, stieg die
Stimulierbarkeit der **S-GTPyS-Bindung mit zunehmender Konzentrationen der Agonisten an,
wobei der Verlauf der Konzentrations-Wirkungskurven der untersuchten Agonisten einen Hinweis
auf unterschiedliche Wirkungsstiarken geben. Die E,..-Werte in der Trachea lagen fiir Oxotremorin
M, Acetylcholin und Carbachol jeweils bei 244,22 fmol/mg Protein, 192,15 fmol/mg Protein und
149,44 fmol/mg Protein; in den Bronchien bei 319,28 fmol/mg Protein, 231,77 fmol/mg Protein und
222,15 fmol/mg Protein; im Lungenparenchym bei 236,72 fmol/mg Protein, 215,75 fmol/mg
Protein und 225,13 fmol/mg Protein (Abb. 13 A-C). In allen drei Segmenten konnte die Agonisten-
vermittelte Stimulation der *>S-GTPyS-Bindung durch den Antagonisten Atropin (10 pmol/l)
gehemmt werden (Abb. 13 A), was darauf hinweist, dass die Agonisten-induzierte Steigerung der
»S-GTPyS-Bindung als Ausdruck der Effizienz der Agonisten zur Muskarinrezeptor-induzierten
Aktivierung der G-Proteine angesehen werden kann. Die niedrigste Konzentration des Agonisten
(fmol/mg Protein) wurde 0% gleichgesetzt und der konzentrationsabhidngige Anstieg der Agonisten-
stimulierten *’S-GTPyS-Bindungsmenge wurde zu diesem Wert in Relation gesetzt. Um die
Effizienz der Agonisten-vermittelten G-Protein-Aktivierung zu beschreiben, wurden mittels nicht-
linearer Regressionsanalyse und der Berechnung der Nettostimulation (Prozent Stimulation tiber der
Basalbindung) Konzentrations-Wirkungs-Kurven erstellt (Abb 14).

Oxotremorin M erhohte mit steigender Konzentration die *’S-GTPyS-Kontrollbindung in den
Bronchien auf ca. 126% und in der Trachea auf ca. 104% (Abb. 14 A, B). Die maximale
Stimulation der **S-GTPyS-Bindung wurde bei einer Konzentration des Agonisten iiber 10 umol/l
erreicht. Einen dhnlichen Verlauf der Konzentrations-Wirkungs-Kurve konnte in beiden Geweben
fiir Carbachol und Acetylcholin beobachtet werden, jedoch mit einem geringeren Ausmal} der
Stimulation der **S-GTPyS-Bindung, niimlich 62% in den Bronchien und 54% in der Trachea
(Carbachol) bzw. 60% in den Bronchien und 53% in der Trachea (Acetylcholin) (Abb. 14 A, B).

Diese, vom Agonisten abhdngige Stimulation der Gi-Protein-Aktivierung, konnte mit dem nicht-
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selektiven Muskarinrezeptorantagonisten Atropin gehemmt werden, was die Beteiligung von
muskarin-cholinergen Rezeptoren bestitigt (Abb. 14 A). In der Lunge konnte nur in Anwesenheit
von Oxotremorin M eine nennenswerte Nettostimulation (41%) der *>S-GTPyS-Bindung gemessen

werden (Abb. 14 C).
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Abbildung 13: Konzentrationsabhiingige, Agonisten-induzierte **S-
GTPyS-Bindung.

Die **S-GTPyS-Bindung wurde jeweils in der Trachea (A), den
Bronchien (B) und im Lungenparenchym (C) mit Carbachol,
Oxotremorin M und Acetylcholin stimuliert. Die Hemmung der
Stimulation mit Atropin (10 pmol/l) wurde representativ fiir die
Trachea (A) dargestellt. Jeder Versuchsansatz enthielt 10 pg Protein, 10
umol/I GDP und wurde mit 0,5 nmol/l **S-GTPyS fiir 120 min bei 30°C
inkubiert. Die unspezifische Bindung wurde mit 10 pmol/l
unmarkiertem GTPyS bestimmt. Die hier gezeigten Daten sind
Mittelwerte aus je acht Versuchen mit jeweils Doppelbestimmung.
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Abbildung 14: Nettostimulation der Agonisten-induzierten *S-GTPyS-
Bindung.

Die *S-GTPyS-Bindung wurde jeweils in der Trachea (A), den
Bronchien (B) und im Lungenparenchym (C) mit Carbachol,
Oxotremorin M und Acetylcholin stimuliert. Jeder Versuchsansatz
enthielt 10 ug Protein, 10 umol/l GDP und wurde mit 0,5 nmol/l **S-
GTPyS fiir 120 min bei 30°C inkubiert. Die unspezifische Bindung
wurde mit 10 pmol/l unmarkiertem GTPyS bestimmt. Die hier
gezeigten Daten sind Mittelwerte aus je acht Versuchen mit jeweils
Doppelbestimmung.
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4.1.1.4.2 N-Ethylmaleimid- und Pertussistoxin-vermittelte Modulation der Agonisten-
induzierten Erhohung der **S-GTPyS-Bindung

Um weitere Informationen iiber die M,-Rezeptor-G;-Protein-Interaktion im Respirationstrakt des
Pferdes nach Stimulation des Rezeptors mit einem Agonisten zu erhalten, wurden N-Ethylmaleimid
(NEM) und Pertussistoxin (PTX) eingesetzt, die vorzugsweise G;-Proteine von deren Rezeptoren
entkoppeln (Kapitel 2.2.6). Die Folge wire eine Verringerung der Agonisten-stimulierten >°S-
GTPyS-Bindung in Anwesenheit von NEM oder PTX. Somit kdnnen iiber die gemessene *°S-
GTPyS-Bindung Riickschliisse auf die Funktionalitit der M,-Rezeptor-G;-Protein-Interaktion
gezogen werden.

Die Membranfraktion des Tracheal- und Bronchialepithels mit der darunter liegenden glatten
Muskulatur und des Lungenparenchyms wurden mit NEM (100 pumol/l) bzw. PTX (1 pg/ml)
vorinkubiert (siche Kapitel 3.2.5.1.6). AnschlieBend wurde der konzentrationsabhingige Einfluss
von Oxotremorin M auf die *S-GTPyS-Bindung bestimmt.

Die durch Oxotremorin M stimulierte *>S-GTPyS-Bindung wurde durch Vorinkubation mit 100
umol/l NEM in Membranen von Trachea, Bronchien und Lungenparenchym gehemmt (Abb. 15).
Folglich deutet die Hemmung der **S-GTPyS-Bindung durch NEM auf eine Beteiligung von G-

Proteinen hin.
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Abbildung 15: NEM-vermittelte Hemmung der Agonisten-stimulierten
»S-GTPyS-Bindung.

In Gegenwart von 100 pmol/l NEM wurde die
konzentrationsabhéngige, durch Oxotremorin M stimulierte, *°S-
GTPyS-Bindung in der Trachea (A), den Bronchien (B) und im
Lungeparenchym (C) gemessen. Jeder Versuchsansatz enthielt 10 pg
Protein, 10 umol/l GDP und wurde mit 0,5 nmol/l **S-GTPyS fiir 120
min bei 30°C inkubiert. Die unspezifische Bindung wurde mit 10 pmol/
1 unmarkiertem GTPyS bestimmt. Die hier gezeigten Daten sind
Mittelwerte (S.E.M) von jeweils sechs Versuchen mit
Doppelbestimmung.
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Eine Vorinkubation der Gewebemembranen der zu untersuchenden Segmente mit 1 pg/ml PTX
fiihrte wie auch bei NEM zu einer Verringerung der mit Oxotremorin M stimulierten **S-GTPyS-
Bindung (Abb. 16). Um die Hemmung zwischen den einzelnen Segmenten zu charakterisieren,
wurde der E,..-Wert bei einer Konzentration von 10” Oxotremorin M in An- und Abwesenheit von
PTX in Relation zueinander gesetzt. Der hemmende Effekt war am stirksten und zeigte tendenziell
eine Signifikanz nur in Membranen der Trachea, gefolgt von den Bronchien und war am
schwiéchsten in der Lunge (Tab. 10). Somit scheinen im Lungengewebe, aufgrund einer mdglichen
hoheren G;-Proteinmenge als im Vergleich zur Trachea und den Bronchien, in Anwesenheit von

PTX immer noch geniigend G;-Proteine an die M,-Rezeptoren gekoppelt zu sein.
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Abbildung 16: PTX-abhidngige Hemmung der Agonisten-stimulierten
»S-GTPyS-Bindung.

Die *S-GTPyS-Bindung wurde mit Oxotremorin M in Ab- (m) und
Anwesenheit (A) von PTX (1 pg/ml) in Trachea (A), Bronchien (B)
und Lunge (C) stimuliert. Jeder Versuchsansatz enthielt 10 pg Protein,
10 umol/l GDP und wurde mit 0,5 nmol/l **S-GTPyS fiir 120 min bei
30°C inkubiert. Die unspezifische Bindung wurde mit 10 pmol/l
unmarkiertem GTPyS bestimmt. Die hier gezeigten Daten sind
Mittelwerte von jeweils vier Versuchen mit Doppelbestimmung.
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Tabelle 10: Hemmung der **S-GTPyS-Bindung mit PTX. Die E,..-Werte aus Abb. 16 wurden in Prozent umgerechnet

und in Relation zueinander gesetzt (n = 4).

Oxotremorin M (10~ mol/l)

-PTX +PTX
[fmol/ mg Protein] Stimulation [%] [fmol/ mg Protein] Stimulation [%] -PTX vs. +PTX (P)

Trachea | 251,38 100 113,93 45,32 0,056

Bronchien | 218,83 100 160,26 73,23 n.s.

Lunge 159,16 100 133,56 83,92 ns.

4.1.1.5 Charakterisierung der Muskarin-Rezeptor-G-Protein-Interaktion im equinen

Respirationstrakt bei der RAO

Da die Annahme besteht, dass die cholinerge/parasympathische Aktivitdt bei obstruktiven
Atemerkrankungen (Asthma des Menschen/RAO des Pferdes) iibermifig erhoht sein konnte, wurde
die Aktivierung der muskarin-cholinergen Rezeptoren und deren Interaktion mit entsprechenden G-
Proteinen im Sinne der Signaliibertragung untersucht. Besondere Aufmerksamkeit richtete sich in
diesem Abschnitt vor allem auf die Bestimmung quantitativer und qualitativer Verédnderungen der
Gi-Proteine und deren Interaktion mit M,-Rezeptoren in den Segmenten des Respirationstrakts bei
RAO-erkrankten Pferden. Um dies zu realisieren, wurden ebenfalls **S-GTPyS-Bindungsstudien,
die die quantitative Bestimmung der oben genannten Interaktionen ermoglichten, an den a-
Untereinheiten der Gi-Proteine durchgefiihrt. Damit sollte {iberpriift werden, ob bei unveranderter
Zahl der muskarin-cholinergen Rezeptoren die Menge/Anzahl der Gi-Proteine durch die chronische
obstruktive Erkrankung der Atemwege des Pferdes (RAO) zunehmen konnte. Diese Verdnderung
konnte die funktionelle Kopplung insbesondere des M,-Rezeptors an G;-Proteine steigern und somit
die antagonisierende Wirkung auf relaxierende Stimuli (B.-Adrenozeptoren) verstirken. Dariiber
hinaus sollte in Segmenten des Respirationstrakts von RAO-erkrankten Pferden, nach spezifischer
Hemmung der heterotrimeren G;-Proteine mit Pertussistoxin (PTX) bzw. N-Ethylmaleimid (NEM),
das Ausmal} dieser Proteinaktivierung untersucht werden.

4.1.1.5.1 Agonisten-induzierte Stimulierbarkeit der *S-GTPyS-Bindung bei RAO-

erkrankten Pferden

Wie erwartet fiithrten alle untersuchten Agonisten (Carbachol, Oxotremorin M, Acetylcholin) in den
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untersuchten Segmenten RAO-erkrankter Pferde ebenfalls konzentrationsabhidngig zur Zunahme
der Konzentrations-Wirkungs-Kurve und somit zur Zunahme der M,-Rezeptor-vermittelten Gi-
Protein-Aktivierung (Abb. 17 A-C). Wie im Gewebe von gesunden Pferden erhohten alle Agonisten
ab einer Konzentration von 10 umol/l die absolute **S-GTPyS-Bindungsmenge in Membranen von
Trachea und Bronchien (Abb. 17 A, B). Im Lungenparenchym von RAO-erkrankten Pferden war
Oxotremorin M in der Lage, die absolute **S-GTPyS-Bindungsmenge deutlich zu erhdhen (Abb. 17
C), was in Membranen der Lunge von gesunden Pferden nicht beobachtet werden konnte (Abb. 13
C). Die E,..-Werte der absoluten *>S-GTPyS-Bindungsmenge lagen in der Trachea fiir Oxotremorin
M, Carbachol und Acetylcholin bei jeweils 586,38 fmol/mg Protein, 466,33 tmol/mg Protein und
467,86 fmol/mg Protein; in den Bronchien bei 292,42 fmol/mg Protein, 195,97 fmol/mg Protein und
215,87 tmol/mg Protein und im Lungenparenchym bei 1005,24 fmol/mg Protein, 555,35 fmol/mg
Protein und 524,73 fmol/mg Protein. Verglichen mit den E,.-Werten gesunder Pferde (Kapitel
4.1.1.4.1) war eine Erhéhung der absoluten *’S-GTPyS-Bindungsmenge in Membranen von Trachea
und Lunge bei RAO-erkrankten Pferden festzustellen.

Um die Effizienz zu vergleichen, mit der die Agonisten die M,-Rezeptor-gekoppelten G;-Proteine
aktivieren, wurde wie in Kapitel 4.1.1.4.1 die Nettostimulation berechnet. Der effizienteste Agonist
war wie auch im gesunden Gewebe Oxotremorin M mit einer maximalen Nettostimulation von ca.
100% in der Trachea, ca. 141% in den Bronchien und 78% in der Lunge, gefolgt von Acetylcholin
und Carbachol (Abb. 18). Der Vergleich der Nettostimulation zwischen gesunden und RAO-
erkrankten Pferden zeigte fiir den effizientesten Agonisten Oxotremorin M eine Erhéhung der
Nettostimulation in Membranen von Bronchien und Lunge RAO-erkrankter Pferde (Tab. 11), was
auf eine Erhohung der funktionellen M»-Gi-Protein-Interaktion bei erkrankten Pferden hinweist.

Jedoch war nur der Wert in der Lunge statistisch signifikant (P < 0,04) (Tab. 11).
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Abbildung 17: Konzentrationsabhiingige, Agonisten-induzierte **S-
GTPyS-Bindung bei RAO.

Die *S-GTPyS-Bindung wurde mit Carbachol, Oxotremorin M und
Acetylcholin in Trachea (A), Bronchien (B) und Lunge (C)
durchgefiihrt. Jeder Versuchsansatz enthielt 10 pg Protein, 10 pmol/l
GDP und wurde mit 0,5 nmol/l **S-GTPyS fiir 120 min bei 30°C
inkubiert. Die unspezifische Bindung wurde mit 10 pmol/l
unmarkiertem GTPyS bestimmt. Die hier gezeigten Daten sind
Mittelwerte aus je fiinf Versuchen mit Trachea und Bronchien und vier
Versuchen mit Lunge — alle Gewebe mit jeweils Doppelbestimmung.
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Abbildung 18: Agonisten-vermittelte Nettostimulation der **S-GTPyS-
Bindung bei RAO.

Die **S-GTPyS-Bindung wurde mit Carbachol, Oxotremorin M und
Acetylcholin in Trachea (A), Bronchien (B) und Lunge (C)
durchgefiihrt. Die Nettostimulation wurde aus den Werten der Abb. 17
berechnet. Jeder Versuchsansatz enthielt 10 ug Protein, 10 pmol/l GDP
und wurde mit 0,5 nmol/l **S-GTPyS fiir 120 min bei 30°C inkubiert.
Die unspezifische Bindung wurde mit 10 umol/l unmarkiertem GTPyS
bestimmt. Die hier gezeigten Daten sind Mittelwerte aus je fiinf
Versuchen mit Trachea und Bronchien und vier Versuchen mit Lunge —
alle Gewebe mit jeweils Doppelbestimmung.
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Tabelle 11: Agonisten-induzierte Nettostimulation der **S-GTPyS-Bindung (En.) in respiratorischen Segmenten

gesunder und RAO-erkrankter Pferde

Oxotremorin M (1 mmol/l) Acetylcholin (1 mmol/l) Carbachol (1 mmol/l)

Nettostimulation [%] Nettostimulation [%] Nettostimulation [%]

gesund RAO gesund RAO gesund RAO
Trachea 104 +26 100 +26 53+32 66+21 54 +27 54+23
Bronchien 126 + 30 141 +£39 60 + 22 59+24 62+ 15 39+ 14
Lunge 41+8 78 + 16* 0 0 0 0
*P=0,04

4.1.1.5.2 N-Ethylmaleimid- und Pertussistoxin-vermittelte Modulation der Agonisten-
induzierten Erhohung der **S-GTPyS-Bindung bei RAO-erkrankten Pferde

Wie bereits im Respirationstrakt von gesunden Pferden durchgefiihrt (s.0.) wurden die
Membranfraktionen des Tracheal- und Bronchialepithels mit der darunter liegenden glatten
Muskulatur und des Lungenparenchyms mit NEM (100 pmol/l) bzw. PTX (1 pg/ml) vorinkubiert
und anschlieBend der konzentrationsabhiingige Einfluss von Oxotremorin M auf die *S-GTPyS-
Bindung bestimmt. Ein Vergleich der gemessenen *°S-GTPyS-Bindung von RAO-erkrankten
Pferden mit der **S-GTPyS-Bindung von gesunden Pferden soll Unterschiede in der M,-Rezeptor-
Gi-Protein-Interaktion zwischen beiden Versuchsgruppen aufdecken.

Sollte bei RAO-erkrankten Pferden tatsdchlich eine Erhdhung der funktionellen M,-G;-Protein-
Interaktion, die durch eine Erhohung der G;-Protein-Expressionsmenge zu erkldren wére, vorhanden
sein, wiirden gleiche Konzentrationen von NEM und PTX in Versuchsansitzen der RAO-
erkrankten Tiere zu einer geringeren Hemmung der ’S-GTPyS-Bindung fiihren als in den

Segmenten der gesunden Tiere.

100 umol/l NEM hemmen die Oxotremorin M stimulierte **S-GTPyS-Bindung in Membranen von
Trachea und Bronchien (Abb. 19 A, B). In Membranen vom Lungenparenchym ist zum einen keine
Stimulation der **S-GTPyS-Bindung mit Oxotremorin M zu beobachten und zum anderen ist keine
Hemmung der *’S-GTPyS-Bindung mit NEM messbar (Abb. 19 C).

Die beobachtete Hemmung der **S-GTPyS-Bindung in Trachea und Bronchien des Gewebes von
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RAO-erkrankten Pferden scheint schwécher ausgepriagt zu sein als in Trachea und Bronchien von
gesunden Pferden (Abb. 15). Im Gegensatz zu Messungen der *°S-GTPyS-Bindung in Anwesenheit
von NEM im Lungenparenchym RAO-erkrankter Pferde, ist im Lungenparenchym gesunder Pferde
eine Hemmung der *°’S-GTPyS-Bindung mit NEM messbar (Abb. 15C, 19C).

74



ERGEBNISSE

(XY
-3
-3

[fmol/mg Protein]

Spezifisch€S-GTPgS-Bindung
N N

i

100 uyM NEM -

Oxotr. M [mol/l]

20004

17501

N
a
=]
-3

12501

10001

[fmol/mg Protein]
a ~
=} o
o o

Spezifisch€S-GTPgS-Bindung
N
a
o

0

+

-1 -5 -4,5 -4 -3

i

100 uM NEM -

Oxotr. M [mol/l]

a

=3

=3
;

4004

W

=3

=3
1

[fmol/mg Protein]
8
b

100

Spezifisch€S-GTPgS-Bindung

0

+

-11 -5

100 uM NEM -

Oxotr. M [mol/l]

+ + + +

-1 5 4,5 -4 3

Abbildung 19: NEM-vermittelte Hemmung der Agonisten-stimulierten
»S-GTPyS-Bindung bei RAO.

In Gegenwart von 100 pmol/l NEM wurde die
konzentrationsabhingige, durch Oxotremorin M stimulierte, **S-
GTPyS-Bindung in der Trachea (A), den Bronchien (B) und im
Lungeparenchym (C) gemessen. Jeder Versuchsansatz enthielt 10 pg
Protein, 10 umol/l GDP und wurde mit 0,5 nmol/1 **S-GTPyS fiir 120
min bei 30°C inkubiert. Die unspezifische Bindung wurde mit 10 pmol/
1 unmarkiertem GTPyS bestimmt. Die hier gezeigten Daten sind
Mittelwerte (S.E.M.) von jeweils vier Versuchen mit

Doppelbestimmung.
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Die in Abbildung 20 gezeigten E...-Werte stammen aus der Oxotremorin M-stimulierten *°S-
GTPyS-Bindung von Gewebsmembranen RAO-erkrankter Pferde (Abb. 19) und gesunder Pferde
(Abb. 15) in Anwesenheit von 100 pmol/l NEM.

Die gemessene *°S-GTPyS-Bindung ist in allen drei untersuchten Segmenten von RAO-erkrankten
Pferden signifikant hoher als bei gesunden Pferden. In Membranen der Bronchien von RAO-
erkrankten Pferden war die absolute **S-GTPyS-Bindung am hochsten (Abb. 20). Die erhohten
Messwerte der *’S-GTPyS-Bindung im Gewebe von RAO-erkrankten Pferden lassen vermuten, dass

die Gi-Proteinexpression im Respirationstrakt kranker Pferde erhoht ist.

Trachea Bronchien Lunge

*

Spezifische**S-GTPgS-Bindung
[fmol/mg Protein]
©
(=3
o

0] = = |

0> ap0 oo ah0 9> _h0

100 pM NEM + + + + + +
Abbildung 20: Vergleich der En.-Werte der **S-GTPyS-Bindung
zwischen Kontrolle und RAO in Anwesenheit von NEM.
Vergleichende Darstellung der E,.x-Werte aus Abbildung 15 und 19
zwischen gesunden (ges.) und RAO-erkrankten Pferden (RAO). Jeder
Versuchsansatz enthielt 10 pg Protein, 10 pmol/l GDP und wurde mit
0,5 nmol/l **S-GTPyS fiir 120 min bei 30°C inkubiert. Die
unspezifische Bindung wurde mit 10 pmol/l unmarkiertem GTPyS
bestimmt. Die hier gezeigten Daten sind Mittelwerte (S.E.M.) von
jeweils vier Versuchen mit Doppelbestimmung.
* ges. vs. RAO:
Trachea: P = 0,046
Bronchien: P = 0,05
Lunge: P =0,01

PTX konnte die Oxotremorin M-stimulierte **S-GTPyS-Bindung in Trachea und Bronchien von
RAOQ-erkrankten Pferden hemmen (Abb. 21 A, B). In Membranen des Lungenparenchyms konnte
keine Stimulation der **S-GTPyS-Bindung durch Oxotremorin M festgestellt werden und doch hatte
hier PTX einen hemmenden Effekt auf die *S-GTPyS-Bindung (Abb. 21 C). Die spezifische
Bindungsmenge an **S-GTPyS war, wie auch in Versuchen mit NEM bei RAO-erkrankten Pferden,
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im Vergleich zu Trachea und dem Lungenparenchym in den Bronchien am hochsten. Die E,p.x-
Werte in Anwesenheit von PTX betrugen hierzu in der Trachea 227,9 fmol/mg Protein, in der
Lunge 338,63 fmol/mg Protein und in den Bronchien 809,1 fmol/mg Protein (Abb. 21).

Die Messwerte der spezifischen *’S-GTPyS-Bindung in Anwesenheit von PTX von gesunden (Abb.
16) und von RAO-erkrankten Pferden (Abb. 21) wurden von ,,fmol/mg Protein® in prozentuale
Stimulation umgerechnet und miteinander verglichen. Hierbei wurde die gemessene **S-GTPyS-
Bindung bei einer Oxotremorin M-Konzentration von 10® mol/l als Nullwert festgelegt und die
durch Oxotremorin M-induzierte Erhohung der *’S-GTPyS-Bindung in Prozent iiber dem Nullwert
dargestellt (Abb. 22). Die Messwerte der maximalen Stimulation betrugen in der Trachea und den
Bronchien gleichermaflen 71% bei gesunden Pferden und jeweils 113% und 90% bei RAO-
erkrankten Pferden (Abb. 22 A, B), wobei der Vergleich der ECs-Werte bei n = 4 keine Signifikanz
zeigte. Aus dem Kurvenverlauf ist jedoch ersichtlich, dass Oxotremorin M in Anwesenheit von
PTX in der Lage ist, die *S-GTPyS-Bindung in Trachea und Bronchien von RAO-erkrankten
Pferden stérker zu stimulieren als in den entsprechenden Segmenten von gesunden Pferden. Grund
hierfiir konnte eine erhohte Expression der Gi-Proteine in Trachea und Bronchien von erkrankten
Pferden sein, weil folglich unter Finfluss der eingesetzten PTX-Konzentration immer noch
geniigend nicht entkoppelte G;a-Untereinheiten vorhanden sind, die weiterhin auf die Stimulation
des M,-Rezeptors mit Oxotremorin M reagieren konnen. In Membranfraktionen des
Lungenparenchyms iiberstieg zwar bei gesunden Pferden die Agonisten-stimulierte *°S-GTPyS-
Bindung die der RAO-erkrankten Pferde (Abb. 22 C), aber gleichzeitig konnte kaum eine
Oxotremorin M-stimulierte **S-GTPyS-Bindung in Anwesenheit von PTX bei RAO-erkrankten
Pferden festgestellt werden (Abb. 21 C).
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Abbildung 21: PTX-abhingige Hemmung der Agonisten-stimulierten
3S-GTPyS-Bindung bei RAO.

Die **S-GTPyS-Bindung wurde mit Oxotremorin M in Ab- (m) und
Anwesenheit (A ) von PTX (1 pg/ml) in Trachea (A), Bronchien (B)
und Lunge (C) stimuliert. Jeder Versuchsansatz enthielt 10 pg Protein,
10 pmol/1 GDP und wurde mit 0,5 nmol/l **S-GTPyS fiir 120 min bei
30°C inkubiert. Die unspezifische Bindung wurde mit 10 pmol/l
unmarkiertem GTPyS bestimmt. Die hier gezeigten Daten sind
Mittelwerte von jeweils vier Versuchen mit Doppelbestimmung.
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Abbildung 22: PTX-abhingige, Agonisten-stimulierte **S-GTPyS-
Bindung (gesund vs. RAO).

Vergleich der mit Oxotremorin M stimulierten **S-GTPyS-Bindung in
Anwesenheit von PTX (1 pg/ml) zwischen gesunden- (w) und an RAO-
erkrankten Pferden (A) in der Trachea (A), den Bronchien (B) und im
Lungenparenchym (C). Die dargestellten Daten wurden aus Abb. 16
und 21 berechnet (siche Text).
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4.1.2 Western Blot-Analyse der Gi,-Proteinmenge

Da -wie oben beschriecben — die M,-Rezeptor-vermittelte Aktivierung der Gi-Proteine im
Respirationstrakt RAO-erkrankter Pferde verstirkt zu sein scheint, war es von groflem Interesse, die
Gi-Protein-Expressionsmenge in den genannte Gewebsmembranen zu untersuchen. Zur
Bestimmung der relativen Molmasse (Molekulargewicht) der Gi-Proteine  wurden
Membranfraktionen der drei zu untersuchenden Segmente (Trachea, Bronchien, Lunge) prépariert
(siche Kapitel 3.2.2), gelelektrophoretisch aufgetrennt und auf Nitrocellulose Membran iibertragen
(siehe Kapitel 3.2.6). Mit einem G;-Protein-Antikérper wurde in allen drei Geweben eine
Proteinbande detektiert, die ~ 41 kDa betrdgt. In Abbildung 23 ist ein reprdsentativer Western Blot
eine Gi-Proteinbande in allen drei Segmenten von gesunden und RAO-erkrankten Pferden
dargestellt. Die aus den Banden densitometrisch berechneten Daten (Tab. 12) zeigten jedoch keinen
auffilligen Unterschied der Expressionsmenge der G;-Proteine zwischen allen Segmenten gesunder

und RAO-erkrankter Pferde.

gesund RAO

41KDa StV StV D | s e S

Trachea Bronchien Lunge | Trachea Bronchien Lunge

Abbildung 23: Immunoblot des Gi-Proteins

Reprisentative Darstellung des Immunoblots des Gi-Proteins in Trachea (A), Bronchien
(B) und Lungenparenchym (C). Jede Kammer ist mit 10 pg Protein der
Membransuspension beladen. Der Priméarantikorper ist gegen Gi-Proteine gerichtet. Die
Sichtbarmachung erfolgte mit Anti-Rabbit-IgG als Sekundéirantikorper.
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Tabelle 12: Densitometrische Bestimmung der Expressionsmenge von Gi-Proteinen als Mittelwerte von jeweils drei
Pferden in Doppelbestimmung je Gewebe dargestellt.

[Rohpixelwert]

gesund RAO
Trachea 1.105.992 1.112.185
Bronchien 1.454.570 1.188.769
Lunge 1.472.579 1.467.130
4.1.3 Aktivitit der Adenylatzyklase

Die  Aktivierung  G-Protein-gekoppelter =~ Rezeptoren  fiilhrt in  den  Zellen zu
Konzentrationsdnderungen intrazelluldrer Botenstoffe (sog. Second Messenger). In den meisten
Féllen 16sen Hormone, Neurotransmitter oder Pharmaka (Agonisten) enzymatische
Reaktionskaskaden aus, die entweder zu einer Erhohung oder Senkung der Second Messenger (z.B.
cAMP) fiihren. Von M,-Subtypen der muskarin-cholinergen Rezeptoren ist bekannt, dass sie einen
Abfall des intrazelluliren cAMP-Spiegels bewirken und somit den [,-adrenergen Rezeptor-
vermittelten Signalweg funktionell antagonisieren. Um zu priifen, ob der Signalweg iiber M,-
Rezeptoren bei der RAO des Pferdes verdndert sein konnte und bei iiberméBiger Obstruktion der
Atemwege eine pathogenetische Rolle spielen konnte, wurde mittels Messung der cAMP-Bildung
die Aktivitit der membranstindigen Adenylatzyklase indirekt ermittelt (siche Kapitel 3.2.5.2). Es
war notwendig, Vorversuche durchzufiihren, um die Konzentration von Forskolin, das direkt die
katalytische Untereinheit der AC und somit die cAMP-Bildung stimuliert und von Oxotremorin M,
das iiber Aktivierung der M,-Rezeptoren und verstirkte funktionelle Kopplung an das heterotrimere
Gi-Protein die AC-Aktivierung hemmt, zu ermitteln. Weiterhin wurde der Frage nachgegangen,
inwieweit die Inaktivierung der Gi-Proteine mit PTX oder NEM den Feedback-Mechanismus der
M,-Rezeptor-vermittelten AC-Regulation bei den untersuchten Segmenten RAO-erkrankter Pferde

beeinflussen wiirde.

4.1.3.1 Konzentrationsabhingige Wirkung von Forskolin auf die Adenylatzyklase-
Aktivitit

In allen drei untersuchten Segmenten des equinen Respirationstrakts von gesunden Pferden fiihrten
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erhohte Forskolin-Konzentrationen (107 bis 10* mol/l) segmentabhingig zu einer steigenden
cAMP-Produktion (Tab. 13). Die absolute Menge an produziertem cAMP war in der glatten
Muskulatur der Trachea am hochsten (387,45 pmol/mg Protein/min) und nahm iiber Bronchien bis
hin zum Lungenparenchym ab (214,99 pmol/mg Protein/min und 109,59 pmol/mg Protein/min).
Somit lag die cAMP-Bildung in der Trachea 1,8fach hoher als in den Bronchien und 3,5fach hoher
als in der Lunge.

Die forskolinabhidngige cAMP-Bildung und somit die Stimulation der Adenylatzyklase ist in
Tabelle 13 zusammengefasst.

Aus den Dosis-Wirkungskurven von Forskolin wurde eine Forskolinkonzentration von 10 umol/l

fiir die weitere Verwendung in den nachfolgenden Experimenten ermittelt.

Tabelle 13: Vergleich der Forskolin-induzierten cAMP-Produktion in drei Segmenten des Respirationstrakts (n = 3)

Trachea ‘ Bronchien Lunge
[pmol/mg Protein/min cAMP] abziiglich des Basalwerts
Forskolin 107 mol/l 20,57 +£9,95 17,14 £ 7,58 11,07 £4,16
Forskolin 10 mol/l 111,07 £ 53,19 57,21+ 16,21 27,50 + 7,03
Forskolin 10 mol/l 289,91 +91,92 169,20 + 38,58 77,98 + 13,40
Forskolin 10 mol/l 387,45 + 137,24 214,98 +37,76 109,59 = 23,90
4.1.3.2 Konzentrationsabhingige Hemmung der Forskolin-stimulierten Adenylatzyklase-

Aktivitit durch Oxotremorin M

Zur Uberpriifung der Fragestellung, ob die direkte Stimulation der AC durch Forskolin iiber die M,-
Rezeptor-vermittelte Aktivierung von Gi-Proteinen gehemmt werden kann, wurde die mit 10 umol/l
Forskolin stimulierte AC-Aktivitit mit steigenden Konzentrationen von Oxotremorin M (10 bis 10"
* mol/l) in allen drei Geweben gehemmt.

Oxotremorin M hemmte konzentrationsabhingig die Forskolin-stimulierte cAMP-Bildung in allen
drei untersuchten Segmenten. In Membranen von Bronchien und Lunge konnte eine Hemmung ab
einer Konzentration von 100 umol/l Oxotremorin M beobachtet werden. In Membranen der Trachea
wurde bereits ein hemmender Effekt der Forskolin-stimulierten AC-Aktivitit ab einer
Konzentration von 0,1 pumol/l Oxotremorin M beobachtet, wobei sich die Hemmung bis zu einer
Konzentration von 10 pmol/l verstirkte und hohere Konzentrationen von Oxotremorin M keinen

starkeren Einfluss auf die AC-Aktivitit hatten (Abb. 24).
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Abbildung 24: Hemmung der Forskolin-induzierten cAMP-Produktion
durch Oxotremorin M.

Die cAMP-Produktion wurde in der Trachea (A), in den Bronchien (B)
und im Lungenparenchym (C) von gesunden Pferden gemessen. Die
hier gezeigten Daten sind Mittelwerte aus je zwei Versuchen mit
jeweils Doppelbestimmung.
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4.1.3.3 Wirkung von N-Ethylmaleimid, Pertussistoxin und Oxotremorin M auf die
Adenylatzyklase-Aktivitit

Der Einfluss von N-Ethylmaleimid (NEM) und Pertussistoxin (PTX) auf die M,-Rezeptor-G;-
Protein-AC-Signalkaskade kann nach Messung der cAMP-Bildung weitere Informationen iiber die
M,-Gi-Protein-Interaktion liefern. NEM und PTX sind in der Lage, selektiv Gji-Proteine von M,-
Rezeptoren zu entkoppeln. Da die AC nach Stimulation des M,-Rezeptors iiber Gi-Proteine
gehemmt wird, entfillt trotz Stimulation mit einem muskarin-cholinergen Agonisten (Oxotremorin
M) somit der hemmende Einfluss auf die AC. Dadurch unterbricht die Inaktivierung der G;-Proteine
mit NEM oder PTX die M>-Rezeptor-G;-Protein-AC-Signalkaskade.

Die nach den bisherigen Ergebnissen von uns vermutete Erhohung der Gi-Protein-Aktivitdt bei
RAO-erkrankten Pferden wiirde sich auf die AC-Aktivitdt und folglich auf die cAMP-Bildung
auswirken. Die Zielstellung der Messung der AC-Aktivitit soll sein, weitere Hinweise auf
eventuelle Unterschiede im Respirationstrakt zwischen gesunden und RAO-erkrankten Pferden zu
erhalten.

Zundchst wurde der Einfluss von NEM und PTX auf die Forskolin-induzierte cAMP-Bildung
untersucht. Danach wurde die AC-Aktivitdt nach Stimulation der M,-Rezeptoren mit Oxotremorin
M gemessen, um anschlieBend die mit Oxotremorin M ausgeldste Signalkaskade mit PTX zu

hemmen.

Nachdem die AC in allen zu untersuchenden Segmenten des Respirationstrakts mit Forskolin
stimuliert wurde, war NEM in einer Konzentration von 100 pmol/l in der Lage, die Forskolin-
induzierte Stimulation in allen drei untersuchten Segmenten deutlich zu hemmen (Abb. 25 und 26),
und zwar bei gesunden (Kontrollgruppe) und bei RAO-erkrankten Pferden (RAO-Gruppe). Die
Hemmung in der Kontrollgruppe war in allen drei Geweben signifikant (Abb. 25). Bei RAO-
erkrankten Pferden konnte nur in der Trachea und in der Lunge eine signifikante Hemmung
festgestellt werden (Abb. 26).

In der Kontrollgruppe unterschied sich die cAMP-Bildung segmentabhingig. In den Bronchien
betrug die Forskolin-induzierte cAMP-Bildung 374 + 115 pmol/mg Protein/min und lag damit
4,4fach hoher als in der Trachea (85 £ 22 pmol/mg Protein/min) und 7,6fach hoher als in der Lunge
(49 £ 12 pmol/mg Protein/min) (Abb. 25). In Lungenmembranen konnte somit die niedrigste
cAMP-Bildung/AC-Aktivitét festgestellt werden (s.0.).
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Abbildung 25: Einfluss von NEM auf die Forskolin-induzierte cAMP-
Produktion.

Das Gewebe gesunder Pferde wurde mit 10 pmol/l Forskolin stimuliert.
Die hier gezeigten Daten sind Mittelwerte (S.E.M.) aus je finf
Versuchen mit jeweils Doppelbestimmung.

** p<0,01 (vs. 0 umol/l NEM)

* p=0,011 (vs. 0 umol/l NEM)

**% p < 0,01 (vs. 0 umol/l NEM)

Die cAMP-Bildung in Trachea und Bronchien der RAO-Gruppe war anndhernd identisch und
betrug in der Trachea 100 + 37 pmol/mg Protein/min und in den Bronchien 108 + 52 pmol/mg
Protein/min (Abb. 26). Hiervon unterschieden hat sich die Forskolin-induzierte cAMP-Bildung im
Lungengewebe. Die cAMP-Bildung war ca. Sfach niedriger als in der Trachea und in den

Bronchien.
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Abbildung 26: Einfluss von NEM auf die Forskolin-induzierte cAMP-
Produktion bei RAO.

Das Gewebe RAO-erkrankter Pferde wurde mit 10 pmol/l Forskolin
stimuliert. Die hier gezeigten Daten sind Mittelwerte (S.E.M.) aus je
fiinf Versuchen mit jeweils Doppelbestimmung.

Trachea: *p> 0,05 (vs. 0 umol/l NEM)

Lunge: *p> 0,05 (vs. 0 umol/l NEM)

Vergleicht man die cAMP-Bildung/AC-Aktivitit beider Versuchsgruppen, dann liegt die cAMP-
Bildung in den Bronchien der RAO-Gruppe ca. 3,5fach niedriger als in den Bronchien der
Kontrollgruppe und auch in der Lunge der RAO-Gruppe konnte eine ca. 2,5fach niedrigere cAMP-

Bildung als in der Lunge der Kontrollgruppe gemessen werden.

Folglich kann zusammengefasst werden:

NEM hemmt deutlich die AC-Aktivitét in allen Segmenten und Versuchsgruppen.

Die Lunge besitzt im Vergleich zu Trachea und Bronchien die niedrigste AC-Aktivitit.

Die AC-Aktivitdt bei RAO-erkrankten Pferden ist im Vergleich zu gesunden Pferden in Bronchien

und Lunge verringert und in der Trachea anndhernd gleich.
Als nichstes wurde PTX eingesetzt, um die Forskolin-induzierte AC-Aktivitit zu beeinflussen.

PTX war im Gegensatz zu NEM nicht in der Lage, die Forskolin-stimulierte AC-Aktivitit zu
beeinflussen (Abb. 27).
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Abbildung 27: Einfluss von PTX auf die Forskolin-induzierte cAMP-
Produktion.

Das Gewebe von einem gesunden Pferd wurde mit 10 umol/l Forskolin
in Ab- und Anwesenheit von PTX (1 ng/ml) stimuliert. Dargestellt ist
ein reprasentativer Versuch mit Doppelbestimmung.

Die in diesem Kapitel mit NEM und PTX durchgefiihrten Versuche untersuchten den letzten
Abschnitt der M,-Rezeptor-G;-Protein-AC-Signalkaskade, ndmlich die AC-Aktivitit und ihr
Syntheseprodukt cAMP. Obwohl NEM und PTX beide in der Lage sind Gi-Proteine von ihren
Rezeptoren zu entkoppeln bzw. zu inaktivieren, zeigen die ersten beiden Versuche (Abb. 25 bis 27),
dass NEM zusidtzlich die AC direkt zu beeinflussen scheint. Damit ergeben sich zwei
Angriffspunkte, an denen die M,-Rezeptor-G;-Protein-AC-Signalkaskade durch NEM beeinflusst
wird. Eine weitere Analyse der Signalkaskade mit NEM ist nicht moglich. Da PTX nur die M-
Rezeptor-gekoppelten G;-Proteine inaktiviert und keinen direkten Einfluss auf die AC zu haben
scheint, wurde weiterhin nur PTX benutzt, um die M,-Rezeptor-gekoppelten Gi-Proteine zu
inaktivieren, um Riickschliisse auf die Funktionalitit der M,-Rezeptor-G;-Protein-AC-

Signalkaskade zu ziehen.
In Abbildung 28 und in Tabelle 14 ist der Einfluss von Oxotremorin M und von Oxotremorin M in

Kombination mit PTX auf die Forskolin-induzierte cAMP-Bildung in Gewebemembranen von

gesunden und RAO-erkrankten Pferden dargestellt. Die Forskolin-induzierte cAMP-Bildung wurde
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als Basalwert definiert und mit den Messwerten fur Oxotremorin M und fir Oxotremorin M in

Anwesenheit von PTX verglichen.

In allen Segmenten des equinen Respirationstrakts war die cAMP-Produktion bei RAO-erkrankten
Pferden geringer als im Gewebe von gesunden Pferden (Abb. 28). Diese Verringerung im Gewebe
von RAO-erkrankten Pferden war in fast allen Versuchsreihen signifikant. Die P-Werte sind aus
Abbildung 28 zu entnehmen. Dies spricht fiir eine Verringerung der AC-Aktivitét bei der RAO,
aber auch eine erhohte Aktivitdt der M,-Rezeptor-G;-Protein-AC-Signalkaskade wére denkbar.

Bei gesunden und an RAO-erkrankten Pferden wurde in Anwesenheit von Oxotremorin M (1
mmol/l) eine geringe Hemmung der Forskolin-induzierten cAMP-Produktion in allen Segmenten
des Respirationstrakts gemessen, die aber aufgrund der niedrigen Versuchstieranzahl (n = 4) nicht
signifikant war. In Gegenwart von PTX schien jedoch Oxotremorin M die Forskolin-induzierte
cAMP-Produktion in allen Segmenten von gesunden Pferden (auBer Bronchien) und von RAO-
erkrankten Pferden nicht mehr zu hemmen. Allerdings zeigten die Messwerte auch hier nur einen

Trend, aber keinen signifikanten Unterschied (Abb. 28, Tab. 14).
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Abbildung 28: Oxotremorin M- und PTX-abhingige Forskolin-
induzierte cAMP-Produktion (gesund vs. RAO)

Die Forskolin-induzierte cAMP-Produktion wurde in Abhingigkeit von
Oxotremorin M (1 mmol/l) und PTX (2 pg/ml) in Trachea (A),
Bronchien (B) und Lungenparenchym (C) gemessen. Die hier gezeigten
Daten sind Mittelwerte (S.E.M.) aus je vier Versuchen mit jeweils
Doppelbestimmung.

P-Werte: Gesund vs. RAO
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Tabelle 14: Funktionelle Beeinflussung der AC (pmol/mg Protein/min) durch Oxotremorin M und PTX (n =4)

Trachea Bronchien Lunge

gesund RAO gesund RAO gesund RAO
Forskolin 10° mol/l 86,44 £2533 4323 +12,79 92,53 35,81 17,59 £ 11,11 46,25+ 11,23 9,28 + 3,69
Forsk. + Oxo M 107 mol/l 70,26 + 17,58 34,64 £ 11,12 84,23 + 30,29 14,44 + 9,06 34,64 + 6,97 3,53 +2,39
Fosk. + Oxo M + PTX 86,45 + 33,00 54,23 £ 18,70 73,45 +21,24 19,25 + 8,39 57,2+16,25 13,77 £ 0,88
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S DISKUSSION

Die p-adrenergen und muskarin-cholinergen Rezeptoren sind im equinen Respirationstrakt
weitgehend pharmakologisch/biochemisch charakterisiert. Neben ihrer Bedeutung bei der
Regulation der physiologischen Atemwegsfunktion sind diese Rezeptorsysteme bei den
pathologischen Verdnderungen der Atemwege beteiligt und somit wichtige pharmakologische
Ansatzpunkte. Die RAO des Pferdes ist eine allergische Erkrankung und ist durch entziindliche und
immunologische Vorgéinge, sowie durch Verdnderungen der Rezeptorsysteme des autonomen
Nervensystems gekennzeichnet. Es wird erginzend zu den bisherigen Untersuchungen der
Fragestellung nachgegangen, ob bei RAO das Gleichgewicht auch auf muskarin-cholinerger
Rezeptorebene gestort ist und ob solche Verdnderungen mit der Signaltransduktion der Rezeptoren
assoziiert sind, nachdem gezeigt werden konnte, dass der P-adrenerge Rezeptor-Gs-Protein-
Adenylatzyklase-Signalweg bei der RAO beeintrachtigt ist (ABRAHAM et al. 2006). Es ist bereits
bekannt, dass bei obstruktiven Atemwegserkrankungen neben dieser verminderten Aktivitit des
sympathischen (adrenergen) Nervensystems (insbesondere [-adrenerge Mechanismen) die
parasympathische (cholinerge) Aktivitdt erhoht ist, wobei flir die letztere keine Verdnderung
hinsichtlich der Anzahl und der Verteilung der muskarin-cholinergen Rezeptoren bei RAO-Pferden
festgestellt werden konnte (ABRAHAM et al. 2007A). Da jedoch bei der Pathogenese der RAO
auch die Signaltransduktionswege dieser Rezeptoren eine bedeutende Rolle spielen konnten, wurde
auf Post-Rezeptorebene die Interaktion des jeweiligen muskarin-cholinergen Rezeptorsubtyps mit
den entsprechenden G-Proteinen und Effektorproteinen in drei Segmenten des equinen
Respirationstrakts von gesunden und an RAO-erkrankten Pferden untersucht. Beim untersuchten
Gewebe handelt es sich um Membranen des Tracheal- und Bronchialepithels mit der darunter
liegenden Muskulatur und Membranen des Lungenparenchyms.

Besonderes Augenmerk wurde in dieser Arbeit auf den M,-Rezeptorsubtyp und seine Interaktion
mit Gi-Proteinen und der Adenylatzyklase gelegt, weil dieser Rezeptor in allen Segmenten des
Respirationstrakts die tiberwiegende Anzahl ausmacht (ROFFEL et al. 1988, LUCCHESI et al.
1990, YANG 1991, HADDAD et al. 1994, ABRAHAM et al. 2007A) und funktionell den f»-
Signalweg antagonisiert. Um die Interaktion des M,-Rezeptors mit den entsprechenden Gi-Proteinen
zu untersuchen, wurde zunichst eine **S-GTPyS-Bindungsstudie etabliert. Fiir die Etablierung und
Charakterisierung der **S-GTPyS-Bindung, die unter anderem von der Proteinmenge der Probe, der

Rezeptorzahl und dem Gi-Proteinlevel abhingt, wurden zunichst optimale Versuchsbedingungen
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ermittelt. Diese beinhalten den Einfluss von Mg, Na“, GDP und der Temperatur/Zeit auf die *°S-
GTPyS-Bindung. Anschlieend wurden funktionelle Untersuchungen der M,-Rezeptor-G;-Protein-
AC-Signalkaskade mit verschiedenen Agonisten und den Inhibitorsubstanzen NEM und PTX
durchgefiihrt. Weiterhin wurde mit Hilfe unterschiedlicher Versuchsmethoden die muskarin-

vermittelte Aktivierbarkeit der Effektorproteine der Adenylatzyklase untersucht.

Bislang wurde bei Pferden festgestellt, dass das muskarin-cholinerge Rezeptorsystem bei RAO in
Bezug auf die Rezeptordichte, das Vorkommen und die Ausprigung der -einzelnen
Muskarinrezeptorsubtypen im Vergleich zu gesunden Pferden unverdndert ist (KOTTKE 2005).
Der M-, My- und der M;-Rezeptor sind die vorkommenden Subtypen. Der M,-Subtyp ist der
vorherrschende Subtyp im Tracheal- (~ 80%) und Bronchialepithel (~ 80%) mit der darunter
liegenden glatten Muskulatur und im Lungenparenchym (~ 50%), gefolgt vom M;-Rezeptor in allen
drei Segmenten. Der M;-Rezeptor kommt nur zu einem geringen Anteil (24-28%) im
Lungenparenchym vor. Die Expressionsdichte der Gesamtmenge an muskarin-cholinergen
Rezeptoren nimmt von proximal nach distal ab (KOTTKE 2005). Ergédnzend konnten ABRAHAM
et al. (2007B) in einer Western Blot Analyse auch einen &hnlichen segment-abhingigen
Unterschied in der Expressionsmenge von Gi-Proteinen im equinen Respirationstrakt nachweisen
(Trachea > Bronchien > Lunge).

Die mittels der *>S-GTPyS-Bindungsstudie gemessene M,-G;-Protein-Interaktion ist grundsitzlich
von der muskarin-cholinergen Rezeptordichte abhéingig, weil eine hohe Rezeptoranzahl auch eine
groBere Anzahl an G-Proteinen aktivieren kann. Um mit der **S-GTPyS-Bindungsstudie
insbesondere die M,-G;-Protein-Interaktion zu messen, wurde die **S-GTPyS-Bindung mit den
muskarin-cholinergen Agonisten Carbachol, Acetylcholin und Oxotremorin M stimuliert. Diese war
in den Bronchien und der Trachea stirker ausgeprigt als in der Lunge. Die nachgewiesene
Stimulation der **S-GTPyS-Bindung durch die Agonisten kénnte demnach mit der Menge der
endogen vorhandenen, mit GTP beladenen Gi,-Einheiten (aktive Konformation) verbunden sein.
Gestiitzt wird diese Hypothese durch eine in-vitro-Studie, in der die M,-Rezeptor-vermittelte
Stimulation der **S-GTPyS-Bindung in Sf9 Insektenzellen, die muskarin-cholinerge Rezeptoren und
Guipy-, aber auch Gep-Proteine nebeneinander exprimieren, untersucht wurde (UUSTARE et al.
2004). In dieser Studie stimulierten die muskarin-cholinergen Agonisten Acetylcholin und
Oxotremorin M deutlich die *’S-GTPyS-Bindung, wobei sich beim Vergleich der Agonisten-
Wirksamkeit keine signifikanten Unterschiede zwischen M,/G;- und M,/Go-Membranen zeigten.

92



DISKUSSION

Auch wenn mit der vorliegenden Arbeit die Menge der Gjo-Proteine im equinen Respirationstrakt
nicht exakt quantifiziert werden konnte, kann die Beteiligung und der Einfluss der Guio-
Proteinkonzentration auf die Agonisten-stimulierte *’S-GTPyS-Bindung durch die partielle
Inhibition der funktionellen Gjo-Proteine durch NEM und PTX belegt werden (Abb. 15, Abb.16).
Die Beteiligung von Gio-Proteinen wurden auch bei anderen Rezeptorsystemen, z. B. bei Gyo-
gekoppelten  p-Opioidrezeptoren in  C6-Gliazellen und SH-SYS5Y-Zellen (menschliche
Neuroblastemzellen) (REMMERS et al. 2000) und Adenosin A;-Rezeptoren in Gehirnen von
Ratten (LORENZEN et al. 2002) untersucht. Mit der *S-GTPyS-Bindungsstudie ist es somit
moglich, die funktionelle Aktivitdt von speziell Gyo-gekoppelten Rezeptoren zu messen, weil sie
zum einen im Vergleich mit anderen G-Proteinen relativ hoch exprimiert werden und zum anderen
eine wesentlich hohere basale Austauschrate von Guanosinnukleotiden haben als G-Proteine
anderer Familien (siehe Kapitel 2.2.6 Abb. 4). AuBerordentlich wichtig fiir das Gelingen der *°S-
GTPyS-Bindungsstudie ist dariiber hinaus die Anwesenheit von Mg*", Na"und GDP (LAZARENO
1999, GONZALES-MAESO et al. 2000). Durch die Zugabe von unmarkiertem GTPyS wurde
liberpriift, ob die verwendeten Membranfraktionen **S-GTPyS umsetzen und in die G,-Einheiten
einbauen. Steigende Konzentrationen von GTPyS sollten demnach die *°S-GTPyS-Bindung
hemmen. Abb. 6 zeigt diesen Effekt und bestdtigt damit die Funktionalitidt der G-Proteine in den
verwendeten Membranfraktionen von Tracheal-, Bronchialepithel und der darunter liegenden
glatten Muskulatur und dem Lungenparenchym. GTPyS diente zusétzlich zur Bestimmung der
unspezifischen Bindung in allen durchgefiihrten **S-GTPyS-Bindungsversuchen. Die unspezifische
Bindung wurde von der Agonisten-stimulierten *S-GTPyS-Bindung subtrahiert, um die spezifische,

an die G;-Einheiten gebundene Menge an **S-GTPyS zu berechnen.

In Anwesenheit von 10 pmol/l GTPyS im Versuchsansatz wurde die *S-GTPyS-Bindung fast
vollstindig gehemmt. Weil davon auszugehen ist, dass der gemessene Rest an Bindung unspezifisch
ist, wurden 10 pmol/l GTPyS in weiteren *°S-GTPyS-Bindungsversuchen zur Bestimmung des
spezifisch gebundenen Anteils eingesetzt. Ubereinstimmend wurde diese Konzentration zur
Ermittlung der unspezifischen Bindung fiir **S-GTPyS-Bindungsstudien am Herzen von Schweinen
(HILF et al. 1989) und auch am menschlichen Gehirn benutzt (GONZALES-MAESO et al. 2000).

Zunehmende Konzentrationen von Mg”" erhdhten die Basalbindung und die stimulierte *°S-GTPyS-
Bindung bis zu einer Mg*'-Konzentration von 10 mmol/l. Diese Konzentration wurde deshalb als

optimale Konzentration im Versuchsansatz eingesetzt. Die durch Oxotremorin M stimulierte *°S-
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GTPyS-Bindung wurde von Mg stirker beeinflusst als die basale **S-GTPyS-Bindung, was die
Berechnung der Nettostimulation (Differenz) deutlich machte (Tab. 13) (SZEKERES u.
TRAYNOR 1997). Héhere Konzentrationen von Mg®* hemmten sowohl die Basalbindung als auch
die Agonisten-stimulierte **S-GTPyS-Bindung deutlich.

Die Ansatzpunkte der Wirkungen von Mg>" an G-Proteinen sind weitgehend unbekannt. Eine
Erklirung fiir die Mg*"-bedingte Beeinflussung der Basalbindung und der Agonisten-stimulierten
»S-GTPyS-Bindung konnte das FErgebnis einer erhdhten Dissoziationsrate von GDP in
Kombination einer erhdhten Assoziationsrate von *°S-GTPyS, welches nur méBig vom G-Protein

dissoziiert wird, sein (SZEKERES u. TRAYNOR 1997).

Im Gegensatz zur Mg’ '-abhiingigen Stimulation verringerte die Anwesenheit von Na' die
Basalbindung und die Agonisten-stimulierte **S-GTPyS-Bindung in der Trachea und den
Bronchien. Im Lungenparenchym war keine Stimulation der **S-GTPyS-Bindung durch
Oxotremorin M messbar, was mit der niedrigen muskarin-cholinergen Rezeptordichte
zusammenhingen konnte. Die Berechnung der relativen Stimulation war deshalb nur in der Trachea
und den Bronchien moglich und wurde durch die Zugabe von Na' verbessert (Abb. 7). Folglich
verbesserte sich das Signal-Stor-Verhiltnis bei einer Na'-Konzentration von 200 mmol/l und 300
mmol/l in der Trachea und 200 mmol/l und 500 mmol/l in den Bronchien. Daraus resultierend
wurden die weiteren Versuche mit einer Na'-Konzentration von 200 mmol/l durchgefiihrt. In
anderen Studien wurde eine geringere Na'-Konzentration (100 mmol/l) eingesetzt — allerdings
handelte es sich um eine Stimulation von Opioid-Rezeptoren an CHO-Zellen (Chinese Hamster
Ovary cells) und NG108-15-Zellen (SELLEY et al. 2000, SZEKERES u. TRAYNOR 1997). Der
Unterschied ist damit zu erklédren, dass unterschiedliche Gewebe eine unterschiedliche Rezeptor-G-
Protein-Ausstattung besitzen. In Zellen mit einem hohen Rezeptor-G-Protein-Verhéltnis (wie im
Respirationstrakt) ist die spontane Kopplung hoher, weshalb eine hohere Na'-Konzentration
eingesetzt werden muss, um die Agonisten-stimulierte **S-GTPyS-Bindung messbar zu machen
(COSTA et al. 1990, LEFKOWITZ et al. 1993). Es wird vermutet, dass Na" die Verringerung der
»S-GTPyS Basalbindung durch eine Entkopplung des Rezeptors vom G-Protein herbeifiihren
(HORSTMAN et al. 1990). Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit sind ein weiterer Hinweis
darauf, dass die segment-abhingigen muskarin-cholinergen Rezeptoren, auf ihre Dichte bezogen, an

eine proportionale Menge an G;-Proteinen gekoppelt zu sein scheinen.
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Der kritische Faktor, der iiber das Gelingen der *S-GTPyS-Bindungsstudie entscheidet, ist die dem
Versuchsansatz beigefiigte Menge an exogenem GDP. Diese GDP-Abhédngigkeit wurde bei der
Stimulation der **S-GTPyS-Bindung in einer Vielzahl von Studien beobachtet. Hierzu gehoren
folgende untersuchten Systeme: muskarin-cholinerge Agonisten an Membranen des porcinen
Vorhofs (HILF u. JAKOBS 1989, HILF et al. 1989) und CHO-Zellmembranen (LAZARENO
1999), aber auch Membranfraktionen des Gehirns der Ratte und des menschlichen Gehirns
(OLIANAS u. ONALI 1996, GONZALES-MAESO et al. 2000), Adenosin A;-Agonisten im Gehirn
von Rindern (LORENZEN et al. 1993), Opioid-Agonisten in verschiedenen Zellkultursystemen
(TRAYNOR u. NAHORSKI 1995, SZEKERES u. TRAYNOR 1997), Cannabinoid-Agonisten im
Gehirn der Ratte (BREIVOGEL et al. 1998) und das chemotaktische Peptid fMeth-Leu-Phe in
HL60-Zellmembranen (WIELAND et al. 1992). Die GDP-abhingige Stimulation mit muskarin-
cholinergen Agonisten an Membranen des equinen Respirationstrakts mit anschlieBender Messung
der *’S-GTPyS-Bindung wurde bisher noch nicht durchgefiihrt.

In der Trachea, den Bronchien und in der Lunge hemmte GDP ab einer Konzentrationen von > 100
umol/l die **S-GTPyS-Bindung (Abb. 9, 10 und 11). Entscheidend fiir die Optimierung der *°S-
GTPyS-Bindungsstudie ist allerdings die Berechnung der relativen Stimulation aus der
Basalbindung und der Agonisten-stimulierten **S-GTPyS-Bindung (Abb. 9, 10 und 11 (insets)). Die
optimale GDP-Konzentration ist erreicht, wenn die relative Stimulation den hochsten Wert zeigt.
Erst in diesem Bereich kann mit der *>S-GTPyS-Bindungsstudie die Funktionalitit der M,-Rezeptor-
Gi-Protein-Interaktion mittels Stimulation der Rezeptoren mit den jeweiligen Agonisten
quantifizierbar gemacht werden. Diese Konzentration betrug 10 pmol/l in der Trachea und in den
Bronchien. Im Lungenparenchym verinderte sich die stimulierte **S-GTPyS-Bindung und die
Kontrollbindung kaum, weshalb hier kein Anstieg der relativen Stimulation beobachtet werden
konnte. Im Lungenparenchym ist die Dichte der muskarin-cholinergen Rezeptoren, wie bereits oben
erwahnt, am niedrigsten. Deshalb ist es kaum mdoglich, das stimulierte Signal vom
Hintergrundrauschen abzuheben und messbar zu machen. Die verwendete GDP-Konzentration war
niedriger als die flir a,-Agonisten benutzte Konzentration in Membranen des menschlichen Cortex
(GONZALES-MAESO et al. 2000) und die verwendete Konzentration fiir muskarin-cholinerge
Agonisten in Membranen des Bulbus olfactorius der Ratte (OLIANAS u. ONALI 1996), die in
beiden Fillen 50 umol/l betrug. Fiir die *’S-GTPyS-Bindungsstudie in Membranfraktionen des
Herzens wurde allerdings nur 1 pmol/l GDP eingesetzt, um die Stimulation mit muskarin-

cholinergen Agonisten zu messen (HILF et al. 1989). Im Unterschied zu den genannten Studien und
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der vorliegenden Arbeit stimulierte in Membranfraktionen von PC-12-Zellen Adrenalin die *°S-
GTPyS-Bindung in anndhernd gleicher Hohe in An- und Abwesenheit von GDP und wurde nicht
als limitierender Faktor der Bindungsstudie charakterisiert (TIAN et al. 1994). Demnach ist die
Zugabe von GDP, wie auch in der vorliegenden Arbeit, unverzichtbar, um die Stimulation von
Pertussistoxin-sensitiven G-Proteinen (G;) zu messen, aber weniger wichtig, um die von
Pertussistoxin-unempfindlichen G-Proteinen (z.B. Gy, G;) zu ermitteln. Dies unterstreicht die
Bedeutung des gekoppelten, spezifischen G-Protein-Typs in einzelnen Versuchssystemen
(OFFERMANNS et al. 1994). Die Wirkung von Mg”", Na" und GDP auf die **S-GTPyS-Bindung
macht deutlich, dass G-Protein-Prozesse vielfdltig beeinflusst werden (BIRNBAUMER et al. 1990).

Weiterhin wurden die Potenz und die Wirksamkeit von drei Muskarin-Rezeptor-Agonisten
(Oxotremorin M, Carbachol, Acetylcholin), die *’S-GTPyS-Bindung zu stimulieren, an Membranen
von Tracheal-und Bronchialepithel mit der darunter liegenden glatten Muskulatur und dem
Lungenparenchym von zunichst gesunden Pferden iiberpriift. Von den untersuchten Agonisten
stimulierte Oxotremorin M am stirksten mit einer Stimulation der **S-GTPyS-Bindung von jeweils
104% und 126% in der Trachea und den Bronchien. Eine vergleichbare, aber niedrigere Stimulation
konnte fiir die Agonisten Carbachol und Acetylcholin gemessen werden. Carbachol und
Acetylcholin stimulierten die **S-GTPyS-Bindung in Trachea und Bronchien mit jeweils Werten um
die 50 und 60%. Im Lungenparenchym stimulierte nur Oxotremorin M mit 41% die **S-GTPyS-
Bindung.

Der Antagonist Atropin war in der Lage, in einer Konzentration von 10 umol/l die Stimulation aller
Agonisten in allen drei Segmenten vollstindig zu hemmen. Das belegt zum einen die Beteiligung
von muskarin-cholinergen Rezeptoren und deren Kopplung an Gi-Proteine und bestdtigt zum
anderen, dass die Messung der M,-Rezeptor-Gi-Protein-Interaktion mit der **S-GTPyS-
Bindungsstudie moglich ist.

Die Messwerte decken sich mit Untersuchungen von HILF u. JAKOBS 1989, die am porcinen
Herzen eine 70%ige Stimulation der **S-GTPyS-Bindung durch Carbachol messen konnten, die von
Atropin geblockt werden konnte. GONZALES-MAESO et al. 2000 fanden allerdings eine
geringere Stimulation der **S-GTPyS-Bindung (25%) fiir Carbachol im menschlichen Gehirn
(GONZALES-MAESO et al. 2000). Eine Carbachol- und Acetylcholin-vermittelte Stimulation der
»S-GTPyS-Bindung konnte im Bulbus olfactorius der Ratte festgestellt werden, wobei kein

Unterschied zur Stimulation der **S-GTPyS-Bindung durch Oxotremorin M vorhanden war
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(OLTANAS u. ONALI 1996). Da in der glatten Muskulatur des Respirationstrakts vorwiegend der
M,-Rezeptorsubtyp vorkommt und Oxotremorin M als M,-selektiver Agonist und partieller M;-
Rezeptoragonist beschrieben wurde (GARVEY et al. 1992, RICHARDS 1990), ist eine hohe
Oxotremorin M-vermittelte Stimulation der *>S-GTPyS-Bindung zu erwarten. Demzufolge steht die
gemessene maximale Stimulation der *S-GTPyS-Bindung mit Oxotremorin M fiir die
charakteristische, funktionelle M,-Rezeptor-G;-Protein-Interaktion im jeweils untersuchten Gewebe.
Im Lungenparenchym reicht die Muskarinrezeptoranzahl mdoglicherweise nicht aus, um eine
Rezeptor-Gi-Protein-Interaktionen mit allen Agonisten zu messen.

Die durch die drei Agonisten (Oxotremorin M, Acetylcholin, Carbachol) vermittelte Stimulation der
»S-GTPyS-Bindung in den Geweben der RAO-Gruppe stellte sich dhnlich dar wie in der
Kontrollgruppe, unterschied sich jedoch in der Hohe der maximalen Agonisten-vermittelten
Stimulation mit Oxotremorin M. Oxotremorin M war auch in der RAO-Gruppe der wirksamste
Agonist mit der hochsten Stimulation der **S-GTPyS-Bindung, und zwar in den Bronchien, gefolgt
von der Trachea und der Lunge. Acetylcholin und Carbachol stimulierten die **S-GTPyS-Bindung
in der Trachea und den Bronchien, aber nicht in der Lunge. Der Wert fiir die maximale Stimulation
der *°S-GTPyS-Bindung durch Oxotremorin M in der RAO-Gruppe lag in den Bronchien (141%)
und in der Lunge (78%) tendenziell hoher als in der Kontrollgruppe (Tab. 11). Dies kdnnte mit
einer erhdhten Anzahl an Bindungsstellen fiir **S-GTPyS begriindet sein, was eine erhdhte Menge
an G;-Proteinen im erkrankten Gewebe bedeuten wiirde.

Um die Beteiligung der Pertussistoxin-empfindlichen Proteine (G;) ndher zu charakterisieren,
wurden die Substanzen NEM und PTX eingesetzt. Beide sind in der Lage, durch Alkylierung der
G;-Proteine diese von den Rezeptoren zu entkoppeln. Im gesunden Gewebe konnte eine nicht
vollstindige Hemmung der **S-GTPyS-Bindung mit 100 umol/l NEM gemessen werden (Abb. 11).
Im Unterschied dazu fiihrte die Vorbehandlung von Membranenfraktionen des Gehirns von Mensch
und Rind mit 100 umol/l NEM zu einer fast vollstindigen Hemmung der basalen und der
Agonisten-stimulierten **S-GTPyS-Bindung, was als eine Interaktion der untersuchten muskarin-
cholinergen Rezeptoren (GONZALES-MAESO et al. 2000, OLIANAS u. ONALI 1996) und
Adenosin-Rezeptoren (A;) (LORENZEN et al. 1993) mit G;-Proteinen gedeutet wurde. Durch den
Einsatz von NEM bei RAO-Pferden konnte keine deutliche Hemmung der *’S-GTPyS-Bindung
gezeigt werden (Abb. 19). Vergleicht man die **S-GTPyS-Bindung im gesunden Gewebe mit dem
von RAO-erkrankten Pferden, dann wird bei gleicher NEM-Konzentration im kranken Gewebe
mehr *>S-GTPyS gebunden (Abb. 20). Die Ergebnisse deuten auf eine erhdhte Menge an Gi-
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Proteinen im Gewebe von RAO-erkrankten Pferden hin, weil die eingesetzte NEM-Konzentration —
im Gegensatz zum gesunden Gewebe — nicht ausreicht, um einen vergleichbar umfangreichen
Anteil der Gi-Proteine von M,-Rezeptoren zu entkoppeln. Eine Vorbehandlung des Gewebes mit

PTX sollte diese Hypothese bestétigen.

PTX (10 pg/ml) konnte in Zellen (NG108-15-Zellen), die Opioidrezeptoren exprimieren, eine
komplette Hemmung der **S-GTPyS-Bindung hervorrufen, wobei die Vorinkubationszeit bei 24
Stunden lag (SZEKERES u. TRAYNOR 1997). In Membranen des Herzens wurde bei
Vorbehandlung des Gewebes mit PTX (72 pg/ml) die basale und Carbachol-vermittelte **S-GTPyS-
Bindung auf weniger als 35% des Basalwerts reduziert (HILF et al. 1989). Die M,-Rezeptor-G;-
Protein-Interaktion wurde bisher im equinen Respirationstrakt mittels der *°S-GTPyS-
Bindungsstudie unter Verwendung von muskarin-cholinerger Agonisten und PTX noch nicht
untersucht.

In Abb. 16 und 15 ist dargestellt, dass sowohl PTX als auch NEM die absolute **S-GTPyS-Bindung
bei gesunden Pferden hemmte. Die Nettostimulation der *>S-GTPyS-Bindung durch Oxotremorin M
war in Anwesenheit von PTX in der Trachea und den Bronchien von gesunden Pferden niedriger als
im Gewebe von an RAO-erkrankten Pferden (Abb. 22). PTX konnte allerdings die **S-GTPyS-
Bindung unter gleichen Versuchsbedingen im erkrankten Gewebe nicht gleichermaBlen reduzieren.
Die PTX-vermittelte Hemmung bestitigt aber trotzdem wie NEM die Hemmung der **S-GTPyS-
Bindung und damit die Schlussfolgerung, dass die Gi-Proteinmenge im erkrankten Gewebe erhoht
ist.

Zum Nachweis eines segmentabhingigen Unterschieds (Trachea, Bronchien, Lunge) in der
Expressionsmenge von Gg-Proteinen im equinen Respirationstrakt wurde eine Western-Blot-
Analyse durchgefiihrt. Das Gi-Protein wurde bei ~ 41 kDa nachgewiesen, wobei keine Unterschiede
hinsichtlich der Expressionsmenge in den einzelnen Segmenten nachweisbar waren. Der Vergleich
der Kontroll- mit der RAO-Gruppe zeigte keine nennenswerten Verdnderungen (Tab 16). Die
verwendeten Gi-Antikorper waren allerdings keine spezifischen Antikorper fiir die Spezies Pferd.
Aufgrund der Heterogenitét und Spezifitit der Familie der G;-Proteine ist wahrscheinlich, dass diese
Antikorper nicht alle vorhandenen Gi-Proteine erfassen und somit die Ergebnisse der Western Blot
Analyse nicht in vollem Umfang dem tatsdchlichen Funktionszustand des Gewebes entsprechen.
Fiir eine erhohte Menge an Gi-Proteinen im Respirationstrakt von RAO-erkrankten Pferden spricht

aber die hohere absolute *>S-GTPyS-Bindung (fmol/mg Protein). Zu beachten ist allerdings, dass
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der Basalwert grundsitzlich ebenfalls erhoht war und damit auch auf eine erhohte
Expressionsmenge von G-Proteinen anderer Familien hindeutet. Erst die Stimulation mit
Oxotremorin M in Anwesenheit von PTX liel auf die Veridnderung der PTX-empfindlichen G-

Proteine schlieBen. In der Literatur liegen hierzu keine Vergleichsdaten vor.

Das muskarin-cholinerge System ist an der Kontraktion der glatten Muskulatur der Atemwege und
der bronchialen Schleimsekretion beteiligt und muss im Zusammenhang mit dem sympatho-
adrenergen System, das die Bronchodilatation bewirkt, betrachtet werden. Die adrenergen B-
Rezeptoren (hauptsidchlich vom Subtyp B,) verhalten sich in ihrer Verteilung umgekehrt zu den
muskarin-cholinergen Rezeptoren (Lunge > Bronchien >>> Trachea). Im Respirationstrakt von an
RAO erkrankten Pferden wurde eine verminderte Anzahl der B,-Adrenozeptoren in Bronchien und
Lungenparenchym (42% und 33% niedriger) im Vergleich zu gesunden Pferden festgestellt und
eine verminderte B-Agonisten-induzierte Stimulierbarkeit der Adenylatzyklase in den Atemwegen
gemessen (ABRAHAM et al. 2007A). Eine Abnahme der ,-Adrenozeptorzahl wurde ebenfalls bei
Asthmatikern nachgewiesen (SZENTIVANYI 1979) und auch experimentelle Daten aus
Tiermodellen fiir das Asthma beim Menschen bestitigten dies (ENGELS et al. 1989). Es stellte sich
immer die Frage, ob die klinischen Erscheinungen des Asthma bronchiale beim Menschen und bei
der RAO des Pferdes hiermit erkldrt werden konnen, vor allem, weil zum Teil iiber keine
Verdnderungen (HADDAD et al. 1996), aber auch iiber eine erhohte Expression von B-adrenerger
Rezeptoren bei Asthma berichtet wurde (BAI et al. 1992). Unterschiedliche Ergebnisse der -
Adrenozeptorendichte beim Asthma koénnen durch verschiedene Faktoren bedingt sein, wie
besonders die Schwere des Krankheitsbildes und rezeptorbeeinflussende Arzneimittel, die die
Rezeptordichte erheblich beeinflussen konnen.

M,-Rezeptoren sind an G;-Proteine gekoppelt und senken tliber die Hemmung der AC den cAMP-
Spiegel und fithren damit zu einer Kontraktion der glatten Muskulatur. Dieser Signalweg steht in
direktem Gleichgewicht mit der B,-G,-Proteininteraktion, welche die cAMP-Bildung {iber eine
Stimulation der AC steigert. Beide G-Proteine (G; und Gs) beeinflussen das Effektorprotein
Adenylatzyklase.

Bisher wurde festgestellt, dass die mit Isoproterenol (B,) stimulierte AC-Aktivitit im equinen
Respirationstrakt von Trachea iiber Bronchien bis hin zur Lunge abnimmt und somit der
segementabhingigen B,-Rezeptordichte im Respirationstrakt gegenlaufig ist (ABRAHAM et al.

2003). Bestdtigt wurde diese These durch Versuche bei Meerschweinchen und Kaninchen, wo ein
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topographischer Unterschied in der Signaliibertragungskaskade des B,-Adrenozeptors beobachtet
werden konnte. Dies duferte sich in einer stirkeren Relaxation in der Trachea als in den Bronchien
trotz geringerer Rezeptordichte, was als Hinweis auf eine effektivere Signaltransduktion in der
Trachea gewertet werden kann (SCHRAMM 2000). Im Respirationstrakt von Rindern hingegen
scheint die Aktivitdt der AC eine geringere Rezeptordichte, wie zum Beispiel bei dlteren Tieren,
auszugleichen, weil sich die gemessene cAMP-Produktion nicht unterscheidet (ROETS u.
BURVENICH 1995).

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen im gesunden Gewebe ebenfalls eine segmentabhingige
Reduzierung der AC-Aktivitit von Trachea iiber Bronchien bis hin zur Lunge (Abb. 24).
Oxotremorin M (M,) war in der Lage, die Forskolin-induzierte cAMP-Produktion in allen drei
Segmenten des equinen Respirationstrakts zu hemmen, was die M,-Rezeptor-vermittelte Hemmung
der AC bestitigt. Der Vergleich der Wirkung der beiden Substanzen NEM und PTX auf die
Forskolin-induzierte cAMP-Produktion zeigte, dass NEM in der Lage ist, bei gesunden und RAO-
erkrankten Pferden die induzierte cAMP-Produktion zu hemmen (Abb. 25 und 26). PTX hemmte
die Forskolin-induzierte cAMP-Produktion nicht (Abb.27). Dieser Unterschied in der Wirkung
beider Hemmstoffe ist darin begriindet, dass NEM, im Gegensatz zu PTX, einen direkten Einfluss
auf die Schwefel-Wasserstoff-Gruppen des katalytischen Zentrums der AC nimmt und diese
alkyliert (SIGAFOOS u. ABRAMOWITZ 1986, TAKATS et al. 1990). Durch NEM werden somit
nicht nur die G;-Proteine inaktiviert, sondern gleichzeitig auch die AC direkt gehemmt. Folglich
iiberschattet die Verdnderung der AC in den mit NEM durchgefiihrten Versuchsansitzen die
Alkylierung der Gi-Proteine. Aus diesem Grund kann nur PTX zur Uberpriifung der M,-G;-Protein-
AC-Signalkaskade verwendet werden.

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass sich die AC-Aktivitdt nicht nur in den
verschiedenen Segmenten des equinen Respirationstrakts, sondern auch zwischen der
Kontrollgruppe und der RAO-Gruppe unterscheidet. Die Forskolin-induzierte cAMP-Produktion
war im Allgemeinen bei an RAO-erkrankten Pferden reduziert (Abb. 28). Unter dem M,-
Rezeptoragonisten Oxotremorin M zeigte sich, dass Oxotremorin M die Forskolin-induzierte
cAMP-Produktion hemmt und PTX in der Lage ist, diese M,-Rezeptor-vermittelte Hemmung
(durch Entkopplung der Gi-Proteine vom M,-Rezeptor) zu unterbinden (Abb. 28). Der
Hauptunterschied hinsichtlich der Funktionalitit der M,-Gi-Protein-AC-Signalkaskade zwischen
gesunden und RAO-erkrankten Pferden blieb folglich die Beobachtung, dass die Forskolin-
induzierte cAMP-Produktion bei an RAO-erkrankten Pferden im Vergleich zu gesunden Pferden
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reduziert ist. Dies deckt sich mit der Hypothese, dass die G;-Expression im erkrankten Gewebe
erhoht ist (siehe oben). Eine krankheitsbedingte Verschiebung des Gy/G;-Gleichgewichts zugunsten
des Gi-Protein-Signalwegs und die verringerte [,-Adrenozeptorzahl bei RAO-Pferden wire als
funktioneller Mechanismus zur Erkldrung der gemessenen Verminderung der cAMP-Produktion
denkbar, der letztendlich zu einer Bronchokonstriktion bei RAO-erkrankten Pferden fithren konnte.
Im Einklang mit den beschriebenen Erkenntnissen war in der Trachealmuskulatur von Kaninchen
die verstirkte M,-G;-Protein-Hemmung der Isoproterenol-induzierten Relaxation mit einer
verminderten cAMP-Bildung und mit einer erhohten Gi-Protein-Expression assoziiert
(HAKONARSON et al. 1995). In Bronchien und im Lungenparenchym des equinen
Respirationstrakts scheint dies ebenfalls der Fall zu sein, wobei die geringe Rezeptordichte die
Erfassung der funktionellen Interaktion auf der Ebene ,,Rezeptor — G-Protein* schwierig macht. Im
Gegensatz hierzu zeigen die Ergebnisse von Versuchen mit Basenji-Greyhound-Hunden mit
unspezifischer natiirlicher Hyperreaktivitit der Atemwege eine erhohte M,-Rezeptor-Expression,
kombiniert mit einer verstirkten Hemmung der AC (EMALA et al. 1995). Weiterhin wurde eine
Dysfunktion muskarin-cholinerger Autorezeptoren (M,) vermutet (ZHANG et al. 1999), jedoch
belegten andere funktionelle Studien dies nicht (WANG et al 1995A). Das in der vorliegenden
Arbeit verwendete Probenmaterial beinhaltet priparationsbedingt postsynaptische und
prasynaptische muskarin-cholinerge M,-Rezeptoren. Deshalb konnten die Untersuchungen keinen
vollstindigen Aufschluss dariiber geben, ob die M,-Rezeptor-G;-Protein-Interaktion post- oder
prasynaptisch  verdndert ist. Grundsidtzlich kann beim Asthma oder so genannten
»Asthmatiermodellen® — wie auch hier bei der RAO des Pferdes — eine gestorte M,-Rezeptor-G-
Protein-Interaktion des prisynaptischen M,-Rezeptors als wahrscheinlich angenommen werden.
Sowohl durch Antigensensensibilisierung, als auch durch Infektion mit Parainfluenzaviren oder
durch Ozon und andere allergene Substanzen konnte in Asthmatiermodellen eine funktionelle
Veranderung des priasynaptischen M,-Rezeptors festgestellt werden. So konnten zum Beispiel
COSTELLO et al (1997) in Ovalbumin-sensibilisierten Meerschweinchen sowie SONG et al.
(1997) in sensibilisierten Bronchialringen vom Menschen nach Antigenexposition eine Infiltration
von eosinophilen Granulozyten, die das Major Basic Protein (MBP) freisetzen, nachweisen. MBP
bindet als allosterischer Antagonist an den M,-Rezeptor und blockiert dadurch den negativen
Riickkopplungsmechanismus der Acetylcholinfreisetzung (JACOBY et al. 1993). Andere
Untersuchungen bestitigen die Rolle von MBP bei der Pathogenese der obstruktiven

Atemwegserkrankungen (SCHULTHEIS et al. 1994, YOST et al. 1999). Die Rolle des MBP bleibt
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aber bei der RAO des Pferdes fraglich, weil hier eine Infiltration von neutrophilen Granulozyten
vorherrscht (im Gegensatz zu einer Eosinophilie beim Asthma bronchiale), die jedoch ebenfalls
Substanzen freisetzen, die zu einer Verdnderung des Atemwegsepithels beitragen konnen (SASSE
2000, DAVIS und RUSH 2002). Proinflammatorische Zytokine sollen die Bindungskapazitdt des
Rezeptors ebenfalls beeinflussen (JACOBY et al. 1998). In einer fritheren Untersuchung beim
Asthma bronchiale wurde gezeigt, dass die hemmende Funktion prisynaptischer Rezeptoren
verringert zu sein scheint (MINETTE et al. 1989).

Die Dysfunktion des pridsynaptischen M,-Rezeptors, ob durch MBP, Cytokine oder Allergene
bedingt, fiihrt zu einer allméhlichen Freisetzung von Acetylcholin aus den parasympathischen
Nervenfasern und somit zu einer Kontraktion der Atemwege, die mit einer Hypersekretion einher
geht. Postsynaptisch konnen der M,- und Ms-Rezeptorsignalweg ebenfalls eine Konstriktion der
Atemwege und eine Hypersekretion verursachen. Uber einen Cross-Talk-Mechanismus wird
gleichzeitig das adrenerge Nervensystem durch das muskarin-cholinerge System negativ
beeinflusst, was zu einer Downregulation und damit zu einer herabgesetzten Ansprechbarkeit fiir
Sympathomimetika (Relaxation) fiihrt. So kann bereits die Verdanderung der G;-Proteinmenge im
Bereich des prasynaptischen M,-Rezeptors beim Asthma bronchiale und der equinen RAO zu einer
iberméfBigen Atemwegshyperreaktivitdt fiihren.

Allerdings konnte auch die Phosphorylierung der f-Adrenozeptoren durch die Proteinkinase C, die
durch Aktivierung von Mj-Rezeptoren induziert wird, hierbei eine tragende Rolle spielen.
GRANDORDY et al. 1994 konnten diesen Effekt in der Trachealmuskulatur von gesunden Rindern
feststellen und schlussfolgerten daraus, dass eine Verbindung zum herabgesetzten
Kopplungsvermdgen der -Adrenozeptoren beim Asthma besteht. Von TOHDA et al. 2002 wurde
der Bronchospasmus bei mit Ovalbumin sensibilisierten Meerschweinchen mit einer
Uberexpression des M;-Rezeptors erklirt, ohne dabei die Signalkaskade zu untersuchen.
M;-Rezeptoren koppeln an G, Proteine, die das membranstindige Enzym PLC aktivieren, wodurch
es liber weitere Schritte zur Kontraktion der glatten Muskulatur kommt. Dieser Signalweg ist somit
ein direkter Gegenspieler der B,-Rezeptor-Signalkaskade (siche oben). Die Expressionsdichte und
Verteilung des M;-Subtyps im Respirationstrakt von an RAO-erkrankten Pferden ist zumindest
nicht verdndert, aber in Kombination mit der Abnahme der B,-Adrenozeptoren kommt es zu einer
Verschiebung des physiologischen Verhéltnisses zwischen Kontraktion und Relaxation der glatten

Atemwegsmuskulatur auf die Seite der Kontraktion (KOTTKE 2005).
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Ursache fiir die beschriebenen Verdnderungen der muskarin-cholinergen Signalkaskade ist
wahrscheinlich eine Beeinflussung durch proinflammatorische Zytokine und/oder Allergene. Eine
gro3e Anzahl an Entziindungsmediatoren tritt mit einer Vielzahl von intrazelluldren Signalwegen in
Wechselwirkung, die in threm Zusammenspiel zur Bronchokonstriktion bei der RAO des Pferdes
fiihren konnen. Untersuchungen, die diese Zusammenhinge aufkldren, konnten in Zukunft zum
Verstidndnis der Pathogenese der RAO beitragen und neue pharmakologische Angriffspunkte
aufzeigen. Zumindest ist die Verdnderung der M,-Rezeptor-G;-Protein-AC-Signalkaskade ein
wichtiger Baustein, der zum klinischen Erscheinungsbild der RAO beim Pferd beitrdgt. Die
Ergebnisse zeigen, dass bei der RAO nicht nur eine Verschiebung des muskarin-
cholinergen/adrenergen Gleichgewichts durch B-Adrenozeptor-Downregulation, sondern auch eine
erhohte  Funktionalitit des  M,-Rezeptor-Gi-Protein-AC-Signalkaskade ~ zur  erhdhten
bronchokonstriktorischen Aktivitdt beitrdgt. Die Ergebnisse dieser Arbeit liefern somit die
Grundlage fiir ein Evidenz-basiertes Konzept der Pharmakotherapie der RAO des Pferdes mit
Muskarin-M,-selektiven ~ Antagonisten zusdtzlich zur etablierten Basistherapie mit J3,-

Sympathomimetika, insbesondere wenn gegeniiber diesen bereits eine Toleranz besteht.
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Muskarin-cholinerge und adrenerge Rezeptoren des autonomen Nervensystems im Respirationstrakt spielen
sowohl bei der physiologischen Regulation der Atemwegsfunktion als auch bei der Entstehung und
Behandlung wiederkehrender obstruktiver Atemwegserkrankungen (RAO) des Pferdes eine wichtige Rolle.
Im Wesentlichen sorgen diese Rezeptorsysteme fiir eine Relaxation und bzw. oder Kontraktion der glatten
Atemwegsmuskulatur. Bei einer Erkrankung der Atemwege wird eine Stérung der Balance beider
Rezeptorsysteme vermutet. Neuere Forschungsergebnisse belegen, dass zum einen der p—adrenerge

Rezeptor-G -Protein-Adenylatzyklase-Signalweg im Respirationstrakt RAO-erkrankter Pferde beeintrichtigt

ist. Gleichzeitig war die Verteilung und Dichte der muskarin-cholinergen Rezeptoren unverdndert. Die
Signaltransduktionswege, insbesondere die des muskarin-cholinergen Rezeptorsystems, wurden jedoch
bisher noch nicht ausreichend untersucht.

Membranen des Lungenparenchyms sowie des Tracheal- und Bronchialepithels mit der darunter liegenden
glatten Muskulatur gesunder und RAO-erkrankter Pferde wurden hinsichtlich der Funktionalitit der M,-
Rezeptor-G-Protein-AC-Kopplungsmechanismen mittels **S-GTPyS-Bindungsstudien untersucht.

Mit verschiedenen muskarin-cholinergen Agonisten und den Substanzen N-Ethylmaleimid (NEM) und
Pertussistoxin (PTX) wurde die M,-Rezeptor-G-Protein-Kopplung iiberpriift. Vorher war die Ermittlung der
Konzentrationen von Na® (200 mmol/l), Mg?" (10 mmol/l) und GDP (10 umol/l) zur Etablierung einer
optimierten ¥S-GTPyS-Bindung notwendig.

Es konnte gezeigt werden, dass die Basalbindung und die Agonisten-stimulierte 33S-GTPyS-Bindung
zeitabhingig ist und eine Inkubationszeit festgelegt werden musste, bei der eine hohe relative Stimulation

gemessen werden konnte. Diese Inkubationszeit lag bei 120 min bei einer Temperatur von 30°C. Bis zu
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diesem Zeitpunkt stieg die relative Stimulation der **S-GTPyS-Bindung.

Die muskarin-cholinergen Agonisten Oxotremorin M, Carbachol und Acetylcholin waren in der Lage die
3S-GTPyS-Bindung in allen untersuchten Segmenten bei gesunden und bei an RAO-erkrankten Pferden zu
stimulieren, wobei Oxotremorin M die *»S-GTPyS-Bindung stirker als Carbachol und Acetylcholin
stimulierte. Die maximale relative Stimulation lag in den Bronchien bei 126 %, in der Trachea bei 104 %
und in der Lunge bei 41 %. Diese segmentabhéngige Stimulierbarkeit der 3S-GTPyS-Bindung entspricht der
Dichte der M,-muskarin-cholinergen Rezeptoren, die an G-Proteine gekoppelt sind. Bei an RAO-erkrankten
Pferden konnte eine tendenziell stirkere Agonisten-stimulierte Interaktion zwischen den M, -muskarin-
cholinergen Rezeptoren und G-Proteinen gemessen werden (Bronchien 141 % und Lunge 78 %) als bei
gesunden Pferden. Dies konnte mit einer erhohten Anzahl an Bindungsstellen fiir 3S-GTPyS begriindet sein,
was eine erhohte Menge an G.-Proteinen im erkrankten Gewebe bedeuten wiirde. Hierfiir spricht die
Hemmung der ¥S-GTPyS-Bindung mit NEM und PTX, die die Agonisten-vermittelte **S-GTPyS-Bindung
im Gewebe von an RAO-erkrankten Pferden schwicher hemmte als im Gewebe von gesunden Pferden.

Die indirekte Messung der AC-Aktivitit zeigte eine segmentabhingige Reduzierung der cAMP-Produktion
von Trachea iiber Bronchien bis hin zur Lunge. Oxotremorin M hemmte die Forskolin-vermittelte cAMP-

Produktion, und PTX war in der Lage diese durch Entkopplung der G-Proteine vom M, -Rezeptor zu

hemmen. Ein weiterer Hinweis auf die erhohte Menge von G-Proteinen im Gewebe RAO-erkrankter Pferde

war die gemessene Reduzierung der Forskolin-induzierten cAMP-Produktion.

In der vorliegenden Arbeit wurde erstmalig die Methode zur Messung der Rezeptorinteraktion mit
korrespondierenden G-Proteinen - die **S-GTPyS-Bindung - in Geweben des Respirationstrakts von Pferden
etabliert. Die Stimulation mit muskarin-cholinergen Agonisten fiihrte zu einer erhdhten 3S-GTPyS-Bindung
bei an RAO-erkrankten Pferden. AuBerdem konnte bei RAO eine Reduzierung der Forskolin-induzierten

cAMP-Produktion beobachtet werden. Diese Ergebnisse deuten auf eine erhdhte G,-Proteinmenge hin. Somit
verschiebt sich bei RAO das G/G -Gleichgewicht auf Seite des G-Protein-vermittelten Signalwegs. Diese
Verinderung des M,-Rezeptor-G,-Protein-Signalwegs trigt, wie auch die Verschiebung des muskarin-

cholinergen/adrenergen  Gleichgewichts durch p-Adrenozeptor-Downregulation, letztendlich  zur
bronchokonstriktorischen Aktivitidt bei RAO bei. Die Ergebnisse dieser Arbeit liefern somit die Grundlage
fiir ein Evidenz-basiertes Konzept der Pharmakotherapie der RAO des Pferdes mit Muskarin-M,-selektiven
Antagonisten zusétzlich zur etablierten Basistherapie mit [,-Sympathomimetika, insbesondere wenn

gegeniiber diesen bereits eine Toleranz besteht.
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Muscarinic actylcholine receptor (mAchR) and B-adrenergic receptors play a dominant role in the
regulation of airway basal tone and are involved in pathological alterations in airway diseases.
Activation of muscarinic actylcholine receptors lead to contraction of the airway smooth muscles where
as P-adrenergic receptors relax the airway smooth muscles, thus both receptor systems balance the
function of the airway smooth muscle tone. In airway diseases supposed to occur a imbalance between
the two receptor mechanisms.

Recent studies have shown that the B-adrenergic receptor G -protein adenyly cyclase pathway is

changed in bronchial smooth muscle and in lung parenchyma in RAO. In contrast the segment
dependent receptor density and appearance of different receptor subtypes of the muscarin-cholinergic
system is not altered in horses with Recurrent Airway Obstruction (RAQO). The signal pathways
especially of the mAchRs have not been investigated thoroughly.

In the present study, the muscarinic M, receptor G,-protein Adenylyl cyclase coupling mechanism was

investigated in membranes of tracheal and bronchial epithelium with the underlying smooth muscle and
lung parenchyma obtained from healthy horses and from horses with RAO using **S-GTPyS binding
assays. Using these binding studies, the receptor-G-protein-coupling were assessed by using different
muscarin-cholinergic agonists and substances like N-ethylmaleimid (NEM) and pertussistoxin (PTX). In
advance, it was necessary to detect the concentrations of Na* (200 mmol/l), Mg?* (10 mmol/I) and GDP
(10 umol/l) to establish an optimized *S-GTPyS binding study.

The basal and the agonist stimulated **S-GTPyS binding is influenced by the incubation time. The
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relative stimulation of the »S-GTPyS binding achieved the maximum at 120 min. Even though a higher
total 3>S-GTPyS binding was measured after 120 min, the relative stimulation was decreasing.

The muscarin-cholinergic agonists oxotremorin M, carbachol and acetylcholin stimulated the 3S-GTPyS
binding in all three investigated segments of the control group and in the segments of horses with RAO
with the potency oxotremorin M > carbachol > acetylcholin. The highest relative stimulation was
measured in bronchus (126 %) followed by trachea (104 %) and the lung (41 %). This segment
dependent reduction is similar to the density of M,-receptors which are coupled to G.-proteins. In the
segments of horses with RAO the relative stimulation induced by the agonists shows the tendency to be
higher than in the segments of healthy horses (bronchus 141 % and lung 78 %). One explanation is a
higher number of binding sites for **S-GTPyS which implies that there is a higher number of G,-proteins
in the respiratory tract in RAO. The same conclusion can be made due to weaker inhibition of the *S-
GTPyS binding by NEM and PTX in the segments of horses with RAO than in in the control group.

The activity of the AC was specificated by measuring the cAMP-production. The cAMP-production
decreased segment dependent from trachea to lung. Oxotremorin M inhibited the forskolin induced

cAMP-production and PTX reduced the oxotremorin M induced inhibition by uncoupling the G-
proteins from the M,-receptors. The forskolin induced cAMP-production in RAO was reduced and
indicates again that there is a higher expression of G,-proteins in RAO.

In this study the **S-GTPyS binding was established for the first time for native tissue of the respiratory
tract in horses. The stimulation of the 3*S-GTPyS binding by muscarin-cholinergic receptor agonists led
to an increase of the **S-GTPyS binding in horses with RAO. Furthermore, there was a reduced
forskolin induced cAMP-production observed in RAO. These results indicates higher expression of G -
proteins. Consequently the G/-G -balance shifts to the side of the G,-protein pathway in RAO. This
alteration of muscarinic M, receptor G,-protein adenylyl cyclase pathway leads in combination with the
reduced density of B3,-adrenergic receptors to a constriction of the bronchial smooth muscle in equine

RAO. The results of this study provide the basis for an evidence based concept for pharmacotherapy of
the equine RAO with muscarinic-M,-selective antagonists in addition to the therapy with f»-

sympathomimetics, particularly in occurrence of a pharmacological tolerance.
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