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1.  Einleitung 

Das vegetative oder autonome Nervensystem besteht aus zwei Hauptteilen: 

dem parasympathischen Nervensystem und dem sympathischen 

Nervensystem. Diese beiden Anteile lassen sich anatomisch, physiologisch, 

pharmakologisch und molekularbiologisch unterscheiden. Das vegetative 

Nervensystem wird zudem in einen zentralen und einen peripheren Anteil 

unterteilt. Die zentralen Anteile liegen im Rückenmark und im Hirnstamm. 

 

Sympathische präganglionäre Nervenfasern verlassen das Rückenmark in 

Höhe der Segmente Th1 bis L3. Fasern des parasympathischen 

Nervensystems folgen dem N. oculomotorius, dem N. facialis, dem N. 

glossopharyngeus und dem N. vagus. Die Organe des kleinen Beckens werden 

von den Nn. sacrales versorgt, die dem Sakralmark entspringen. Am Zielorgan 

entfaltet sich durch die sympathische bzw. parasympathische Innervation eine 

jeweils unterschiedliche Wirkung. Je nach dem funktionellen Bedürfnis kann 

durch die Steigerung oder Hemmung des einen oder des anderen Systems das 

Erfolgsorgan in der einen oder anderen Richtung beeinflusst werden. Die 

Überträgersubstanz des postganglionären Neurons des sympathischen 

Nervensystems ist Noradrenalin, beim parasympathischen Nervensystem 

handelt es sich um Acetylcholin (Kuschinsky et al., 1993). Die adrenergen und 

muskarinergen Rezeptoren der Plasmamembran werden von Adrenalin 

(Epinephrin) respektive Acetylcholin physiologischerweise stimuliert. Man 

unterscheidet aufgrund der relativen Wirksamkeit von Agonisten (Hormonen) 

und Antagonisten (Inhibitoren) verschiedene Typen von adrenergen oder 

muskarinergen Rezeptoren. 

 

Bei den Rezeptoren handelt es sich um Transmembranproteine, die Signale 

von extrazellulär nach intrazellulär vermitteln. Beim Alpha 1-Rezeptor handelt 

es sich um einen Gq-Protein gekoppelten Rezeptor, der intrazellulär die 

Phospholipase C aktiviert und somit zu einem Anstieg von IP3 

(Inositoltriphophat) und DAG (Diacylglycerol) führt (Graham et al., 1996). Beim 

Alpha 2-Rezeptor handelt es sich um einen Gi-Protein gekoppelten Rezeptor, 
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der intrazellulär negativ mit der Adenylatzyklase gekoppelt ist. Dies führt zu 

einer Reduktion des intrazellulären cAMP. Der Beta 1- und der Beta 2-Rezeptor 

sind jeweils über das Gs-Protein gekoppelt. Dies führt zu einem Anstieg des 

intrazellulären cAMP. Es wurden bislang fünf verschiedene muskarinerge 

Rezeptoren nachgewiesen. Sie gehören ebenfalls zu der großen Gruppe der G-

Protein gekoppelten Rezeptoren (Fredriksson et. al, 2003). Charakteristisch 

sind auch hier die sieben transmembranären Domänen mit jeweils drei 

intrazellulären und extrazellulären Schleifen sowie einem extrazellulären N-

terminalen und einem intrazellulären C-terminalen Ende (Abbildung 1). In der 

Familie der muskarinergen Rezeptoren sind der M1-, M3- und der M5-Rezeptor 

mit dem Gq-Protein verknüpft. Intrazellulär wird die Phopholipase C aktiviert. 

Dies führt wiederum zur Aktivierung der Proteinkinase C und des 

Inositoltriphosphtes mit einer konsekutiven Freisetzung des intrazellulären 

Kalziums. Der M2- und M4-Rezeptor sind an das Gi-Protein gekoppelt. Seine 

Stimulation führt daher zu einer Hemmung der Adenylatzyklase.  Keiner der hier 

besprochenen Rezeptoren ist an das Gp-Protein gekoppelt (Abbildung 1). 
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Abbildung 1: Schematische Darstellung eines Membranrezeptors und die 

Aktivierung der verschiedenen intrazellulären Signalkaskaden in Abhängigkeit 

vom jeweiligen G-Protein. 

 

 

  

 Die Hornhaut des Säugetiers wird sympathisch vom Ganglion cervicale 

superior innerviert. Es handelt sich hierbei um efferente Nervenfasern. Die 

Signalkette umfasst drei Neurone: vom Hypothalamus verläuft der Signalweg 

zum Centrum ciliospinale des Rückenmarks auf Höhe C8 bis Th2. Von hier 

verlassen die Fasern des zweiten Neurons das Rückenmark nahe der 

Lungenspitze und steigen über den Grenzstrang zum Ganglion cervicale 

superius nahe der Bifurkation der Karotiden auf. Die Nervenfasern des dritten 

Neurons ziehen mit der A. carotis aufwärts und treten durch den Sinus 

cavernosus in die Orbita ein, wo sie entlang von Ästen des N. trigeminus und 
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des N. abducens weiterziehen (Collins und Augustin, 1991). Verglichen mit der 

Ratte und dem Affen, scheint die Anzahl der Nervenfasern beim Kaninchen und 

der Katze am höchsten zu sein (Marfurt et al., 1989). Die parasympathische 

Innervation der Hornhaut ließ sich dagegen lange Zeit nicht eindeutig 

nachweisen und konnte nur indirekt am limbalen Gefäßnetz von Ratten gezeigt 

werden (Marfurt et al., 1998). Inwiefern eine zentrale sympathische oder 

parasympathische Regulation der Kornea existiert ist unklar. Am Epithel und am 

Endothel der Hornhaut konnten jedoch Rezeptoren nachgewiesen werden, die 

entweder dem adrenergen oder dem muskarinergen System zuzuordnen sind. 

Die Rezeptoren der Hornhaut sind teilweise sequenziert und kloniert. 

Rezeptoren, Agonisten (first messenger), Antagonisten, intrazelluläre second 

und third messenger sind in Tabelle 1 abgebildet. 

 

Tabelle 1: Übersicht der Rezeptoren, ihrer Agonisten, Antagonisten, second 

und third messenger (Proteinkinasen) 

Rezeptor Agonist Antagonist Wirkung auf den 

second 

messenger 

Wirkung auf die  

jeweilige 

Proteinkinase 

Alpha 1 Noradrenalin 

unspez. 

Phenylephrin 

spez. 

Prazosin DAG ⁭⁭ , IP3 ⁭ PKC ↑ 

Alpha 2 Noradrenalin 

unspez. 

Brimonidin spez. 

Yohimbin cAMP ↓ PKA = 

Beta 1 Isoprenalin 

unspez. 

Timolol unspez. 

Atenolol spez. 

cAMP ⁭  PKA ↑    

Beta 2 Isoprenalin 

unspez. 

Salbutamol 

spez. 

Timolol unspez. 

ICI 118.551 

spez. 

cAMP ↑ PKA ↑ 

M1 Acetylcholin 

unspez. 

Talsaclidine 

spez. 

Atropin unspez. 

Pirenzepin spez. 

DAG ↑, IP3 ↑ PKC ↑ 
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M2 Acetylcholin 

unspez. 

Arecaidin spez. 

Atropin unspez. 

Methoctramin 

spez. 

cAMP ↓ PKA = 

M3 Acetylcholin 

unspez. 

Cerimelin spez. 

Atropin unspez. 

Dorifenacin 

spez. 

DAG ↑, IP3 ↑ PKC ↑ 

M4 Acetylcholin 

unspez. 

Clozapin spez. 

(blockiert M1-3 

und M5) 

Atropin unspez. 

PD 102807 

spez. 

cAMP ↓ PKA = 

M5 Acetylcholin 

unspez. 

McN-A-343 

spez. (auch M1 

und M4) 

Atropin unspez. DAG ↑, IP3 ↑ PKC ↑ 

 

 

1.1. Adrenerge Rezeptoren am Hornhautepithel 

 

1.1.1. Alpha 1-Rezeptoren 

Alle Alpha 1-Rezeptoren wirken intrazellulär über einen G-Protein gekoppelten 

Mechanismus auf die Phospholipase C. Ihre Aktivierung führt zu einem Anstieg 

der beiden second messenger Inositoltriphosphat (IP3) und Diacylglycerol 

(DAG). Der Anstieg von DAG führt wiederum zu einer Aktivierung der 

Proteinkinase C  (Harrison et al., 1991, Berridge und Irvine, 1989). Durch 

pharmakologische und molekulare Untersuchungen konnten die drei Untertypen 

(Alpha 1A, Alpha 1B und Alpha 1D) nachgewiesen werden (Minneman und 

Esbenshade, 1994, Hieble et al., 1995). Alpha 1-Adrenorezeptoren wurden 

erstmals auf humanen Epithelzellen durch den radioaktiv markierten Alpha 1–

Antagonisten Prazosin nachgewiesen. Gleichzeitig konnte die Verbindung zum 

intrazellulären Inositoltriphosphat (IP3) aufgezeigt werden (Walkenbach et al., 

1991). Am kornealen Epithel der Ratte konnte histologisch der Alpha 1B-

Rezeptor nachgewiesen werden (Grayson et al., 1998). Der histologische 

Nachweis an humanem kornealem Epithel durch polyklonale Antikörper erfolgte 
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durch Grüb et al. (Grüb et al., 2005). Die physiologische Rolle der Alpha 1-

Rezeptoren für die Hornhaut ist unklar. Angenommen werden Funktionen im 

Bereich der Hornhauttransparenz und Zellteilung (Walkenbach et al., 1991).     

 

1.1.2. Alpha 2-Rezeptoren 

Alle Alpha 2-Rezeptoren wirken intrazellulär über einen G-Protein gekoppelten 

Mechanismus negativ auf das Adenylat-Zyklase System. Die Stimulation des 

Rezeptors führt zur einer Verminderung der cAMP Konzentration. Daher wird 

keine Stimulation der Proteinkinase A-Aktivität vermutet (Abbildung 1 und 

Tabelle 1). Durch funktionelle Untersuchungen in der Ussing-Kammer an der 

Hornhaut des Frosches konnte eine Reduktion des Kurzschlussstromes und 

eine Minderung des Chloridionenfluxes vom Stroma zum Tränenfilm gezeigt 

werden. Dies deutet darauf hin, dass der Alpha 2-Rezeptor negativ mit dem 

Adenylat-Zyklase-System gekoppelt ist (Chu und Candia, 1988). 

Pharmakologische Untersuchungen ergaben, dass auch bei den Alpha 2-

Rezeptoren verschiedenen Subtypen existieren. Auf der Grundlage des 

Bindungsverhaltens radioaktiv markierter Substanzen, der Analyse der 

Aminosäuresequenz und chromosomale Untersuchungen konnten drei 

Subtypen unterschieden werden: Alpha 2A, Alpha 2B und Alpha 2C 

(MacKinnon et al., 1994). Die histologische Untersuchung an humanem 

kornealem Epithel durch polyklonale Antikörper erfolgte durch Grüb et al. Dabei 

konnte keine Akkumulation von Alpha 2-Rezeptoren am Epithel nachgewiesen 

werden, am Endothel dagegen zeigte sich eine Akkumulation (Grüb et al., 

2005). 

 

1.1.3. Beta-Rezeptoren  

Alle Beta-Rezeptoren sind intrazellulär über das Gs-Protein mit der 

Adenylatzyklase gekoppelt (Brodde und Michel, 1999). Die Adenylat-Zyklase 

kann durch Stimulation der Beta-Rezeptoren mit Isoproterenol aktiviert werden. 

Dies führt zu einem Anstieg des intrazellulären cAMP, dem second messenger 

(Reinach et al., 1992). Die Aktivierung der Beta-Rezeptoren führt zu einer 

Aktivierung der Proteinkinase A. Von den Beta-Rezeptoren existieren 4 
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Untergruppen, die pharmakologisch unterscheidbar sind (Lands et al., 1967, 

Arch et al., 1995, Bond und Clarke, 1988). Beta 3-Rezeptoren finden sich nur in 

Fettzellen. Beim Beta 4-Rezeptor handelt es sich um eine kardiale Variante des 

Beta 1-Rezeptors. An kornealen Epithelien sind die Beta-Rezeptoren mehrfach 

untersucht worden, jedoch nicht hinsichtlich aller bekannten Untergruppen. Ein 

funktioneller Hinweis von Beta-Rezeptoren ergab die Blockade der 

Bindungsaktivität von radioaktiv markiertem Dihydroalprenolol durch 

Propranolol an intakten, kultivierten kornealen Epithelzellen von Kaninchen 

(Colley und Cavanagh, 1982). Die Applikation von Adrenalin auf die 

Kaninchenhornhaut führt zur Reduzierung der Beta-Rezeptoren (Neufeld et al., 

1978). An kultivierten und frischen Zellen der bovinen Kornea wurde durch 

Bindungsstudien überwiegend der Beta 2-Rezeptor nachgewiesen 

(Walkenbach et al., 1984). Histologisch konnten Beta 1- und Beta 2-Rezeptoren 

an humanem Epithel angefärbt werden (Grüb et al., 2005). Funktionelle Studien 

mit der Ussing-Kammer zeigten ebenfalls eine Regulation des Natriumstromes 

vom Kammerwasser zur Tränenflüssigkeit, die an humanem kornealem 

Gewebe überwiegend durch den Beta 2-Rezeptor gesteuert wird (Wiederholt et 

al., 1983).  

 

 

1.2. Adrenerge Rezeptoren am Hornhautendothel 

 

1.2.1. Alpha-Rezeptoren 

Durch Bindungstudien mit radioaktiv markiertem Prazosin konnten an 

kultivierten Endothelzellinien des Kaninchens, der Kuh und des Menschen 

Alpha 1–Adrenozeptoren nachgewiesen werden (Walkenbach et al., 1992). Die 

intrazelluläre Chloridkonzentration scheint dagegen über den Alpha 2–Rezeptor 

und den Cl/HCO3-Austauscher geregelt zu werden (Yasukura et al., 1995). 

Histologisch konnte an humanem kornealem Endothel eine Akkumulation des 

Alpha 1-  und Alpha 2A-Antikörpers nachgewiesen werden, nicht dagegen des 

Alpha 2C-Antikörpers (Grüb et al., 2005) 
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1.2.2. Beta-Rezeptoren 

An homogenisierten Präparaten des bovinen kornealen Endothels konnte die 

spezifische Bindung von radioaktiven Substanzen an Beta-Rezeptoren 

nachgewiesen werden (Walkenbach et al., 1985). Ebenso erfolgte der 

Nachweis, dass diese Rezeptoren funktionell mit dem Adenylat-Zyklase-System 

verbunden sind (Walkenbach und LeGrand, 1982). Es wurde überwiegend der 

Beta 2-Rezeptor vermutet. Histologisch konnte an humanem kornealem 

Endothel Beta 1- und Beta 2-Rezeptoren nachgewiesen werden (Grüb et al., 

2005). 

 

 

1.3. Muskarinerge Rezeptoren am Hornhautepithel 

 

1.3.1.  M1-M5 

Am kornealen Epithel des Kaninchens wurden muskarinerge Rezeptoren und 

deren Verbindung mit cGMP nachgewiesen (Colley und Cavanagh 1982a, 

1982b). Dieser Nachweis gelang auch an intaktem humanem kornealen Epithel 

(Walkenbach und Ye, 1991). Nur die mRNA des M2-Rezeptor und die cDNA 

des M4-Rezeptors konnte beim Kaninchen nachgewiesen werden (Sheperd 

und Rae, 1998). Die mRNA des M3-Rezeptors konnte in humanen Epithelzellen 

nachgewiesen werden (Gupta et al., 1994). Transformierte Zellkulturen des 

kornealen Epithels des Kaninchens zeigten eine Beeinflussung der 

Inositoltriphosphatkonzentration über den M3-Rezeptor (Zhang et al., 1995). 

Hinsichtlich der Untergruppen konnten am bovinen kornealen Epithel 

pharmakologisch und funktionell der M1- und der M2-Rezeptor nachgewiesen 

werden (Socci et al., 1996). Histologisch gelang an humanem Epithel der 

Nachweis der Rezeptoren M2, M4 und M5 (Grüb et al., 2005). 
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1.4. Muskarinerge Rezeptoren am Hornhautendothel 

 

1.4.1. M1-M5 

Muskarinerge Rezeptoren konnten an Kaninchenendothelien histologisch 

nachgewiesen werden (Lind und Cavanagh, 1993). Auch der Nachweis ihrer 

Expression an humanen endothelialen Zellkulturen war möglich (Walkenbach et 

al., 1993). Funktionell wurde an bovinen kornealen Endothelzellen die 

Verbindung der muskarinergen Acetylcholinrezeptoren mit cGMP aufgezeigt 

(Walkenbach und Ye, 1990). Hinsichtlich der Untergruppen konnte mRNA des 

M3-Rezeptors intrazellulär dargestellt werden (Gupta et al., 1994). 

Histologische Untersuchungen hinsichtlich der Untergruppen zeigten an 

humanen kornealen Endothelzellen das Vorhandensein der Rezeptoren M2, M4 

und M5 (Grüb et al., 2005).  

Für den Nachweis der adrenergen und muskarinergen Rezeptoren an 

kornealem Epithel und Endothel ergeben sich daher nachfolgende Tabellen 

(Tabelle 2 und 3). 

 

Tabelle 2: Nachweis adrenerger und muskarinerger Rezeptoren an kornealen 

Epithelzellen 

 Ratte Kaninchen Kuh Mensch 

Alpha 1    + 

Alpha 1B +    

Alpha 2A     

Alpha 2C     

Beta 1    + 

Beta 2   + + 

M1   +  

M2   + + 

M3  +  + 

M4    + 

M5    + 
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Tabelle 3: Nachweis adrenerger und muskarinerger Rezeptoren an kornealen 

Endothelzellen 

 Ratte Kaninchen Kuh Mensch 

Alpha 1  + + + 

Alpha 1B     

Alpha 2A    + 

Alpha 2C     

Beta 1    + 

Beta 2   + + 

M1     

M2    + 

M3    + 

M4    + 

M5    + 

 

 

1.5. Proteinkinase A und C 

Bei der Proteinkinase A (PKA) handelt es sich um ein intrazelluläres Enzym, 

eine Serin-Threonin Kinase. Die Proteinkinase wird durch cAMP aktiviert, 

wodurch intrazelluläre Proteine phosphoryliert werden. Im Verlauf der 

Informationsübertragung von extrazellulär nach intrazellulär handelt es sich bei 

der Proteinkinase A um den third messenger. 

Die Proteinkinase C (PKC) übt die gleiche Funktion wie die Proteinkinase A 

aus, sie phosphoryliert Serin und Threoninreste. Im Vergleich zur Proteinkinase 

A wird sie jedoch nicht durch cAMP sondern durch Diacylglycerin aktiviert. Über 

beide Wege werden viele intrazelluläre Mechanismen gesteuert (Stryer, 1988). 

Die Untereinheiten der Proteinkinase C an der Kornea wurden ausführlich 

histologisch untersucht (El-Wardani et al., 2005) 

Die Funktion der Proteinkinase A und C wurde an der Hornhaut im 

Zusammenhang mit der Kollagensynthese und der Kollagendegradation 

untersucht, besonders im Zusammenhang mit Wundheilungsprozessen. Hierbei 

scheint vor allen Dingen die PKC eine wichtige Rolle zu spielen. 

Immunhistochemisch wurden an kornealen Endothelien der Ratte auch die 

PKC-Untereinheiten untersucht (Nagano et al., 2002, Graham et al., 2000). 
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Untersuchungen über die Regulation der Proteinkinasen durch adrenerge oder 

muskarinerge Rezeptorstimulation liegen nicht vor. 

 

 

1.6. Fragestellung 

Vor dem Hintergrund des bislang nur partiell erfolgten Nachweises adrenerger 

und muskarinerger Rezeptoren am Hornhautepithel und –endothel 

verschiedener Spezies sollte eine differenzierte Untersuchung des bovinen, 

kornealen Epithels und Endothels erfolgen, um folgende Fragen zu 

beantworten: Welche Untergruppen der adrenergen und muskarinergen 

Rezeptoren lassen sich an den beiden Gewebsschichten nachweisen und zeigt 

ihre Stimulation oder Blockade eine funktionelle Auswirkung auf die 

intrazelluläre Signalkaskade, speziell auf die Proteinkinasen A und C. Zur 

Beantwortung dieser Fragen erfolgten zunächst immunhistochemische 

Untersuchungen der fraglichen Rezeptoren an bovinen kornealen Epithelien 

und Endothelien. Das Vorhandensein der PKA sollte ebenfalls über 

immunhistochemische Färbungen erfolgen. Zum Nachweis einer funktionellen 

Verbindung zwischen den Rezeptoren und den beiden Proteinkinasen wurden 

Zellhomogenisate des kornealen Epithels oder Endothels spezifisch durch 

Agonisten oder Antagonisten oder eine Kombination stimuliert. Anschließend 

wurde die PK-Aktivität über die Lichtemission einer Luciferasereaktion 

bestimmt. 
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2. Material und Methodik 

 

2.1. Immunhistochemischer Nachweis der Rezeptoren 

Da für die morphologischen und weiteren funktionellen Untersuchungen große 

Mengen an Material notwendig sind, die mit humanem Spendergewebe nicht zu 

erbringen gewesen wären, wurden diese Untersuchungen mit bovinem Gewebe 

durchgeführt. Alle verwendeten Gewebe wurden vom Schlachthof Rottenburg 

(Rottenburg, Deutschland) zur Verfügung gestellt. Es erfolgte zunächst der 

immunhistochemische Nachweis mittels polyklonaler Antikörper gegen Alpha 1, 

Alpha 2A, Alpha 2C, Beta 1 und Beta 2- Adrenozeptoren sowie gegen die 

bekannten muskarinergen Acetylcholin-Rezeptoren (M1-M5) (Tabelle 4). Hierfür 

wurde innerhalb einer Stunde post-mortem die Hornhaut eines Auges als 

Ganzes trepaniert und in 4,5%iges Formalin überführt. Am Folgetag erfolgte die 

Paraffinisierung und Anfertigung histologischer Schnitte im 

Ophthalmopathologischen Labor der Universitätsaugenklinik Tübingen. Die 

Schnitte wurden daraufhin für 24 Stunden bei 4°C mi t den in ChemMate-

Antibody-Diluent (Dako, Glostrup, Dänemark) verdünnten primären Antikörpern 

inkubiert (Tabelle 4). Nach Spülung mit PBS (phosphate-buffered saline) 

erfolgte die Darstellung der Rezeptorbindung mittels alkalischer Phosphatase 

(ChemMate-Detection-Kit, Dako, Glostrup, Denmark). 
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Tabelle 4:  Polyklonale Antikörper gegen Adreno- und muskarinerge 

Cholinozeptoren 

Rezeptor Immunogenität Verdünnung Reaktivität Kreuz-
Reaktivität 

Hersteller 

Alpha 1-
Adrenozeptor 
(339-349) 

Synthetisches 
Peptid 

1:1000 Spezifisch für 
die 3. 
intrazelluläre 
Schleife des 
α1-Rezeptors 

<0,01% Acris, 
Hiddenhausen, 
Deutschland 

Alpha 2A-
Adrenozeptor 
(218-235) 

Synthetisches 
Peptid 

1:1000 Spezifisch für 
die 3. 
intrazelluläre 
Schleife des 
α2A- 
Rezeptors 

<0,01% Acris, 
Hiddenhausen, 
Deutschland 

Alpha 2C-
Adrenozeptor 

Synthetisches 
Peptid 

1:1000 Spezifisch für 
das N 
terminale 
Ende des α2C- 
Rezeptors 

<0,01% Acris, 
Hiddenhausen, 
Deutschland 

Beta 1-
Adrenozeptor 
(394-408) 

Synthetisches 
Peptid 

1:500 Spezifisch für 
die 3. 
intrazelluläre 
Schleife des 
β1- Rezeptors 

<0,01% Acris, 
Hiddenhausen, 
Deutschland 

Beta 2-
Adrenozeptor 

Synthetisches 
Peptid 

1:500 Spezifisch für 
das C 
terminale 
Ende des β2- 
Rezeptors 

<0,01% Biotrend, Köln, 
Deutschland 

M1 
Acetylcholin-
Rezeptor 
(451-460)  

Synthetisches 
Peptid 

1:100 Spezifisch für 
das C 
terminale 
Ende des M1-
Rezeptors 

<0,01% Biotrend, Köln, 
Deutschland 

M2 
Acetylcholin-
Rezeptor 
(457-466)  

Synthetisches 
Peptid 

1:100 Spezifisch für 
das C 
terminale 
Ende des M2-
Rezeptors 

<0,01% Biotrend, Köln, 
Deutschland 

M3 
Acetylcholin-
Rezeptor 
(580-589)  

Synthetisches 
Peptid 

1:100 Spezifisch für 
das C 
terminale 
Ende des M3-
Rezeptors 

<0,01% Biotrend, Köln, 
Deutschland 

M4 
Acetylcholin-
Rezeptor 
(469-487)  

Synthetisches 
Peptid 

1:100 Spezifisch für 
das C 
terminale 
Ende des M4-
Rezeptors 

<0,01% Biotrend, Köln, 
Deutschland 

M5 
Acetylcholin-
Rezeptor 
(519-531)  

Synthetisches 
Peptid 

1:100 Spezifisch für 
das C 
terminale 
Ende des M5-
Rezeptors 

<0,01% Biotrend, Köln, 
Deutschland 
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2.2. Immunhistochemischer Nachweis der Proteinkinas e A 

Darüberhinaus erfolgte der immunhistochemische Nachweis der Proteinkinase 

A in kornealen Epithel- und Endothelzellen mittels polyklonaler Antikörper (Anti-

PKA catalytic subunit alpha  beta pThr197, Acris, Hiddenhausen, Deutschland). 

Hierfür wurde innerhalb einer Stunde post-mortem die Hornhaut eines Auges 

als Ganzes trepaniert und in 4,5%igem Formalin fixiert. Die Herstellung der 

immunhistochemischen Präparate erfolgte wie oben geschildert. Für jede Serie 

wurden Negativkontrollen erstellt, bei welchen auf die abschließende Zugabe 

des Antikörpers verzichtet wurde.  

 

2.3. Funktioneller Nachweis der Aktivierung der Pro teinkinase A nach 

Stimulation kornealer Adrenozeptoren 

Für den funktionellen Nachweis der Aktivierung der Proteinkinase A durch 

Stimulation kornealer Adreno- und muskarinerger Cholinozeptoren wurden 

insgesamt 10 bovine Hornhäute trepaniert und bei Raumtemperatur fünfzehn 

Minuten in vorbereiteten Lösungen adrenerger und muskarinerger Agonisten 

und Antagonisten inkubiert (Tabelle 5). Wurden Antagonisten verwandt, so 

erfolgte zunächst die Inkubation mit dem Antagonisten und nach fünfzehn 

Minuten mit dem jeweiligen Agonisten. Aufgrund der höheren Spezifität beta-

adrenerger Antagonisten wurden diesen der Vorzug gegenüber spezifischen 

beta-adrenergen Agonisten gegeben. 

 

Tabelle 5: Lösungen adrenerger und muskarinerger Agonisten und 

Antagonisten zum Nachweis der Aktivierung der Proteinkinase A 

Rezeptor-
nachweis 

Agonist 
[Konzentration] 

Spezifität Hersteller Antagonist 
[Konzentration] 

Spezifität Hersteller 

Alpha 2-
Adrenozeptor  

Brimonidine 
[10-4mg/ml] 

Alpha 2-
spezifisch 

Pharm-
Allergan, 
Ettlingen 

- - - 

Alpha 2-
Adrenozeptor  

Brimonidine 
[10-6mg/ml] 

Alpha 2-
spezifisch 

Pharm-
Allergan, 
Ettlingen 

- - - 

Alpha 2-
Adrenozeptor  

Brimonidine 
[10-8mg/ml] 

Alpha 2-
spezifisch 

Pharm-
Allergan, 
Ettlingen 

- - - 

Beta 1/2-
Adrenozeptor 

Isoprenalin  
[10-4mg/ml] 

Beta-
unspezifisch 

Biotrend, 
Köln 

- - - 
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Beta 1/2-
Adrenozeptor 

Isoprenalin  
[10-5mg/ml] 

Beta-
unspezifisch 

Biotrend, 
Köln 

- - - 

Beta 1/2-
Adrenozeptor 

Isoprenalin  
[10-6mg/ml] 

Beta-
unspezifisch 

Biotrend, 
Köln 

- - - 

Beta 1/2-
Adrenozeptor 

Isoprenalin  
[10-7mg/ml] 

Beta-
unspezifisch 

Biotrend, 
Köln 

- - - 

Beta 1/2-
Adrenozeptor 

Isoprenalin  
[10-8mg/ml] 

Beta-
unspezifisch 

Biotrend, 
Köln 

- - - 

Beta 1-
Adrenozeptor 

Isoprenalin  
[10-6mg/ml] 

Beta-
unspezifisch 

Biotrend, 
Köln 

ICI-118,551 
[10-4mg/ml] 

Beta 2-
spezifisch 

Biotrend, 
Köln 

Beta 2-
Adrenozeptor 

Isoprenalin  
[10-6mg/ml] 

Beta-
unspezifisch 

Biotrend, 
Köln 

Atenolol 
[10-4mg/ml] 

Beta 1-
spezifisch 

Biotrend, 
Köln 

 

Nach fünfzehn Minuten wurde die Inkubation durch Frieren mit Flüssigstickstoff 

abgebrochen. Es folgte die Präparation von Epithel und Endothel, stromales 

Gewebe wurde verworfen. Die erhaltenen Epithel- und Endothelproben wurden 

gewogen, gewichtsäquivalent mit 5%iger TCA (Trichloressigsäure) verdünnt 

und bei 4°C homogenisiert. Nach Zentrifugation bei 1500 g für zehn Minuten 

wurde der Überstand abpipettiert, die verbliebene TCA mit Äther gebunden und 

dieser bei 70°C über fünf Minuten verdampft. Bis zu r Bestimmung wurden die 

Proben mit 0,5 ml Phosphatpuffer bei -80°C eingefro ren.  

 

Zur quantitativen Bestimmung der Aktivität der Proteinkinase A diente ein 

kommerziell erhältlicher HTS Proteinkinase Assay (PKlight, Cambrex, Rockwell, 

USA), der den kinaseabhängigen Umsatz von ATP in einem Bereich von 0 bis 

20 µM ATP mit einer Genauigkeit von 0,0001 µM misst. Der Test nutzt die 

ATPase-Aktivität der Proteinkinase, durch die ein Substrat phosphoryliert und 

ATP in ADP umgewandelt wird und bestimmt den Verbrauch von ATP durch 

Messung der Biolumineszenz des verbliebenen ATP. Hierzu wird nach 

Beendigung der intrinsischen Kinaseaktivität Luziferin, Sauerstoff sowie das 

Enzym Luziferase zugegeben, wodurch neben Oxyluziferin, AMP, PPI und CO2 

auch Licht mit einer Wellenlänge von 565 nm entsteht, das mittels eines 

Luminometers gemessen werden kann. Aus der Biolumineszenz lässt sich auf 

den Verbrauch von ATP durch die Proteinkinase zurückschließen. Dieser 

Zusammenhang ist für den Bereich von 0 bis 20 µM ATP linear. Die gemessene 

Biolumineszenz, und damit die Konzentration des verbliebenen ATP, sind 

umgekehrt proportional zur Aktivität der Proteinkinase.  
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Nach Vorbereitung der testspezifischen Reagenzien wurde eine 96-Lochplatte 

mit jeweils 30 µl der Proben bestückt. Um die ATPase-Reaktion zu starten, 

wurden im Anschluss 10 µM (16,5235 ng/ml) ATP zugegeben und für zehn 

Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Die Reaktion wurde mit 10 µl der 

testspezifischen Kinase-Stop-Solution beendet. Die Proben wurden mit 20 µl 

der testeigenen Lösung an Luziferin/Luziferase erneut für zehn Minuten bei 

Raumtemperatur inkubiert und im Anschluss die Biolumineszenz bei 565 nm in 

einem Luminometer bestimmt. Die Auswertung und Darstellung der Daten 

erfolgte ausgehend von den ermittelten Standardkurven mit Excel (Microsoft, 

USA). 

 

2.4. Funktioneller Nachweis der Aktivierung der Pro teinkinase C nach 

Stimulation kornealer Adreno- und muskarinerger Cho linozeptoren 

Der funktionelle Nachweis der Aktivierung der Proteinkinase C nach Stimulation 

kornealer Adreno- und muskarinerger Cholinozeptoren erfolgte analog dem 

Nachweis der Aktivierung der Proteinkinase A mittels des HTS Proteinkinase 

Assay (PKlight, Cambrex, Rockwell, USA), der in einem Bereich von 0 bis 20 

µM ATP mit einer Genauigkeit von 0,0001 µM misst. Hierfür wurden abermals 8 

bovine Hornhäute innerhalb einer Stunde post-mortem als Ganzes trepaniert 

und für fünfzehn Minuten bei Raumtemperatur in vorbereiteten Lösungen 

adrenerger und muskarinerger Agonisten inkubiert (Tabelle 6). Die 

Durchführung des Tests erfolgte wie oben beschrieben.  
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Tabelle 6: Lösungen adrenerger und muskarinerger Agonisten und 

Antagonisten zum Nachweis der Aktivierung der Proteinkinase C 

Rezeptor-nachweis Agonist [Konzentration] Spezifität Hersteller 
Alpha 1-Adrenozeptor  Cirazolin  

[10-4mg/ml] 
Alpha 1-spezifisch Biotrend, Köln 

Alpha 1-Adrenozeptor Cirazolin  
[10-8mg/ml] 

Alpha 1-spezifisch Biotrend, Köln 

M1-M5 Acetylcholin-
Rezeptor 

Acetylcholin  
[10-5mg/ml] 

M-unspezifisch Novartis 
Pharma, 
Nürnberg 

M1-M5 Acetylcholin-
Rezeptor 

Acetylcholin  
[10-4mg/ml] 

M-unspezifisch Novartis 
Pharma, 
Nürnberg 

M1-M5 Acetylcholin-
Rezeptor 

Acetylcholin  
[10-5mg/ml] 

M-unspezifisch Novartis 
Pharma, 
Nürnberg 

M1-M5 Acetylcholin-
Rezeptor 

Acetylcholin  
[10-6mg/ml] 

M-unspezifisch Novartis 
Pharma, 
Nürnberg 

M1-M5 Acetylcholin-
Rezeptor 

Acetylcholin  
[10-7mg/ml] 

M-unspezifisch Novartis 
Pharma, 
Nürnberg 

M1-M5 Acetylcholin-
Rezeptor 

Acetylcholin  
[10-8mg/ml] 

M-unspezifisch Novartis 
Pharma, 
Nürnberg 
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3. Ergebnisse 

 

3.1. Alpha 1-Rezeptoren an bovinem Epithel und Endo thel 

   

Abbildung 2: positiver    Abbildung 3: positiver 
Rezeptornachweis am Epithel  Rezeptornachweis am Endothel  

 

 

3.2. Alpha 2A-Rezeptoren an bovinem Epithel und End othel 

   

Abbildung 4: positiver    Abbildung 5: positiver 
Rezeptornachweis am Epithel  Rezeptornachweis am Endothel  
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3.3. Alpha 2C-Rezeptoren an bovinem Epithel und End othel 

   

Abbildung 6: negativer    Abbildung 7: negativer  
Rezeptornachweis am Epithel  Rezeptornachweis am Endothel  

 

 

3.4. Beta 1-Rezeptoren an bovinem Epithel und Endot hel 

   

Abbildung 8: positiver    Abbildung 9: positiver 
Rezeptornachweis am Epithel  Rezeptornachweis am Endothel  
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3.5. Beta 2-Rezeptoren an bovinem Epithel und Endot hel 

   

Abbildung 10: positiver    Abbildung 11: positiver 
Rezeptornachweis am Epithel  Rezeptornachweis am Endothel  

 

 

3.6. M1-Rezeptoren an bovinem Epithel und Endothel 

   

Abbildung 12: negativer    Abbildung 13: negativer 
Rezeptornachweis am Epithel  Rezeptornachweis am Endothel  
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3.7. M2-Rezeptoren an bovinem Epithel und Endothel  

   

Abbildung 14: negativer    Abbildung 15: negativer 
Rezeptornachweis am Epithel  Rezeptornachweis am Endothel  

 

 

3.8. M3-Rezeptoren an bovinem Epithel und Endothel 

   

Abbildung 16: negativer    Abbildung 17: negativer 
Rezeptornachweis am Epithel  Rezeptornachweis am Endothel  



 26

3.9. M4-Rezeptoren an bovinem Epithel und Endothel  

   

Abbildung 18: positiver    Abbildung 19: positiver 
Rezeptornachweis am Epithel  Rezeptornachweis am Endothel  

 

3.10. M5-Rezeptoren an bovinem Epithel und Endothel  

   

Abbildung 20: positiver    Abbildung 21: positiver 
Rezeptornachweis am Epithel  Rezeptornachweis am Endothel  

 

3.11. PKA an bovinem Epithel und Endothel 

   

Abbildung 22: positiver    Abbildung 23: positiver 
PKA-Nachweis am Epithel   PKA-Nachweis am Endothel  
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3.12. Zusammenfassung der immunhistochemischen Reze ptor- und PKA-

Färbungen 

In Ergänzung zu den aus der Literatur bekannten, oben aufgelisteten, 

Rezeptornachweisen, können folgende Tabellen aufgestellt werden (Tabelle 7 

und 8) 

 

Tabelle 7: Nachweis adrenerger und muskarinerger Rezeptoren an bovinem 

kornealen Epithel 

 Ratte Kaninchen Kuh Mensch 

Alpha 1   • + 

Alpha 1B +    

Alpha 2A   •  

Alpha 2C     

Beta 1   • + 

Beta 2   •+ + 

M1   +  

M2   + + 

M3  +  + 

M4   • + 

M5   • + 

PKA   •  

Mit „•“ gekennzeichneten Felder bezeichnen die vorliegenden Ergebnisse  
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Tabelle 8: Nachweis adrenerger und muskarinerger Rezeptoren am bovinen 

kornealen Endothel 

 Ratte Kaninchen Kuh Mensch 

Alpha 1  + •+ + 

Alpha 1B     

Alpha 2A   • + 

Alpha 2C     

Beta 1   • + 

Beta 2   •+ + 

M1     

M2    + 

M3    + 

M4   • + 

M5   • + 

PKA   •  

 Mit „•“ gekennzeichneten Felder bezeichnen die vorliegenden Ergebnisse  

 
 

3.13. Selektive Stimulation der Alpha 2-Rezeptoren am Epithel und 

Endothel 

Die selektive Stimulation von Alpha 2-Adrenozeptoren kornealer Epithel- und 

Endothelzellen führte zu einer dosisabhängigen Aktivierung der Proteinkinase A 

(Abbildung 24).  

 

Am kornealen Epithel führte die Aktivierung der Proteinkinase A durch 

Stimulation mit 10-4 mg/ml und 10-6 mg/ml des selektiven Alpha 2-Adrenozeptor-

Agonisten Brimonidine zum fast vollständigen Aufbrauchen der zugesetzten 10 

µM ATP, wohingegen bei Stimulation mit 10-8 mg/ml Brimonidine noch 5,6674 

µM ATP verblieben. Nach fünfzehnminütiger Inkubation mit 10-4 mg/ml 

Brimonidine zeigte sich auch am kornealen Endothel ein fast vollständiger 

Verbrauch des zugeführten ATP, wohingegen nach Inkubation mit 10-6 mg/ml 

Brimonidine noch 0,8157 µM ATP und nach Inkubation mit 10-8 mg/ml 

Brimonidine noch 1,9220 µM ATP in der Probe nachzuweisen waren.  
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Abbildung 24: Verbliebenes ATP nach dosisabhängiger Aktivierung der 

Proteinkinase A kornealer Epithel- und Endothelzellen durch selektive Alpha 2-

Adrenozeptor-Stimulation 
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3.14. Nicht-selektive Stimulation der Beta-Rezeptor en am Epithel und 

Endothel 

Die unspezifische Stimulation von Beta-Adrenozeptoren kornealer Epithel- und 

Endothelzellen zeigte eine dosisabhängie Aktivierung der Proteinkinase A 

(Abbildung 25). Während nach Inkubation mit 10-4 mg/ml, 10-5 mg/ml, 10-6 

mg/ml und 10-7 mg/ml Isoprenalin, einem starken, nicht-selektiven Beta-
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Adrenozeptor-Agonisten, sowohl an Epithel als auch an Endothel die 

zugeführten 10 µM ATP nahezu vollständig aufgebraucht wurden, ließen sich 

nach Inkubation mit  10-8 mg/ml Isoprenalin noch 1,6103 µM ATP in kornealen 

Epithel- und 0,4822 µM ATP in kornealen Endothelzellen nachweisen. 

 

Abbildung 25:  Verbliebenes ATP nach dosisabhängiger Aktivierung der 

Proteinkinase A kornealer Epithel- und Endothelzellen durch nicht-selektive 

Beta-Adrenozeptor-Stimulation 
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Die Aktivierung der Proteinkinase A durch unspezifische beta-adrenerge 

Stimulation ist das Ergebnis der Stimulation von β1- und β2-Adrenozeptoren, wie 
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sich durch die selektive Blockade der β-Subtypen kornealer Epithel- und 

Endothelzellen zeigte (Abbildung 26 und 27). 

 

3.15. Selektive Stimulation der Beta 1-Rezeptoren a m Epithel und 

Endothel 

 

Abbildung 26: Verbliebenes ATP nach Aktivierung der Proteinkinase A 

kornealer Epithel- und Endothelzellen durch nicht-selektive β-Adrenozeptor-

Stimulation und β2-Adrenozeptor-Blockade 
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3.16. Selektive Stimulation der Beta 2-Rezeptoren a m Epithel und 

Endothel 

 

Abbildung 27: Verbliebenes ATP nach Aktivierung der Proteinkinase A 

kornealer Epithel- und Endothelzellen durch nicht-selektive Beta-Adrenozeptor-

Stimulation und Beta 1-Adrenozeptor-Blockade 
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Sowohl an Hornhautepithel als auch an Hornhautendothel führte die Stimulation 

von Alpha 2-, Beta 1- und Beta 2-Adrenozeptoren zu einer dosisabhängigen 

Aktivierung der Proteinkinase A.  

 

 

3.17. Selektive Stimulation von Alpha 1-Rezeptoren am Epithel und 

Endothel 

Die selektive Stimulation von Alpha 1-Adrenozeptoren kornealer Epithel- und 

Endothelzellen führte zu einer dosisabhängigen Aktivierung der Proteinkinase C 

(Abbildung 28).  

An kornealen Epithelzellen führte die fünfzehnminütige Inkubation mit 10-4 

mg/ml Cirazolin, einem selektiven Alpha 1-Adrenozeptor-Agonisten, zu einer 

Reduktion der zugeführten 10 µM ATP auf 0,4619 µM, nach Inkubation mit 10-8 
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mg/ml Cirazolin verblieben noch 0,5170 µM ATP. Am Hornhautendothel führte 

die Aktivierung der Proteinkinase C mit 10-4 mg/ml Cirazolin zu einer 

Verminderung des ATP auf 0,1835 µM ATP, die Aktivierung mit 10-8 mg/ml 

Cirazolin zu Verminderung auf 0,0,2212 µM ATP 

 

Abbildung 28: Verbliebenes ATP nach dosisabhängiger Aktivierung der 

Proteinkinase C kornealer Epithel- und Endothelzellen durch selektive Alpha 1-

Adrenozeptor-Stimulation 
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3.18. Nicht-selektive Stimulation von muskarinergen  Cholinorezeptoren 

am Epithel und Endothel 

Die nicht-selektive Stimulation von muskarinergen Cholinozeptoren kornealer 

Epithel- und Endothelzellen führte zu einer dosisabhängigen Aktivierung der 

Proteinkinase C (Abbildung 29).  

Die Stimulation muskarinerger Acetylcholinrezeptoren des Hornhautendothels 

mit 10-4 mg/ml Acetylcholin führte zu einer Verminderung des zugeführten 10 

µM ATP auf 0,0617 µM ATP, mit 10-8 mg/ml Acetylcholin auf 0,6170 µM ATP. 

An kornealem Epithel führte die Inkubation mit 10-4 mg/ml Acetylcholin zu einer 

Verminderung auf 0,1064 µM ATP, mit 10-6 mg/ml Acetylcholin auf 1,6480 µM 
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ATP. Dass der ATP-Verbrauch bei weiterer Verdünnung des Agonisten auf 10-7 

mg/ml und 10-8 mg/ml Acetylcholin wieder anstieg, ist am ehesten als 

messbedingter Fehler anzusehen.  

 

 

Abbildung 29: Verbliebenes ATP nach dosisabhängiger Aktivierung der 

Proteinkinase C kornealer Epithel- und Endothelzellen durch Stimulation 

muskarinerger Cholinozeptoren 
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Sowohl an Hornhautepithel als auch an Hornhautendothel führte die Stimulation 

von Alpha 1-Adrenozeptoren und muskarinergen Cholinozeptoren zu einer 

dosisabhängigen Aktivierung der Proteinkinase C.  
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4. Diskussion 

Durch die vorliegende Arbeit wurden erstmals histologisch die adrenergen 

Rezeptoren Alpha 1, Alpha 2A, Beta 1 und Beta 2 an bovinem kornealem 

Epithel und Alpha 1, Alpha 2A, Beta 1 und Beta 2 an bovinem kornealem 

Endothel nachgewiesen. Am bovinen Epithel stimmen die Ergebnisse bezüglich 

der Rezeptoren Alpha 1, Beta 1 und Beta 2 mit den Nachweisen an humanem 

Epithel durch unsere Arbeitsgruppe überein. Die Untersuchungen an humanem 

Gewebe waren dabei methodisch identisch zu den hier dargestellten 

Untersuchungen durchgeführt worden (Grüb et al., 2005). Zuvor wurden auch 

von anderen Arbeitsgruppen der Alpha 1-, Beta 1- und Beta 2-Rezeptor an 

humanem Epithel nachgewiesen, der Beta 2-Rezeptor auch an bovinem Epithel 

(Walkenbach et al., 1991, Walkenbach et al., 1984). Abweichend von diesen 

Ergebnissen gelang erstmals der Nachweis des Alpha 2A-Rezeptors an 

bovinem kornealem Epithel. Dieser Nachweis sollte noch durch weiterführende 

Studien erhärtet werden, da alle Subtypen der Alpha 2 Gruppe, verglichen mit 

dem Alpha 1-Rezeptor, insgesamt viel weniger exprimiert werden und in 

verschiedenen humanen und animalen Geweben deutliche 

Expressionsunterschiede bestehen (Berkowitz et al., 1994).  

Am Endothel konnte sowohl an humanem wie auch an bovinem Gewebe der 

Alpha 1-, Alpha 2A, Beta 1- und Beta 2-Rezeptor nachgewiesen werden (Grüb 

et al., 2005). Nicht nachweisbar war der Alpha 2C-Rezeptor sowohl an 

humanem als auch an bovinem Gewebe. Vermutlich besteht eine Dominanz der 

Beta 2-Rezeptoren über die Beta 1-Rezeptoren (Walkenbach et al., 1984).  

 

Bei den muskarinergen Rezeptoren wurden erstmals histologisch an bovinem 

kornealem Epithel und Endothel die Rezeptoren M4 und M5 nachgewiesen, 

nicht nachweisbar waren die Rezeptoren M1 bis M3. An humanen kornealen 

Geweben gelang der Nachweis von M2, M4 und M5 (Grüb et al., 2005). Socci 

et al. wiesen dagegen an bovinem kornealem Epithel durch die reverse-

Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion den M2-Rezeptor nach (Socci et al., 

1996). Allerdings erfolgte durch Socci kein histologischer Nachweis durch 

Antikörper. Darüberhinaus wurden M4 und M5 nicht funktionell untersucht und 
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es gelang nur der mRNA-Nachweis für den M2-Rezeptor. Der M4 Rezeptor 

wurde aus cDNA vom Kaninchen nachgewisen (Shepard und Rae, 1998). 

Es ist bekannt, dass die zur Verfügung stehenden Liganden eine eher niedrige 

Selektivität aufweisen, sodass eine pharmakologische Differenzierung der 

muskarinergen Rezeptoren teilweise schwierig ist (Matsui et al., 2004). An 

okularen Geweben konnte der M5-Rezeptor nachgewiesen werden (Gil et al. 

1997).  

 

Die Proteinkinase A wurde an bovinem kornealen Epithel und Endothel mit der 

vorliegenden Studie erstmals histologisch nachgewiesen.  Die Proteinkinase A 

von humanen kardialen Zellen reagiert als third messenger nach Stimulation 

des Beta 1-Rezeptors und des Beta 2-Rezeptors. Die Rezeptoren sind über ein 

Gs-Protein mit der intrazellulären Signaltransduktionskaskade verbunden 

(Walsh und Van Patten, 1994). In kardialen Zellen der Maus sind die Beta 2-

Rezeptoren offensichtlich über Gs und Gi-Proteine gekoppelt (Xiao et al., 1999). 

Für bovine Zellen liegen keine vergleichbaren Studien vor. Lediglich für die 

Regulation des HCO3-Transportes der bovinen endothelialen Zelllinie CBCESs 

werden verschiedene Signaltransduktionskaskaden wie PKA und PKC 

postuliert (Zhang et al., 2002). Wir konnten an bovinem Epithel und Endothel 

eine funktionelle Verbindung zwischen der Stimulation des Beta 1, Beta 2, 

Alpha 2-Rezeptor nachweisen. Die Betarezeptoren sind positiv mit der 

Adenylatzyklaseaktivität über ein stimulatorisches G-Protein verbunden. Es gibt 

zusätzlich Hinweise, daß die Betarezeptoren über stimulatorische G-Proteine 

an spannungsabhängige Ca2+ - Kanäle gekoppelt sind (Bylund et al., 1994). 

Über die Stimulation der second messenger Phospholipase C, 

Inositoltriphosphat und Diacylglycerol werden spannungsabhängige Ca2+ - 

Kanäle und die third messenger Proteinkinase C, die Phospholipase A und C 

aktiviert sowie Arachidonsäure und CAMP freigesetzt (Berridge und Irvine, 

1989). Der Alpha 2-Rezeptor ist an verschiedene G-Proteine gekoppelt, 

darunter Gi/G0. Alle Untergruppen sind negativ mit der Adenylatzyklase 

gekoppelt und üben so einen inhibitorischen Effekt auf die cAMP Konzentration 

aus. Der Alpha 2-Rezeptor ist, soweit bekannt, negativ mit der PKA gekoppelt. 
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Bei einer Stimulation wäre eine verminderte PKA-Aktivität zu erwarten. Die hier 

durchgeführten Versuche ergaben jedoch sowohl an bovinem Epithel als auch 

am Endothel eine positive Kopplung mit der PKA. Als Gründe für den Anstieg 

der PKA-Aktivität gibt es vier Ursachen: Neben der Kopplung an das Gi-Protein 

werden für die humanen Alpha 2-Rezeptoren alternative intrazelluläre 

Signaltransduktionskaskaden diskutiert. Es können nicht alle intrazelluläre 

Wirkungen nach Stimulation der Alpha 2-Rezeptoren durch die Hemmung der 

cAMP Aktivität erklärt werden. Es wird daher eine Kopplung an Gs und Gq/11 

vermutet (Aantaa et al., 1995). Zweitens, an Beta-Rezeptoren wurde ein „Gs/Gi-

switching“ nachgewiesen. Nach Stimulation der PKA kann es am Rezeptor zu 

einem Wechsel des G-Proteins. Ein ähnlicher „switching“-Mechanismus könnte 

auch bei der Stimulation des Alpha 2-Rezeptors in der hier duchgeführten 

Studie vorliegen (Martin et al., 2004). Drittens, durch eine hohe Konzentration 

der stimulierenden Hormone, könnte es zu einer Stimulation anderer 

Rezeptoren im Sinne einer Kreuzreaktivität gekommen sein. Letztlich ist aus 

verschiedenen experimentellen Ansätzen bekannt, dass Konservierungsstoffe, 

wie sie im von uns eingesetzten Brimonidine enthalten sind, einen hemmenden 

Einfluß auf die Rezeptor-G-Protein Bindung nehmen können oder 

rezeptorunabhängig G-Proteine aktivieren (Odagaki et al.,2000). 

   

Die Isoformen der Proteinkinase C wurden an bovinem und humanem 

kornealen Epithel und Endothel durch unsere Arbeitsgruppe histologisch 

untersucht. An humanem kornealem Epithel und Endothel wurden die 

Isoformen alpha, delta, epsilon und zeta nachweisen. (El-Wardani et al., 2005). 

Die Isoformen an bovinem kornealen Epithel und Endothel entsprachen den am 

humanen Gewebe gefundenen Isoformen (El-Wardani, persönliche Mitteilung). 

An kultivierten kornealen Endothelzellen der Ratte konnten die Isoformen alpha, 

delta, epsilon, iota, eta, gamma und theta nachgewiesen werden. Wobei 

hinsichtlich der Zellproliferation PKC alpha und epsilon funktionell dominierten 

(Graham et al., 2000). Alle Untergruppen des Alpha 1-Rezeptors von humanen 

kardialen Zellen sind über die Phospholipase C und D mit der Proteinkinase C 

verbunden (Clerk und Sugden, 1997). Die drei Alpha 1-Rezeptorsubtypen sind 
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beim Menschen kloniert worden (Lomasney at al., 1991, Perez et al., 1991, 

Hirasawa et al., 1993). Alle Alpha 1-Rezeptorsubtypen sind intensiv untersucht 

worden. In Fibroblasten konnten die Subtypen jeweils stabil exprimiert werden. 

Hinsichtlich der Kopplung an die PKC ergab sich der stärkste Effekt für die 

Stimulation des Alpha 1A-Rezeptors vor dem Alpha 1B- und dem Alpha 1D-

Rezeptor (Taguchi et al., 1998). Für die spezifische Stimulation des Alpha 1-

Rezeptors mit Cirazolin konnte auch für das bovine korneale Epithel und 

Endothel eine dosisabhängige Aktivität der PKC nachgewiesen werden. 

 

Die muskarinergen Rezeptoren sind sowohl mit der Proteinkinase A als auch 

mit der Proteinkinase C verbunden. Der M2- und der M4-Rezeptor sind 

bevorzugt mit dem Gi/o-Protein gekoppelt und führen über die Hemmung der 

Adenylatzyklase zu einer Reduktion von cAMP und steigern dadurch nicht die 

PKA-Aktivität.  Der M1-, M3- und M5-Rezeptor ist bevorzugt an das Gq/11-

Protein gekoppelt. Seine Stimulation führt zu einer Aktivierung der 

Phospholipase C und der Bildung von Diacylglycerol und Inositolphosphat, 

welches wiederum die PKC aktiviert (Kirstein und Insel, 2004). In der 

vorliegenden Arbeit  konnten an bovinem Epithel und Endothel der M4- und der 

M5-Rezeptor nachgewiesen werden. Basierend auf diesen Ergebnissen konnte 

erstmals die Aktivierung der Proteinkinase C nach Stimulation muskarinerger 

Rezeptoren (M5) des kornealen Epithels und Endothels nachgewiesen werden. 

Aus der vorliegenden Arbeit kann somit auch für korneale Epithel- und 

Endothelzellen der klassische Signalweg auf muskarinerge Stimulation 

beschrieben werden: Stimulation mukarinerger M5-Rezeptoren führt zu einer 

Umwandlung von Phosphatidyinositolbiphosphat in Inositoltriphosphat mit 

konsekutiver Aktivierung der Proteinkinase C. 

 

Funktionell konnte die Aktivität der Proteinkinase C am bovinem Epithel und 

Endothel durch die selektive Stimulation der Alpha 1-Rezeptoren und der 

unspezifischen Stimulation der muskarinergen Rezeptoren nachgewiesen 

werden. 
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5. Zusammenfassung 

 

Fragestellung:  Das Vorhandensein von adrenergen und muskarinergen 

Rezeptoren und deren Funktion in der Regulation kornealer Prozesse am 

Epithel und Endothel ist lückenhaft. Es stellt sich daher die Frage nach dem 

Nachweis der Rezeptoruntergruppen an den beiden Gewebsschichten und 

nach den funktionellen Auswirkungen auf die intrazelluläre Signalkaskade, 

speziell auf die Proteinkinasen A und C, nach ihrer Stimulation oder Blockade. 

Material und Methoden:  Zur Beantwortung dieser Fragen erfolgten zunächst 

immunhistochemische Untersuchungen der fraglichen Rezeptoren an bovinen 

kornealen Epithel- und Endothelzellen. Das Vorhandensein der PKA sollte 

ebenfalls über immunhistochemische Färbungen erfolgen. Zum Nachweis einer 

funktionellen Verbindung zwischen den Rezeptoren und den beiden 

Proteinkinasen wurden Zellhomogenisate des kornealen Epithels oder 

Endothels spezifisch durch Agonisten oder Antagonisten oder einer 

Kombination stimuliert. Anschließend wurde die PK-Aktivität über die 

Lichtemission einer Luciferasereaktion bestimmt.  

Ergebnisse:  Die adrenergen Rezeptoren Alpha 1, Alpha 2A, Beta 1 und Beta 2 

sind am bovinem kornealen Epithel und Endothel nachweisbar. Die 

muskarinergen Rezptoren M4 und M5 sind am bovinem kornealen Epithel und 

Endothel nachweisbar. Die Proteinkinase A ist am bovinem kornealen Epithel 

und Endothel nachweisbar. Die Proteinkinase A ist am bovinen Epithel und 

Endothel funktionell mit dem  Beta 1-, Beta 2-, und Alpha 2-Rezeptor 

verbunden. Die Proteinkinase C ist am bovinen Epithel und Endothel funktionell 

mit dem Alpha 1- und dem M5-Rezeptor verbunden. 

Schlussfolgerung:  An bovinem kornealem Epithel und Endothel konnten 

adrenerge und muskarinerge Rezeptoren nachgewiesen werden. Ihre selektive 

Stimulation beeinflusst konzentrationsabhängig die Aktivität der intrazellulären 

Signaltranduktionskaskade. 
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