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UBER DIE WIRKUNG VON ACETYLCHOLIN, ADRENALIN,
NOR-ADRENALIN, FAKTOR I UND ANDEREN SUBSTANZEN
AUF DEN ISOLIERTEN ENDDARM DES FLUSSKREBSES
CAMBARUS CLARKII GIRARD.

Von
ErnsT FLOREY*.
Mit 6 Textabbildungen.
(Eingegangen am 29. Juni 1953.)

Einleitung.

Wihrend in einer ganzen Reihe von Arbeiten iiber pharmakologisch-
physiologische Untersuchungen am Herz dekapoder Krebse berichtet
wird, ist iiber das pharmakologische Verhalten des Krebsdarmes nur
wenig bekannt. Frithere Untersuchungen von UMRATH (s. FLOREY 1951)
hatten gezeigt, dall Acetylcholin bis zu einer Verdiinnung von 107 die
spontanen Kontraktionen isolierter Déarme von Potamobius astacus L.
verstirkt und dafB diese Wirkung durch Atropin und Scopolamin beheb-
bar ist. Acetylcholinbestimmungen ergaben, dal Darme von Potamobius
0,2—1,8 y Acetylcholin je Gramm Gewebe enthalten. Damit war das Vor-
handensein einer fordernden cholinergen Darminnervation nahegelegt.
In fritheren Arbeiten (FLorEY 1951, 1952) wurde auch eine hemmende
Wirkung des Adrenalins auf den Krebsdarm beschrieben. Das bei diesen
Versuchen verwendete kommerzielle Injektionspriparat ,,Adrenosan
{Sanabo, Wien) enthélt jedoch Zusitze, die, wie sich nun bei Nachunter-
suchungen herausstellte, fur die Hemmungswirkung verantwortlich sind.

Isolierte Dérme des in Kalifornien heimischen ¥luBkrebses Cambarus
clarkii GIRARD erwiesen sich als aulBerordentlich empfindliche Test-
objekte. Mit ibrer Hilfe wurde nun die Untersuchung iiber die még-
liche Funktion von Neurohormonen am Krebsdarm erneut in Angriff
genommen.

Die folgenden Fragen waren zu klidren: 1. Ist die Acetylcholinwirkung
spezifisch ¢ 2. Gibt es im Krebsdarm eine spezifische Acetylcholin-
esterase ! 3. Welches ist die Wirkung und mégliche Funktion von
Adrenalin ¢ 4. Ist die Adrenalinwirkung spezifisch, und wie wirkt Nor-
Adrenalin? 5. Wie wirkt ,,Faktor I (Frorey 1953b) auf den Darm
des FluBkrebses ? (Die diesbeziiglichen Versuche wurden kurz erwihnt
bei Frorey 1953a, 1953b.) 6. Wirken die angewendeten Substanzen
direkt auf die Darmmuskulatur oder durch Vermittlung von Nerven ?

* Hixon Research Fellow.
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Methodik.

Zur Entnahme des Darmes wurde der dorsale Teil des abdominalen Panzers
der Krebse zusammen mit der Extensormuskulatur abgetrennt. Der Darm wurde
sorgfaltig herausgel6st und knapp am After und an seinem Ubertritt in den Cephalo-
thorax abgetrennt. Zum Test wurde er in ein 5 cm?® fassendes Glasrohr gebracht,
an dem mit verschlieBbaren Ausflu8 und Durchliiftungskaniile versehenen unteren
Stopfen befestigt und sein oberes Ende mit dem leichten Schreibhebel eines Kymo-
graphions verbunden. Als Badefliissigkeit diente die von vaNn HARRevVELD 1936
empfohlene Salzlésung (v.H.-Losung). Zu den 4,5 cm? v.H.-Losung des Darmbades
wurden gewohnlich 0,5 cm?® der zu testenden Lisungen zugesetzt. Die in dieser
O Arbeit angegebenen Konzentrationen

von Substanzen beziehen sich auf die
Endverdimnung im Darmbad.

Samtliche zu testenden Substanzen
wurden in v.H.-Losungen gelost. Solche
Losungen wurden vor jedem Versuch
frisch hergestellt., Die Gewinnung von
Faktor I geschah in der bei FLorEY
1953b angegebenen Weise durch suk-
zessive Extraktion von eingedampftem
Dialysat von wiBrigen Kochextrakten
aus Pferdegehirn mit Ather, Chloroform,
i absolutem Alkohol und HCl-Alkohol
k |/ und Fillung aus dem sauren Alkohol

mit Ather.

In einigen Versuchen wurden Dérme
c spiralig oder in der Langsrichtung auf-
Abb. Ta—c. Siehe Text, geschnitten oder erhielten Einschnitte
in wechselndem Abstand. Die Dirme
wurden zu diesem Zweck auf eine dickere Pripariernadel aufgezogen und lieBen
sich so mit einer feinen Schere leicht in der gewiinschten Weise schneiden. Abb. 1

zeigt die zur Anwendung gekommenen Schnitte.

Folgende Pharmaka wurden verwendet: Acetylcholinchlorid (Merck), Eserin-
salicylat (Merck), Atropinsulfat (Merck), Mecholylehlorid (Merck), Benzoyleholin-
chlorid (Merck), Arecolin (Delta Chemical Works), Adrenalin (Mann, Fine Chemi-
cals), dl-arterenol! (Winthrop-Stearns Inc.), Ephedrinsulfat (Merck).

- (W WA

Ergebnisse.

Acetylcholin (ACh) erhiht sowohl die Stérke als auch die Frequenz
der spontanen Kontraktionen des Darmes. Wenn ACh 1074—1077 ver-
wendet wird, tritt bei zunehmender Kontraktionsstirke auch eine Tonus-
zunahme ein : der Darm erschlafft nicht mehr vollstindig und die ,, Grund-
linie* der registrierten Kurve erreicht ein anderes Niveau. Geringere
ACh-Konzentrationen verstirken wohl noch die Darmbewegungen,
gteigern aber den Tonus nicht. Die Grenze der Wirksamkeit des Acetyl-
cholins liegt hier bei 1071, Wiederholt konnte beobachtet werden, dafl
Diarme, die bei Beginn des Versuchs keine Spontanaktivitdt zeigten,

1 di-arterenol = Nor-Adrenalin.
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nach Zufiigen geringster Acetylcholinmengen (107%) zur Spontanaktivi-
tét angeregt wurden und diese auch nach dem Auswaschen beibehielten.

Eserin 1075—-1076 verursacht selbst sehr oft ein Ansteigen der Spon-
tanaktivitit. Besonders auffallend ist diese Wirkung bei Didrmen, die
vor der Eserinzugabe eine schwache Aktivitit zeigten. Eserin sensibili-
giert in den angegebenen Konzentrationen den Krebsdarm sebr stark
gegeniiber Acetylcholin. Am eserinisierten Darm bewirkt selbst ACh
1070 eine deutliche Tonussteigerung (Abb. 2). Die Wirkung von Eserin
wurde 28mal an 17 Diarmen getestet, Acetylcholin 211mal an 24 Dirmen.
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ADbb. 2. Isolierter Enddarm von Cambarus clarkii. EinfluB von Acetylcholin (ACh) ver-

schiedener Konzentration auf die Spontanaktivitit. Nach dem ersten Auswaschen (R)

angewendetes Eserin (Hs) verursacht Tonussteigerung, da es den Darm gegen das nicht

vollig ausgewaschene Acetylcholin sensibilisiert. Nach erneutem, zweimaligem Auswaschen

sind zwar die Kontraktionen verstirkt, Eserin verursacht aber selbst keine Tonussteigerung.

Nach 3 min Einwirkungszeit von Es 105 hat ACh 107, das vorher nur schwach wirksam
war, eine starke Wirksamkeit. Zeitmarken 30 sec.

Atropin blockiert in der Konzentration von 1073 jede Acetylcholin-
wirkung (Abb. 3). Manchmal hemmt es auch die normale peristaltische
Bewegung des Darmes, dies ist jedoch nicht bei allen Fillen der Fall.
Atropin wurde 32mal an 9 Dérmen gepriift.

Acetyl-B-methylcholin  ( Mecholyl) wirkt wie Acetylcholin; die ge-
ringste noch wirksame Konzentration betrigt jedoch 1078, Abb. 4 gibt
ein Beispiel einer Mecholylwirkung. KEserin sensibilisiert den Darm
gegeniiber Mecholyl deutlich, jedoch bleibt auch nach Eserin die Schwelle
der Wirksamkeit bei 1076. Mecholyl wurde 16mal an 7 Didrmen getestet.

Benzoylcholin ist praktisch ohne jede Wirkung. Auch nach Zufiigen
von Eserin zur Benzoylcholinlésung bleibt diese wirkungslos (Abb. 4).
Bei einigen Darmen hat Benzoylcholin 1073 die Spontanaktivitdt ver-
mindert. Die Substanz wurde 12mal an 6 Diarmen getestet.

Arecolin wirkt wie Acetylcholin, ist aber noch etwas schwicher
wirksam als Mecholyl (Abb. 4). Die Grenze seiner Wirksamkeit liegt
bei einer Verdiinnung von 1076, Eserin verindert die Arecolinwirkung
in keiner Weise. Arecolin wurde an 6 Didrmen 9mal getestet.
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Nikotin erwies sich am Krebsdarm als fast wirkungslos; nur hohe
Konzentrationen, wie 107% verstirken die Kontraktionen des Darmes
ein wenig. Nikotin wurde 7mal an 3 Dirmen gepriift.

Adrenalin verursacht ein Anwachsen der Kontraktionsstirke und
des Tonus. Die Grenze seiner Wirksamkeit liegt bei 10°7. Die Ampli-

ACh
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Abb. 3. Isolierter Enddarm von Cambarus clarkii., Wirkung steigender Acetylcholin-
(ACh)konzentrationen. Atropin (Atr) 10-% blockiert die Wirkung von ACh 10~ villig
und hemmt die Spontankontraktionen. Zeitmarken 30 sec.

Abb. 4. Isolierter Enddarm von Cambarus clarkii. Wirkung von Benzoylcholin (BCh),
Eserin (Es), Arecolin (Ar) und Mecholyl (MCh). R = Auswaschen. Mafistab wie Abb. 2.

tude der Darmbewegungen ist nach Adrenalingaben gewohnlich viel
groBer als nach entsprechenden Acetylcholingaben. In einigen (12 von
56) Fallen kam es unter Adrenalineinwirkung zu Perioden vélliger Er-
schlaffung des Darmes, die oft 1/,—1 min dauverten. Einen' typischen
Fall zeigt Abb.5. Hserin verstirkt die Adrenalinwirkung nicht. Sie
wird durch Atropin nicht vermindert (56 Versuche, 11 Dérme).

Nor-Adrenalin wirkt in derselben Weise wie Adrenalin. Auch seine
Wirksamkeitsgrenze liegt bei 1077. Wie Adrenalin ist es auch imstande,
unaktive Dirme zur Titigkeit anzuregen, die auch nach dem Auswaschen
beibehalten wird. Eserin und Atropin (Abb. 5) verindern seine Wirk-
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samkeit nicht, Auch bei Nor-Adrenalin konnte eine periodenweise Xir-
schlaffung des Darmes beobachtet werden (Abb.5). Nor-Adrenalin
wurde an 13 Ddrmen 67mal getestet.

Ephedrin wurde an 2 Darmen 5mal geprift und zeigte keine Wirkung,
selbst wenn es in Konzentrationen wie 107% angewendet wurde.

Abb. 5. Isolierter Enddarm von Cambarus clarkii. Wirkung von Noradrenalin (NA) und
Adrenalin (Ep) auf die Spontankontraktionen. Man beachte die periodenweise auftretende
Hemmung. Atropin (Atr) 10~ hat kKeinen EKinfluB auf die Nor-Adrenalin-Wirkung.

R = Auswagchen. MaBstab wie Abb. 2.

(R T T
s it ol Mt g Ve Sy “MWMW” ™

[ { | | |
ACh, Es’ /V!4 Hie Ar Afr
ws s wt . gt gt 07
Abb. 6. Isolierter Enddarm von Cambarus clarkii; spiralig geschnitten (s. Abb. 1a).
Acetylcholin (ACh), Eserin (Es), Noradrenalin (NA), Nikotin (Nic), Arecolin (Ar) und
Atropin (Atr) sind ohne erkennbaren EinfluB auf die Spontankontraktionen.
R = Auswaschen. Mafstab wie Abb. 2.

Faltor I (gereinigt) wurde an 12 Dirmen getestet. Bei diesen
Versuchen wurde entweder v.H.-Lésung ohne Bikarbonat oder solche, die
auf pg 6,8 gepuffert war, als Losungsmittel und Darmbad verwendet.
Substanz I 1075—10"% hemmt die Spontanaktivitdt der Dirme weit-
gehend. Sie blockiert wie Atropin die Acetylcholinwirkung, aber auch
die Wirkung von Adrenalin und Nor-Adrenalin vollstindig (s. Abb. 2
bei FLorEY 1953Db). Auch ungereinigte wilirige Kochextrakte aus Ge-
hirn oder Riickenmark von Maus, Ratte, Kaninchen, Katze und Pferd
haben eine derartige hemmende Wirkung, manchmal noch in einer Ver-
dinnung 1:400. Faktor I 1075 blockiert die Wirkung von Acetylcholin
1073 vollstandig.
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Didrme, welche der Linge nach aufgeschnitten worden waren
(Abb. 1a), verhielten sich den zugesetzten Substanzen gegeniiber wie
unaufgeschnittene Didrme. Dagegen waren spiralig aufgeschnittene
Dirme (Abb. 1Db) allen zur Anwendung gelangten Stoffen gegeniiber
vollig unempfindlich (Abb. 6). Insgesamt wurden 6 derartige Dirme
untersucht. Alle zeigten eine frequente Spontantétigkeit. Seitlich ein-
geschnittene Diarme (Abb. 1¢) waren dann unempfindlich, wenn die Ein-
schnitte, die sich auf einer Seite folgen, einen geringeren Abstand als
5 mm hatten. Betrug der Abstand 5 mm oder mehr, dann verhielten
sie sich wie normale Didrme und wiesen lediglich eine etwas verringerte
Empfindlichkeit auf. 11 derartige Dérme wurden untersucht.

Diskussion.

Auf Grund der hier beschriebenen Experimente koénnen die eingangs
gestellten ¥ragen folgendermafien beantwortet werden: 1. Die Acetyl-
cholinwirkung am Krebsdarm erscheint als spezifisch. Weder das dem
Acetylcholin strukturell nahestehende Mecholyl, noch das acetylcholin-
artig wirkende Arecolin kommen ihm an Wirksamkeit nahe und Ben-
zoylcholin, ein anderer Cholinester, ist ginzlich wirkungslos. 2. Es
gehort zu den Charakteristika der echten Acetylcholinesterase, daB sie
Acetylcholin schneller zerstort als Mecholyl. Sie wird durch Eserin ge-
hemmt. Eserin sensibilisiert den Darm gegeniiber Acetylcholin wesent-
lich stérker als gegeniiber Mecholyl. Benzoylcholin, das von der echten
Cholinesterase nicht angegriffen wird, ist auch nach Hemmung der
Esterase durch Eserin unwirksam. Das Vorhandensein einer echten
Acetylcholinesterase im Krebsdarm ist daher sehr wahrscheinlich. Dies
kann als weitere Bestétigung einer spezifischen Acetylcholinwirkung auf
den Krebsdarm gewertet werden. 3.und 4. Adrenalin wirkt am Krebsdarm
deutlich férdernd. Das nichtmethylierte (Nor-)Adrenalin wirkt in der-
selben Weise und in derselben Stirke, wihrend das strukturell ver-
wandte Ephedrin wirkungslos ist. Der Adrenalin- und Nor-Adrenalin-
wirkung kommt also eine gewisse Spezifitit zu. Es mull jedoch aui-
fallen, dafi Adrenalin und Nor-Adrenalin in manchen Fillen perioden-
weise hemmen, also ihre Wirkung umkehren. Dies mag so zu verstehen
sein, daB das Adrenalin-, bzw. Nor-Adrenalin-Molekill nicht vollkommen
in den Funktionszusammenhang, in den es eingebaut wird, pafit, diesen
also zwar meistens in Gang hilt und fordert, manchmal aber auch
hemmt. Beide Substanzen wiirden dann nicht spezifisch wirken, sondern
nur eine andere, adrenalinihnliche Substanz, die normalerweise am
Krebsdarm wirksam ist, ersetzen. Hs sei hier erwahnt, da ALEXAN-
prOWIOZ und CARLISLE (zitiert nach ALEXANDROWICZ 1953) in Extrakten
aus Perikardialorganen dekapoder Krebse (ALExXANDROWICZ 1953) eine
adrenalinartige, mit Adrenalin nicht identische Substanz nachweisen
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konnten. 5. Faktor I hemmt die Darmkontraktionen und blockiert die
Wirkung von Acetylcholin und Adrenalin. Aus anderen Untersuchungen
ist bekannt (FLoreEy 1953a, b), dah Faktor I bei Cambarus clarcii die
neuromuskulidre Ubertragung blockiert ohne die Erregungsleitung in
den motorischen Axonen zu beeintriachtigen und dafl er am Herzen die
Automatiezentren hemmt ohne die Kontraktionstdhigkeit des Herz-
muskels zu verringern. Aus diesen Versuchen und anderen wurde der
Schlufl gezogen, dafi der aus dem Zentralnervensystem von Wirbel-
tieren extrahierbare Faktor I die Wirkung peripherer Hemmungsnerven
bei dekapoden Crustaceen ersetzen kann und daf3 diese Hemmungsnerven
selbst durch Bildung einer dhnlichen (oder identischen ?) Hemmungs-
substanz wirken. Uber eine hemmende Tnnervation des Darmes deka-
poder Crustaceen ist bisher nichts bekannt. Da aber Faktor I so selektiv
wirksam ist und an der Bewegungsmuskulatur wie an den Automatie-
zentren des Herzens die Wirkung peripherer Hemmungsnerven nach-
zuahmen vermag, ist anzunehmen, daf er auch am Krebsdarm die Wir-
kung einer hemmenden Innervation ersetzt. 6. Die Zerschneidungs-
versuche lehren, dafl simtliche angewendeten Substanzen keine direkte
Muskelwirkung haben. Seitlich eingeschnittene oder spiralig aufgeschnit-
tene Dirme zeigen frequente kleine Kontraktionen, sind aber unfihig zu
synchronen Kontraktionen des ganzen Darmes. Es ist sehr wahrschein-
lich, daB durch die Schnitte nervése Elemente funktionsunfihig gemacht
werden und dal die angewendeten Substanzen, vielleicht mit Ausnahme
von Faktor I, Eserin und Atropin, auf dem Wege iiber diese nervisen
Elemente auf den Darm wirken.

Aus den Versuchen, iiber die in dieser Arbeit berichtet wurde, kann
man auf das Vorhandensein einer hemmenden und einer cholinergen,
tordernden, vielleicht auch adrenergen, fordernden, Innervation des
Krebsdarmes schlieBen. Uber die tatsichliche Anordnung der entspre-
chenden nervisen Elemente ergeben sich vorldufig noch keine Anhalts-
punkte. Die Tatsache, daB die Wirkung von Adrenalin und Nor-
Adrenalin durch Eserin und Atropin nicht verdndert wird, 146t allerdings
darauf schlieBen, daf eventuell vorhandene adrenerge Neurone nicht
indirekt durch Erregung von cholinergen Neuronen wirken.

Zusammenfassung.

Die Wirkung einer Reihe von Substanzen auf den isolierten Enddarm
von Cambarus clarcii GIRARD wurde geprift. Es ergab sich, daBl Acetyl-
cholin bis zu einer Verdiinnung von 1071 die Spontanaktivitit spezifisch
fordert und dal} die untersuchten Dirme eine echte Acetylcholinesterase
besitzen. Adrenalin und Noradrenalin steigern ebenfalls bis zu einer
Verdiinnung von 1077 die Spontanaktivitit der Dirme, mitunter be-
wirken sie aber periodenweise eine Hemmung. Es ist moglich, dafl an
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8 Frorey: Wirkung von Acetylcholin usw,

ihrer Stelle normalerweise eine andere adrenalindhnliche Substanz wirk-
sam ist. Die Wirkung von gereinigtem Faktor I (FrLormy 1953a, b)
liBt auf eine hemmende Darminnervation schlieBen. Zerschneidungs-
versuche ergaben, dal die angewendeten Substanzen, abgesehen von
Faktor I, Atropin und Eserin, auf dem Wege iiber Nerven auf die Darm-
muskulatur wirken.

Herrn Professor Dr. C. A. G. WIERSMA, in dessen Abteilung die Arbeit durch-
gefithrt wurde, danke ich fiir sein Interesse an diesen Untersuchungen und ich
mochte auch an dieser Stelle ihm, sowie dem Direlctor Professor Dr. G. W. BeaDLE
und den anderen Mitgliedern des Institutes fiir ihr aufmerksames Bemiihen danken,
mir den Aufenthalt in Kalifornien so angenehm als méglich zu machen.
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