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ACh
ATP
cCAMP
cGMP
ChTX
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EFG
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IP3
Kca-Kanal
KCI
L-NA
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PG
PIP;
ROC
SG
SNP
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endothelialer hyperpolarisierender Faktor
(endothelium-derived hyperpolarizing factor)

Erythrozytenflussgeschwindigkeit
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Inositol-1,4,5-trisphosphat
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N®-nitro-L-arginin

Stickstoffmonoxid

(endotheliale) NO-Synthase
Prostaglandin(e)
Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat
rezeptorabhéangige Kalziumkanale (receptor operated calcium channels)
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Nitroprussid-Natrium (sodium nitroprusside)

zuerst in  Drosophila-Spezies  beschriebener  Kationenkanal der
Zellmembran (transient receptor potential channel)
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1 Einleitung

1.1 Physiologischer Hintergrund

Ein funktionierender Blutkreislauf ist unentbehrlich flir einen komplexen Organismus wie den
eines Sdugetieres. Er fuhrt den Geweben Sauerstoff, Substrate und humorale Signale zu,
transportiert CO, und Metabolite ab, und dient durch die Verteilung von Antigenen, Antikorpern
und Immunzellen der Immunabwehr. Um ausreichend und energiesparend zu funktionieren und
dabei den stark schwankenden Anspriichen von Geweben, Organen und des Gesamtorganismus
gerecht zu werden, ist es notwendig das nur in bestimmten Grenzen variable Herzzeitvolumen
optimal im Organismus aufzuteilen. Dies wird im Rahmen von Krankheitsprozessen wie Sepsis
oder akuten allergischen Reaktionen deutlich, in denen diese Regulation gestort ist. Wird das
Herzzeitvolumen nicht mehr kontrolliert verteilt, weil der Geféalstonus aufgehoben wurde, kann

dies zu kritischem Blutdruckabfall und komplettem Versagen des Kreislaufs fiihren.

Um seiner komplexen Aufgabe gerecht zu werden, unterliegt das Herz-Kreislaufsystem zentralen
und peripheren Steuerungsmechanismen. Herzleistung, peripherer Widerstand und Blutvolumen
werden zentral durch das vegetative Nervensystem und eine Vielzahl von Hormonen reguliert,
wéhrend periphere Mechanismen von der Autoregulation der Durchblutung einzelner Organe
durch die myogene Antwort der Gefalmuskulatur bis zur Kontrolle des Tonus einzelner

Arteriolen der Mikrozirkulation durch endotheliale Autakoide und Gewebsmetabolite reichen.

Die Ergebnisse der vorgelegten Arbeit beziehen sich vor allem auf einen
Regulationsmechanismus auf arterioldrer Ebene. Es interessierte, wie der Gefélstonus in
einzelnen Arterien und Arteriolen reguliert wird, und wie das Verhalten von benachbarten und
hintereinander geschalteten Arteriolen zu einer sinnvollen Gesamtantwort koordiniert wird. Als
spezielle Fragestellung wurden elektrotonisch fortgeleitete Geféalireaktionen an Arteriolen der
Skelettmuskel-Mikrozirkulation mittels Intravitalmikroskopie am Musculus cremaster des

Goldhamsters untersucht.
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1.2 Mikrozirkulation

Im Skelettmuskel schwanken der Arbeitszustand und damit die Stoffwechselaktivitdt in einem
sehr breiten Bereich. Dies bedingt einen sehr veranderlichen Bedarf an Durchblutung - im
aktiven Muskel kann der Blutfluss auf das 10- bis 50-fache des Ruhewertes ansteigen (Segal &
Kurjiaka, 1995).

GefalRwiderstand und Blutfluss

Der Blutfluss (I) in einem Stromgebiet wird nach dem Ohmschen Gesetz | = U / R durch zwei
GroRen bestimmt, dem Druckunterschied (U) zwischen der arteriellen und vendsen Seite und

dem Strdmungswiderstand (R).

Da der arterielle Blutdruck unter physiologischen Umstanden maximal verdoppelt wird, und der
venodse Druck unter Belastung eher ansteigt, beruht eine Anderung der Durchblutung vor allem
auf der Fahigkeit von arteriellen GeféRen, den Stromungswiderstand zu verdndern. Der
permanent vorhandene Anspannungszustand (Tonus) der glatten Muskulatur der Gefalwand
kann zu- oder abnehmen, was den Gefalldurchmesser vergréRert (Vasodilatation) oder verringert
(Vasokonstriktion). Durchmesserdnderungen wirken sich dabei nach dem Hagen-Poiseuille
Gesetz R = (8 - 5 - )/ (x - r*) in der 4. Potenz auf den Widerstand (R) aus (n Viskositt,
| GeféaRlange). So kann der Widerstand und damit der Blutfluss in einem GefélRabschnitt durch
Anderung des GefaBradius extrem variiert werden. Dies macht eine sehr feine Steuerung des
Geféaltonus notwendig. Die Zellen der Gefdlwand, Endothelzellen und glatte Muskelzellen,

haben dabei nicht nur eine ausfiihrende, sondern auch eine steuernde Funktion.

Endothel

Das Endothel kleidet als einlagige Schicht von ca. 140 um langen und 7 pm breiten,
langsorientierten Zellen die Innenseite aller Geféalie und des Herzens aus (Haas & Duling, 1997).
Durch seine Lage zwischen Blut und Gefawand kommt ihm im Kreislaufsystem eine besondere
Rolle zu. Es interagiert einerseits mit den zelluldren und humoralen Komponenten des Blutes
und beeinflusst wesentlich Thrombozytenaggregation, Blutgerinnung und Leukodiapedese
(Durchwanderung der GeféalRwand durch Leukozyten). Andererseits tragt es durch Abgabe von

parakrin wirkenden, vasoaktiven Substanzen (Autakoide) wesentlich zur Kontrolle des
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Geféaltonus bei. Es ist zudem in der Lage, den Blutfluss im GefalR indirekt Uber die
Wandschubspannung zu erfassen und die  Autakoidabgabe dieser anzupassen
(Furchgott & Zawadzki, 1980;Palmer et al., 1987;Rubanyi et al., 1986;Quilley et al., 1997;de-
Wit et al., 1993;de-Wit et al., 1997;Davies et al., 1988).

Endothelzellen sind sowohl untereinander als auch mit den sie umgebenden glatten Muskelzellen

uber Gap-Junctions (Nexus, s.u) gekoppelt (Little et al., 1995).

Endotheliale Autakoide

Unter physiologischen Bedingungen bilden Endothelzellen kontinuierlich verschiedene
Autakoide, vor allem Stickstoffmonoxid (NO), Prostaglandin I, (PGI, / Prostacyclin) und einen
hyperpolarisierenden Faktor (Endothelium-derived hyperpolarizing factor, EDHF), dessen
chemische Identitat je nach GefaRgebiet und Spezies unterschiedlich ist (s.u.). Diese basale
Produktion kann durch physiologische Reize, wie erhéhte Wandschubspannung oder pulsatilen
Druck, und durch pharmakologische Stimulation deutlich gesteigert werden. Am besten

untersucht ist in letzterer Hinsicht der Neurotransmitter Acetylcholin (ACh).

Nach Tierspezies, GeféaBbett und Geféallkaliber kann der Anteil dieser Mediatoren an der
endothelialen Autakoidproduktion erheblich schwanken. Um die Rolle von NO, Prostacyclin und
EDHF am Hamstercremaster weiter zu untersuchen, wurde deren Synthese bzw. Wirkung durch
Blockade von Enzymen, Rezeptoren oder Membrankanélen gehemmt, und dann die Wirkung von

Acetylcholin auf Arteriolen untersucht.

NO-Bildung und -Wirkung

Acetylcholin stimuliert Endothelzellen Gber die Bindung an einen membranstédndigen
muskarinergen Rezeptor (Mg3). Dieser aktiviert Uber ein G-Protein die membranstandige
Phospholipase C, welche das Phospholipid PIP, in die Second-messenger IP; und DAG spaltet.
IP5 flhrt nach Bindung an den IP3-Rezeptor des endoplasmatischen Retikulums zu intrazellulérer
Kalziumfreisetzung. Zum Anstieg des Kalzium-Spiegels und zur Wiederauffillung
intrazellularer Kalziumspeicher tragt ausserdem wesentlich ein Kalziumeinstrom aus dem
Extrazellularraum Uber bisher wenig charakterisierte Zellmembrankanéle (receptor operated
calcium channels, ROC / transient receptor potential channels, TRPC) bei. Der extrazellulare
Kalzium-Einstrom wird wie bei glatten Muskelzellen durch das Membranpotential beeinflusst.

Da Endothelzellen keine spannungsabhédngigen Kalziumkanéle besitzen, verhélt sich dies jedoch
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umgekehrt wie bei glatten Muskelzellen: Hyperpolarisation erhéht den elektrochemischen

Gradienten fir Kalzium und es stromt verstarkt in die Zelle ein.

An Calmodulin gebundenes Kalzium aktiviert die endotheliale NO-Synthase (eNOS / NOS I1II)
(Busse et al., 1991), welche im Zytosol aus L-Arginin NO synthetisiert (Palmer et al., 1988). NO
diffundiert transmembranér ins Zytosol der glatten Muskelzellen und stimuliert dort die l6sliche
Guanylatzyklase, welche GTP zum Second-messenger cGMP umformt. cGMP aktiviert dann
eine cGMP-abhangige Proteinkinase (cGKI), welche verschiedene Zielproteine phosphorylieren
kann. Dies fuhrt Uber verschiedene Mechanismen zu einem Absinken des intrazellularen
Kalziumspiegels und einer Kalzium-Desensitivierung des kontraktilen Apparates (Schlossmann

et al., 2003) der glatten Muskelzelle und damit zur Relaxation.

Prostacyclin-Bildung und -Wirkung

Die Prostacyclin-Synthese in den Endothelzellen wird ebenfalls durch einen Anstieg des
intrazellularen Kalziumspiegels in Gang gesetzt und beginnt mit der Abspaltung von
Arachidonsaure aus Phospholipiden durch die Ca**-abhangige Phospholipase A,. Dies ist der
syntheselimitierende Schritt. Die Cyclooxygenase wandelt Arachidonséure in Prostaglandin H,
um, aus dem die Prostaglandin I,-Synthase Prostaglandin I, = Prostacyclin synthetisiert. Nach
Diffusion Uber die Endothelzellmembran und Bindung an den membranstdndigen, G-Protein-
gekoppelten IP-Rezeptor der glatten Muskelzelle (Smyth & FitzGerald, 2002) aktiviert es dort
die Adenylatzyklase, welche aus ATP den Second-messenger cAMP synthetisiert. Dieser
aktiviert die Proteinkinase A, welche Uber die Phosphorylierung unterschiedlicher Zielproteine

die Relaxation der glatten Muskelzelle bewirkt (Shaul et al., 1992).

Endothelium-derived hyperpolarizing factor, EDHF

Neben der Bildung von NO und PGI, gibt es mindestens einen weiteren Mediator oder
Mechanismus, der als Antwort auf eine Vielzahl von Stimuli eine endothelabhéngige
Vasodilatation vermittelt. Dieser bewirkt durch Offnung kalziumabhangiger Kaliumkanale (Kcs)
in Gefalzellen eine Hyperpolarisation glatter Muskelzellen, was uUber eine verringerte
Offnungswahrscheinlichkeit  spannungsabhangiger ~ Kalziumkanale zur  Abnahme  der
zytosolischen Kalziumkonzentration flhrt und so die Muskelzellen relaxiert. In der Annahme,
dass es sich dabei wie um einen diffusiblen, parakrin wirkenden Mediator handelt, wurde er als
endothelialer hyperpolarisierender Faktor oder Endothelium-derived hyperpolarizing factor
(EDHF) bezeichnet.
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Der Mechanismus der EDHF-induzierten Dilatation und der Anteil von EDHF an der
endothelabh&ngigen Vasodilatation kann je nach Stimulus, Spezies, GefalRbett und Gefal3groRe
variieren. So ist EDHF in Kkleinen Arterien und Arteriolen der Mikrozirkulation von grofer
Bedeutung, wahrend er in groRen Leitungsarterien wie der Aorta keine Rolle zu spielen scheint.
Wahrend die Befunde einiger Autoren darauf hinweisen, dass fur die EDHF-Wirkung kein
diffusibler Faktor sondern die Zellkopplung zwischen Endothel und glatten Muskelzellen
verantwortlich ist (Review siehe (Griffith, 2004)), sprechen eine Reihe anderer Untersuchungen
fur in-vivo geschlossene interzellulare Verbindungen zwischen Endothel und glatter Muskulatur
und fur einen diffusiblen Faktor. Die chemische Struktur dieses diffusiblen Faktors ist noch nicht
abschlieRend geklart, vermutlich existieren abh&ngig von Spezies, Organ und Stimulus
unterschiedliche EDHF (Review siehe (Quilley et al., 1997)). In vielen GeféalRbetten weisen die
Ergebnisse auf Derivate der Arachidonséure, Epoxy-Eicosatriensauren (EET), als EDHF hin,
welche durch eine Cytochrom P450-Epoxygenase gebildet werden (Hecker et al., 1994). In
Schweine-Koronararterien und Hamster-Skelettmuskelwiderstandsgefélien wurde das Isoenzym
CYP 2C8/9 als EDHF-Synthase identifiziert (Fisslthaler et al., 1999;de-Wit et al., 1999;Bolz et
al., 2000).

Glatte Muskelzellen

Das Endothel wird von zirkulér verlaufenden, 80 — 150 pum langen und ca. 8 um breiten glatten
Muskelzellen umgeben. Bei Arterien bilden sie in mehreren Schichten die Gefalmedia, in
Arteriolen liegen sie z.T. nur einschichtig vor. Wie bei quergestreiften Muskelzellen wird der
Kontraktionszustand Uber die zytoplasmatische Konzentration von Kalzium gesteuert, wobei
jedoch nicht Troponin, sondern Calmodulin und die Myosinleichtketten-Kinase (MLCK) als
Kalzium-Sensoren dienen. Die Myosinleichtketten-Kinase aktiviert durch Phosphorylierung des
Myosins dessen ATPase-Aktivitdit und ermdglicht so die Myosin-Aktin-Interaktion.
Dephosphorylierung durch die Myosinphosphatase beendet die ATPase-Aktivitdt des Myosins

wieder.

Wie Endothelzellen sind glatten Muskelzellen untereinander Gber Gap-Junctions gekoppelt und
so prinzipiell in der Lage in radialer (v.a. in Arterien mit mehreren Muskelzellschichten) und

longitudinaler Richtung miteinander zu kommunizieren (Little et al., 1995).
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Gap-Junctions

Gap-Junctions sind fleckformige Zellverbindungen, die aus einer dichten Ansammlung von
integralen Membranproteinen (Connexone) bestehen. Ein Connexon ist ein Ring aus 6
gleichartigen Protein-Untereinheiten (Connexine) um eine zentrale Pore. Connexone
gegenlberliegender Zellmembranen verbinden sich dabei zu einer wasserhaltigen, interzelluléren
Verbindung mit einem funktionellen Durchmesser von ca. 1,5 nm, durch die relativ unselektiv
lonen und Molekile bis zu einer Masse von ca. 1000 Dalton diffundieren konnen (Kumar &
Gilula, 1996). Durch ihren niedrigen elektrischen Widerstand erlauben sie die Ausbreitung von
Membranpotentialdnderungen zwischen Zellen und sorgen so fur die elektrische Kopplung von
Zellverbanden. Sie sind die molekulare Grundlage fur die Bildung von Synzytien, wie dem
Herzmuskelgewebe und glattem Muskel vom Single-unit-Typ. Die glatte Muskulatur der Gefalie

kann zum Teil ebenfalls als Synzytium betrachtet werden (Beny, 1999).

Mikrozirkulation und aufsteigende Vasodilatation

Die zwischen den kleinen Arterien und Venen liegenden GefaRabschnitte werden zusammen mit
den dazugehdrigen LymphgeféaRen als Mikrozirkulation bezeichnet. Nach ihrem Durchmesser
lassen sich die Blutgeféalie dieses Abschnittes in Arteriolen (40-100 pum), terminale Arteriolen
(8-40 pum) und Kapillaren (4-8 um) einteilen, an welche sich postkapilldre Venolen (8-30 pum)
und Venolen (30-50 um) anschlieRen.

Untersuchungsgegenstand der vorliegenden Arbeit waren die Arteriolen und terminalen
Arteriolen der Skelettmuskulatur. Ihnen kommt bei der Steuerung der Durchblutung eines
Gewebes bzw. des Muskels eine besondere Bedeutung zu, da in diesem Abschnitt 45-60 % des
arteriellen GefaRwiderstandes liegen, weshalb sie auch als Widerstandsgefélie bezeichnet
werden, und diese GefaRe im, oder nahe am, zu versorgenden Gewebe liegen. Daher kénnen sie
bei Stoffwechselverdnderungen durch einen Konzentrationsanstieg von Metaboliten und einen
Abfall des Sauerstoffpartialdruckes und pH-Wertes direkt beeinflusst werden. Diese Stoffe bzw.
Veranderungen konnen die Blutversorgung eines Skelettmuskelabschnittes somit in

Abhangigkeit von dessen Stoffwechselaktivitat beeinflussen.

Dabei stellt sich allerdings ein Problem: Der arterielle Gesamtwiderstand eines GefalRbaumes
ergibt sich aus der Summe der hintereinander geschalteten Widerstande seiner verschiedenen
Abschnitte (Kirchhoffsche Regeln: R = R; + Ry + Rs...), vereinfacht Rgesamt = Rvorgeschaltete Gefage +

Rintramuskutire Arteriolen. D@ in den intramuskularen Arteriolen der Mikrozirkulation nur ca. 50% des
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GeféaBwiderstandes liegt (Segal & Duling, 1986a), sind sie bei maximaler Dilatation nur in der
Lage den Gesamtwiderstand zu halbieren und damit den Blutfluss maximal zu verdoppeln. Da
aber wesentlich héhere Zunahmen der Stromstarke gemessen werden, ergibt sich daraus, dass
den Arteriolen vorgeschaltete Gefale, die nicht direkt vom Stoffwechsel des versorgten Gebietes
beeinflusst werden, ebenfalls dilatieren missen, um eine entsprechend hohe Zunahme der

Gesamtleitfahigkeit eines Gefélsbaumes zu erreichen.

Segal und Duling haben diesen als aufsteigende Vasodilatation bezeichneten Vorgang
eindrucklich am Cremaster- und Gracilismuskel des Hamsters demonstriert (Segal & Duling,
1986a). Der Mikrozirkulation vorgeschaltete kleine Arterien hatten einen Basaltonus und
konnten bei verschiedenen Stimulationen im distalen Stromgebiet (Stimulation des motorischen
Nervens, Acetylcholin- / Adenosin-Superfusion, 5 min Ischdmie) deutlich dilatieren. Sie
erhdhten dabei ihre Leitfahigkeit auf das 2- bis 4-fache. Lash berichtete tber vergleichbare
Ergebnisse am  Spinotrapeziusmuskel der Ratte. Dort lag der Widerstand des
Muskelstromgebietes zu ca. 40% stromauf des Muskels, 50% in den Arteriolen und zu 10% auf
der vendsen Seite. Unter funktioneller Hyperdmie fiel der Widerstand der arteriellen GefaRe

sowohl stromauf als auch im Muskel auf ca. 1/10 des Ruhewiderstandes ab (Lash, 1994).

Wie das Verhalten proximaler und distaler GefaRabschnitte so koordiniert wird, dass eine
aufsteigenden Vasodilatation resultiert, ist noch nicht vollstdndig geklart. Es wurden
verschiedene Mechanismen beschrieben, die abhdngig von Stromgebiet und Kaliber der Arterien

bzw. Arteriolen in unterschiedlicher Gewichtung dazu beitragen kdnnen.

Flussabhangige Vasodilatation

Die am langsten bekannte Moglichkeit, aufsteigende Vasodilatation zu erklaren, wurde 1933 von
Schretzenmayr beschrieben, der beobachtete, dass Leitungsarterien bei Erhdhung des Flusses
dilatierten. In arteriellen GefaRen flhrt die Dilatation nachgeschalteter Stromabschnitte bei
erhohter Arbeit zu einem Anstieg der Blutflussgeschwindigkeit, was eine Erhohung der
Wandschubspannung bedingt, der tangential auf das Endothel wirkenden Scherkraft.
Endothelzellen werden dadurch stimuliert, mehr vasodilatierende Autakoide, vor allem NO und
Prostaglandine, zu produzieren, welche die glatten Muskelzellen der benachbarten GefaBmedia
relaxieren (Rubanyi et al., 1986;Pohl et al., 1993;Griffith et al., 1987). Dieser Mechanismus
spielt nicht nur in Leitungsarterien eine Rolle, sondern auch in den Arteriolen der
Mikrozirkulation (de-Wit et al., 1997).
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Veno-arterielle Diffusion

Aufsteigende Vasodilatation konnte zum Teil auch durch die Wirkung von Metaboliten zustande
kommen, welche durch Venolen abtransportiert werden und dabei zu parallel verlaufenden
Arteriolen diffundieren. Hester hat 1990 gezeigt, das Infusion von Adenosin in eine Venole zu
einer deutlichen Dilatation begleitender Arteriolen fiihrt (Hester, 1990). Da aufsteigende
Vasodilatation aber auch beobachtet werden kann, wenn keinerlei parallel verlaufende Venen
vorhanden sind, kann veno-arterielle Diffusion die aufsteigende Dilatation nicht vollstandig

erklaren.

Fortgeleitete Gefalireaktionen

Wie prazise der Tonus von WiderstandsgefalRen gesteuert wird, zeigten Berg und Sarelius. Sie
haben als kleinste funktionelle Durchblutungseinheit im Hamstercremaster das Kapillarmodul
beschrieben. Dies ist eine Gruppe von Kapillaren, deren Durchblutung von einer gemeinsamen
terminalen Arteriole gesteuert wird, und umfasst circa eine Flache von 16.000 pm? (entspricht
126 x 126 pm) mit einer Gesamtkapillarlinge von 200 um. Gleichartige Kapillareinheiten
wurden auch an anderen Muskeln beschrieben (Berg & Sarelius, 1995). Wurde eine kleine
Gruppe von Skelettmuskelfasern elektrisch zur Kontraktion gereizt, kam es in dem diese Fasern
versorgenden Modul zu einer Flusserhéhung durch Dilatation der dem Modul vorgeschalteten
Arteriolen bis zur dritten Generation stromauf. Benachbarte Module und deren zugehérige
Arteriolen zeigten keine Flusszunahme oder Dilatation. Die arterioldre Dilatation konnte nicht
durch einen Anstieg der Wandschubspannung erkléart werden und war nicht durch den Natrium-
Kanal Blocker Tetrodotoxin blockierbar, wéhrend Gap-Junction-entkoppelnde hochmolare
Sucrose-Losung (600mosM) die aufsteigende Dilatation in diesen Versuchen unterbrach (Berg et
al., 1997).

Die Prazision der Gefalireaktion und das Ansprechen auf einen Gap-Junction Entkoppler weisen
auf einen weiteren in-vivo wirkenden Koordinationsmechanismus zwischen GefélRabschnitten
hin:  elektrotonisch  fortgeleitete  Geféalireaktionen.  Fortgeleitete  GefaRreaktionen /
Vasomotorantworten (engl. conducted vasomotor responses) lassen sich experimentell
eindrucksvoll demonstrieren, indem vasoaktive Substanzen lokalisiert an ein Gefall gegeben
werden, z.B. mittels einer Mikropipette mit einer Offnung von nur wenigen Mikrometern. Die
folgende Dilatation oder Konstriktion bleibt bei bestimmten Substanzen nicht lokal auf die
Applikationsstelle begrenzt, sondern breitet sich schlagartig in beide Richtungen entlang des

GefaRes aus — ohne dass dies durch Konvektion oder Diffusion der Substanz zu erkléaren ware.
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Der Mechanismus dieser fortgeleiteten Antworten ist nur zum Teil geklart. Man geht davon aus,
dass an der Applikationsstelle eine Membranpotentialanderung entsteht und diese passiv Uber
Gap-Junctions zwischen den Zellen der Gefalwand fortgeleitet wird, um dann an entfernt
gelegenen Stellen direkt oder indirekt den Tonus der glatten Muskelzellen zu beeinflussen (Segal
& Duling, 1986b). Dieses Phanomen kann nicht nur wesentlich zur aufsteigenden Vasodilatation
beitragen, sondern allgemein von grof3er Bedeutung fiir das koordinierte Zusammenspiel von
Zellen, GeféaRabschnitten und verschiedenen Gefdflen im GefaBbaum sein und steht im

Mittelpunkt der vorliegenden Arbeit.
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1.3 Bekannte Eigenschaften fortgeleiteter Vasomotorantworten

1970 zeigten Duling und Berne an 20-40 pm-Arteriolen in der Schleimhaut der
Hamsterbackentasche (Duling & Berne, 1970), dass sich nach lokaler Gabe von Acetylcholin
mittels einer Mikropipette die Vasodilatation Uber eine Strecke von 1600 um stromaufwarts und
stromabwarts von der Applikationsstelle ausbreitete. Diffusion und Konvektion des
Acetylcholins schlossen sie als Ursache aus, da keine vergleichbaren Antworten mehr zu
beobachten waren, wenn die Pipette in gleicher Entfernung im Gewebe anstatt am Gefal} platziert
wurde. Sie zeigten zudem, dass die Fortleitung von der vasoaktiven Substanz abhangt. Wéhrend
Acetylcholin in allen untersuchten Spezies und Geweben eine fortgeleitete Antwort erzeugt, ist
dies bei anderen Substanzen variabel, oder kommt, z.B. bei Nitroprussid-Natrium, nie vor
(Gustafsson & Holstein-Rathlou, 1999).

Segal und Duling konnten zuerst die Unabhangigkeit dieser Fortleitung vom Fluss zeigen, indem
sie an der Hamsterbackentasche den Fluss in einer Arteriole durch proximales und distales
Abdricken mit einer stumpfen Mikropipette unterbrachen, was die Fortleitung der Acetylcholin-
Antwort jedoch nicht beeinflusste. Die Fortleitungsgeschwindigkeit der GeféRantwort betrug
dabei mindestens 2 mm/s (Segal & Duling, 1986b).

Eine Beteiligung von Nerven wurde durch Unempfindlichkeit der Fortleitung von Acetylcholin-
Antworten gegeniiber Tetrodotoxin ausgeschlossen, das durch Blockade spannungsabhéngiger
Natrium-Kanéle die Ausbreitung von Aktionspotentialen in Nervenfasern hemmt (Segal &
Duling, 1987;Segal & Duling, 1989).

Dagegen ergaben mehrere Untersuchungen eine Abschwdachung oder Unterbrechung der
Fortleitung durch Gap-Junction-entkoppelnde Substanzen. Segal und Duling beobachteten an
Hamstercremaster-Gefalien eine Abschwéchung von fortgeleiteten Acetylcholin-Antworten nach
Applikation von hypertoner Sucrose-Ldsung zwischen Stimulations- und Beobachtungsstelle
(Segal & Duling, 1987). Dieses Ergebnis konnten sie an der Hamsterbackentasche mit hypertoner
Sucrose-Losung, Octanol und erhdhter CO,-Konzentration bestétigen, welche die Fortleitung von
Acetylcholin-Dilatationen und Kalium-Konstriktionen abschwéachten bzw. unterbrachen (Segal
& Duling, 1989).

Die Amplitude fortgeleiteter VVasomotorantworten nimmt mit zunehmender Entfernung von der

Stimulationsstelle ab. Dies kann unter Annahme einer passiven Ausbreitung analog zu einem
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elektrischen Leiter durch eine L&ngenkonstante beschrieben werden. Diese entspricht der
Strecke, Uber die ein Signal auf 1/e, also auf ca. 37 %, abnimmt. Die so anhand der Abnahme der
Gefélreaktion Uber eine bestimmte Strecke errechnete mechanische Langenkonstante liegt an der
Hamsterbackentasche im Bereich von 1,6 — 2,2 mm (Segal et al., 1989;Delashaw & Duling,
1991).

Elektrische Eigenschaften fortgeleiteter Antworten

Segal und Beny gelang es 1992 in-vivo an Arteriolen der Hamsterbackentasche das
Membranpotential von GefaRzellen (Endothelzellen und glatte Muskelzellen wurden nicht
unterschieden) zu messen, und den Zusammenhang zwischen elektrischer und Vasomotor-
Aktivitdt zu demonstrieren, indem sie zeigten, dass spontane Vasomotoraktivitat und

Membranpotentialschwankungen zeitlich synchron verliefen (Segal & Beny, 1992).

Den direkten Zusammenhang zwischen fortgeleiteten VVasomotorantworten und der Ausbreitung
von Membranpotentialdnderungen demonstrierten Xia und Duling dann 1995 an isolierten
Arteriolen der Hamsterbackentasche: Durch Kaliumchlorid ausgeldste Depolarisationen und
Konstriktionen konnten an der Applikationsstelle, und mit zunehmender Entfernung
abgeschwacht, an entfernten Stellen gemessen werden, wobei die VVasomotorantwort mit dem
Grad der Depolarisation korrelierte. Die elektrische und mechanische L&ngenkonstante waren
dabei gleich (1,5 mm). Zwischen Endothelzellen und glatten Muskelzellen bestand kein
Unterschied im Ruhemembranpotential oder im Verlauf der Membranpotentialdanderungen,
woraus sie ableiteten, dass beide Zelltypen elektrisch miteinander gekoppelt waren (Xia &
Duling, 1995;Xia et al., 1995).

Messungen von Welsh und Segal bestdtigten die longitudinale Ausbreitung von
Membranpotentialanderungen auch in-vivo. Sie fanden aber, dass sich der Verlauf des
Membranpotentials zwischen Endothelzellen und glatten Muskelzellen bei Stimulation mit
vasoaktiven Substanzen teilweise deutlich unterscheidet (Hamsterbackentasche, 50pum Arteriolen
(Welsh & Segal, 1998)). Sie erklarten diese Befunde mit zwar vorhandenen, aber unter in-vivo-
Bedingungen elektrisch entkoppelten Gap-Junctions zwischen Endothel und glatter Muskulatur.
Dadurch ergeben sich zwei parallele Leitungswege in der Gefalwand. Abhangig von der Art der
Stimulation breiten sich Membranpotentialanderungen dann bevorzugt ber eine Zellschicht
(z.B. glatte Muskelzellen fir Phenylephrin u. Noradrenalin), oder beide Zellschichten aus

(Kaliumchlorid, Acetylcholin).
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Bevorzugter Leitungsweg

Emerson und Segal stellten 2000 an isolierten 70 um-Arteriolen des Hamster-Retraktormuskels
fest, dass Acetylcholin-Antworten nicht (ber Arteriolenabschnitte fortgeleitet werden, in denen
das Endothel bei erhaltenen glatten Muskelzellen zerstort wurde. Daraus schlossen sie, dass sich
Acetylcholin-induzierte Hyperpolarisationen tber die Endothelschicht ausbreiten, und diese die
Hauptleitungsbahn fur fortgeleitete Antworten darstellt (Emerson & Segal, 2000b). Theoretische
Uberlegungen und ein Vergleich der Zellkopplung zwischen Endothelzellen und zwischen
glatten Muskelzellen in Arteriolen der Hamsterbackentasche unterstiitzen diese Ansicht: Bedingt
durch den zirkuldren Verlauf glatter Muskelzellen und die longitudinale Anordnung von
Endothelzellen, mussten fur eine Strecke von einem Millimeter entweder die Gap-Junctions
zwischen ca. 140 glatten Muskelzellen oder alternativ nur 6 - 7 Endothelzellen Gberbrickt
werden. Auch wenn Gap-Junctions eine relativ hohe elektrische Leitféahigkeit besitzen, stellen sie
im Vergleich zum Zytoplasma der Zellen das Nadelohr fur die Ausbreitung von
Membranpotentialanderungen dar. Hinzu kommt, dass Endothelzellen zumindest fir Farbstoffe
deutlich besser gekoppelt sind als glatte Muskelzellen, was auf eine bessere elektrische
Kopplung von Endothelzellen hinweist (Haas & Duling, 1997;Little et al., 1995).

In-vivo-Untersuchungen an der Hamsterbackentasche konnten die Bevorzugung des Endothels
als Leitungsweg allerdings nicht bestatigen. Wahrend die Zerstérung glatter Muskelzellen Gber
einen kurzen Arteriolenabschnitt die Fortleitung von Phenylephrin-Antworten unterbrach,
wurden Acetylcholin-Antworten sowohl tber Stellen mit geschadigtem Endothel, als auch Gber
Stellen mit geschédigter glatter Muskulatur weitergeleitet (Bartlett & Segal, 2000). Die glatte-
Muskelzellschicht scheint also sowohl selbststandig (Phenylephrin), als auch gemeinsam mit

dem Endothel als Fortleitungsweg dienen zu kénnen.
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1.4 Fragestellungen

1.4.1 Arteriolare Druckmessung

Eine koordinierte Antwort hintereinander gelegener GefdRabschnitte wird in Bezug auf die
Mikrozirkulation vor allem durch den Widerstand in den stromauf gelegenen kleinen Arterien
notwendig. Um diesen am Cremastermodell zu untersuchen, wurde der Blutdruck in der Arteria
femoralis und in Arteriolen des Cremastermuskels gemessen, um daraus auf den Druckabfall
proximal des Messpunktes zu schlieBen. Dazu wurden Arteriolen mit einem Durchmesser von
ca. 50 um mit einer angeschliffenen Mikropipette punktiert und der Druck im Blutgefal3 mit der

Servo-Null-Methode gemessen (s.u.).

1.4.2 Flussabhangige Komponente fortgeleiteter Vasomotorantworten

Fortgeleitete Dilatationen auf Acetylcholin lassen sich durch einen flussunabhangigen
Mechanismus erkldren. Da eine Erhdhung der Wandschubspannung in der Mikrozirkulation des
Hamstercremasters aber ebenfalls eine signifikante Vasodilatation auslésen kann (de-Wit et al.,
1997), konnte eine flussabhangige Komponente an der Ausbreitung einer Acetylcholin-Antwort
zumindest beteiligt sein. Inhibitoren der NO-Synthase und Cyclooxygenase kdnnten dann eine
uber NO und Prostacyclin vermittelte flussabhdngige Komponente hemmen, und die
Vasomotorantwort somit beeinflussen. Um einen solchen Effekt einzuschédtzen oder
auszuschlieflen, wurde aus der Blutflussgeschwindigkeit und dem GefalRdurchmesser der
Schergrad der intravasalen Flissigkeit wahrend fortgeleiteter Antworten errechnet. Daraus lasst

sich mit Hilfe der Viskositat direkt auf die Wandschubspannung am Geféliendothel schlie3en.

1.4.3 Auswirkungen der Pentobarbital-Narkose

Als Standardnarkose fiur in-vivo Versuche am Hamster wurde bisher eine intraventse
Dauerinfusion des Barbiturats Pentobarbital verwendet. Da sich gezeigt hat, dass Pentobarbital
die EDHF-Komponente der Acetylcholin-Antwort vermindern kann (de-Wit et al., 1999), wurde
Pentobarbital durch eine Kombination aus einem Opioid (Fentanyl), Benzodiazepin (Midazolam)
und Droperidol ersetzt (Neuroleptanasthesie), und diese zwei Narkose-Arten in Bezug auf die

EDHF-Beteiligung an der Acetylcholin-Antwort verglichen.



Einleitung 19

1.4.4 Rolle endothelialer Autakoide bei fortgeleiteten Acetylcholinantworten

Stimulation eines Gefdlles mit Acetylcholin bewirkt am Applikationsort die Freisetzung von
Stickstoffmonoxid (NO), Prostaglandin 1, (PGI,) und eines endothelialen hyperpolarisierenden
Faktors (EDHF) und eine sich ausbreitende Vasodilatation. Um die Rolle der einzelnen
Autakoide dabei zu untersuchen, wurden ihre Bildung bzw. Wirkung sequentiell gehemmt, und
Vasomotorantworten vor und nach Blockade des entsprechenden Autakoids miteinander

verglichen.

1.45 Ortder EDHF-Wirkung

EDHF scheint eine zentrale Rolle bei fortgeleiteten Acetylcholin-Antworten zu spielen. Der NO-
Synthase- und Cyclooxygenase-unabhéngige Anteil der Acetylcholin-Dilatation an der
Stimulationsstelle beruht vermutlich auf der Offnung von kalziumabhangigen Kaliumkanalen der
glatten Muskelzellen durch endotheliales EDHF (Hashitani & Suzuki, 1997). Unklar ist, wie
EDHF die fortgeleitete Vasodilatation bewirkt. Eine sich in der Endothelzellschicht passiv
ausbreitende Hyperpolarisation kdnnte die Bildung von EDHF entlang des Endothels stimulieren,
und so fortgeleitete Dilatationen durch vor Ort gebildeten EDHF verursachen. Alternativ kdnnte
die EDHF-Wirkung am Stimulationsort ausreichend sein, um eine fortgeleitete Dilatation
auszulosen. Wie EDHF und fortgeleitete Dilatationen ursdachlich zusammenhéngen ist eine der

Hauptfragen dieser Arbeit.

1.4.6 Beeinflussung der Fortleitung durch NO

Die grofle Bedeutung von fortgeleiteten Vasomotorantworten als Koordinations- und
Kommunikationsmechanismus in der Mikrozirkulation legt die Notwendigkeit einer Modulation
nahe. Unter pathologischen Bedingungen, z.B. lokaler Entziindung, konnte eine sich
unverhaltnismélig ausbreitende Vasodilatation durch Fehlverteilung des Blutstroms nachteilige
Folgen haben. Als physiologische Inhibitoren der Gap-Junction-Leitfahigkeit wurden u.a.
Entzindungsmediatoren (Hu & Cotgreave, 1997) und NO (Blasits et al., 2000) beschrieben.
Diese konnten eine fortgeleitete Dilatation aus einem entzlindeten Gebiet mit maximaler
Vasodilatation und hoher NO-Produktion bedingt durch die induzierbare NO-Synthase (NOS I1)
beschranken. Um die Rolle und Regulierbarkeit von Gap-Junctions an unserem Modell zu
untersuchen, wurde die Wirkung von exogenem NO auf fortgeleitete Acetylcholin-Dilatationen

untersucht.
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2 Material und Methode

2.1 Versuchsvorbereitung und Praparation

Die Untersuchungen wurden an mannlichen Syrischen Goldhamstern (Mesocricetus auratus) mit
einem Gewicht zwischen 80 und 160 g und einem Alter von 2 bis 6 Monaten durchgefihrt. Die
Tiere stammten aus der Versuchstierzucht des Instituts fir Physiologie und Pathophysiologie der
Universitdt Mainz bzw. des Institutes fur Physiologie der Universitat Minchen oder wurden von
Charles River Deutschland zugekauft. Die Versuche wurden entsprechend der Bestimmungen
des deutschen Tierschutzgesetzes durchgefihrt und waren von der Bezirksregierung

Rheinhessen-Pfalz bzw. der Regierung von Oberbayern genehmigt.

2.1.1 Narkoseeinleitung, Katheterisierung und Beatmung

Das Versuchstier wurde gewogen und mit einer intraperitonealen Injektion von Pentobarbital-
Natrium (37,5 mg/ml in 0,9% NaCl-Losung, 2-3 ml/kg KG) narkotisiert. Nach Erreichen des
Toleranzstadiums nach 10-15 Minuten wurden mit einem Langhaarscherer die vordere Halspartie

und beide Hodensacke rasiert.

AnschlieBend wurde das Versuchstier zur spateren Beatmung tracheotomiert. Nach einem
1,5 cm langen, medialen Hautschnitt an der ventralen Seite des Halses wurde die Trachea
freiprépariert und zwischen zwei Knorpelspangen eingeschnitten. In die erdffnete Luftrohre
wurde ein PE-Tubus (Durchmesser 1,5 mm, Lange 20 mm) eingefiihrt und mit zwei Bindfaden

gesichert.

Zur Aufrechterhaltung der Narkose und Uberwachung der Vitalfunktionen wurden ein vendser
und ein arterieller Zugang in eine Vena jugularis und die gegenuberliegende Arteria carotis
gelegt. Dazu wurde das jeweilige GefaR vorsichtig dargestellt und zwischen zwei Faden
aufgespannt (Abb.2.1). Es wurde mit einer Mikroschere in der Mitte eingeschnitten und durch
den Einschnitt ein mit physiologischer (Vene) bzw. heparinisierter Katheter
physiologischer NaCl-Losung (50-100 1U/ml, Arterie) gefiillter 729"

PE-Katheter (Durchmesser 1 mm) eingebracht, und provisorisch mit

einem Faden gesichert. Nach dem Losen der Haltefaden wurde der

Katheter einige Millimeter vorgeschoben und mit den drei Faden Abb. 2.1: Hals mit

fixiert. GefaR, seitliche Ansicht
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Uber den vendsen Zugang wurden wihrend des Versuches kontinuierlich die Narkotika
infundiert (Perfusor VII, Braun) und durch Beatmung und Nierenfunktion entstandene
Flussigkeitsverluste ausgeglichen. Nach Abschluf? dieser Praparation wurde der Hamster ber
den Tubus kontrolliert beatmet (Frequenz 52-60 /min, Sauerstoff-Stickstoff-Gemisch 30:70;
7025 Rodent Ventilator, Hugo Sachs Elektronik, Freiburg; Dréger Labomix Gasmischgerét).

2.1.2 Aortenmanschette und Femoraliskatheter

Bei Versuchen, in denen Druck in den Arteriolen gemessen wurde, ist die Préparation um einen
Femoraliskatheter und eine Aortenmanschette (Jones) erweitert worden. Der Femoraliskatheter
(PE, Durchm. 0,61 mm) wurde nach einem von der rechten Leistenbeuge zur Innenseite des
Oberschenkels geflihrten Hautschnitt und stumpfer Préparation des GefélRes in gleicher Weise

wie der Carotiskatheter in die A. femoralis eingefihrt.

Um die Aortenmanschette (Abb. 2.2) anzubringen, ist die Abdominalhdhle in der Medianlinie
eroffnet worden. Nach Einlage eines kleinen, gepolsterten Winkelstiickes zum Abdréngen der
intraperitonealen Organe konnte das Retroperitoneum inzidiert und die Aorta vorsichtig und
unter weitgehender Schonung der Nerven unterfahren werden. Die u-formige Manschette wurde
unter das Gefal gelegt und Uber diesem mittels angebrachter Faden verschlossen. Danach wurde

das Winkelstuck entnommen und die Bauchhohle mit Pflasterstreifen geschlossen.

Abb. 2.2 Aortenmanschette.

VeESChIUBfaden Die Manschette war Uber einen

Schlauch Stempel mit Gewirde o iblen Schlauch mit einer 1 ml-
Spritze verbunden, (ber die der

Druck in der Manschette variiert

* werden konnte. Zur Erhdhung der
Manschette 1 ml-Spritze Prazision war das Hohlraumsystem
mit Aorta mit Ol gefillt und der Stempel mit

einem Gewinde versehen.
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2.1.3 Préaparation des Musculus cremaster

Zur Untersuchung der Mikrozirkulation wurde der rechte Musculus cremaster nach der Methode
von Baez (Baez, 1973) prapariert. Der narkotisierte Hamster wurde auf eine Versuchsplattform
aus Plexiglas mit gewarmten Boden (Abb. 2.3) gelagert und das Skrotum mit Krebs-Losung (s.
2.2.2) superfundiert. Das Skrotum wurde mit einer Mikroschere in der vorderen Mittellinie vom
distalen Pol her eroffnet und die darunterliegende Muskelfaszie vorsichtig abprépariert. Danach
konnte der Muskelsack analog zum Hautschnitt, unter weitgehender Schonung von
GeféaRarkaden, eroffnet werden. Der nun flachige Muskel wurde mit 6 bis 8 atraumatischen
Faden (Prolene® 6/0, Johnson & Johnson), die mit Einzelknopfnahten am Muskelrand fixiert
wurden, Uber der Glasplatte der Versuchsplattform (Abb. 2.3 und 2.4) aufgespannt. Wahrend der
Préparation des Muskels wurden Hoden, Nebenhoden und deren Geféaliversorgung, im
besonderen die distale arterielle Anastomose zwischen Nebenhoden- und Cremastergefélien,
belassen (Modifikation nach Hill (Hill et al., 1990)). Hoden, Nebenhoden und anhangendes
Fettgewebe wurden lediglich mit zwei weiteren Faden zur Seite gezogen und mit einer diinnen

Plastikfolie abgedeckt, um das Gewebe vor dem Austrocken zu schiitzen.

Silikonstreifen Abb. 2.3 Versuchsplattform (Langsschnitt).
Im Boden befand sich ein Hohlraumsystem,
| | das mit warmem Wasser perfundiert wurde.
Der Cremastermuskel wurde auf der leicht
Glas- erhdhten Glasplatte ausgebreitet. Am Kopf-
platte (li.) und FuRende (re.) konnten Mikro-
manipulatoren angebracht werden.

Plexiglaskorper

Anschlu3 der

warmepumpe
ﬁ. E‘"’*' é Abb. 2.4 Cremasterpra i
_ 2. praparation.
Glas- @ -.‘*" Der Muskel wurde mit
platte .. y atraumatischen Faden, die in einen
3 Silikonstreifen eingestochen
wurden, Uber der Glasplatte locker
aufgespannt. Hoden, Nebenhoden
Faden -~ im =] g . Nebenhoden u. undg Eettgewebe wurden  nicht
: Fettgewebe -
entfernt, sondern lediglich aus dem
Beobachtungsfeld gezogen und mit
Silikon- @ - Hoden Plastikfolie vor dem Austrocknen
streifen” | geschiitzt.
Ablauf-

rinne
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2.1.4 Narkose

Narkosefihrung

Uber den arteriellen Katheter wurden der systemische arterielle Blutdruck und die Herzfrequenz
gemessen. Die Narkosetiefe wurde durch Anderung der Infusionsrate der Narkoselésung anhand
dieser KreislaufgrofRen gesteuert und der Blutdruck so in einem Bereich von 80 bis 100 mmHg
und die Herzfrequenz bei ca. 200 Schlagen/min gehalten. Die Korpertemperatur des Hamsters
wurde mit einer pharyngealen Sonde gemessen und mittels der gewarmten Versuchsplattform
und der Warmestrahlung einer Glihbirne zwischen 37 und 38 °C gehalten. Nach Beendigung des
Versuchsprotokolles wurde das Versuchstier durch eine Bolusinjektion von Pentobarbital-

Natrium eingeschlafert.

Narkotika

Es wurden zwei verschiedene intravendse Narkosen verwendet. Zu Beginn der Studie wurde das
in den meisten bisherigen Untersuchungen am Hamster benutzte Barbiturat Pentobarbital
verwendet. Da Pentobarbital jedoch den EDHF-Anteil von Acetylcholin-Dilationen abschwéchen
kann (de-Wit et al., 1999)(s. 1.4.3), wurde es fir Untersuchungen zur Rolle von EDHF durch
eine barbituratfreie Narkose ersetzt, die auf der Kombination eines Opiates mit einem

Neuroleptikum und einem Benzodiazepin beruht (Neuroleptnarkose).

a) Pentobarbitalnarkose: Pentobarbital-Natrium wurde in einer Konzentration von 10 mg/ml mit
0,2-1,2 ml/h infundiert. Mit dieser Narkose wurden die Versuche zur Rolle der
Wandschubspannung, Auswirkung der Blockade der NO-Synthase und Cyclooxygenase und
zur  Fortleitung von Nitroprussid-, Phenylephrin- und Kaliumchlorid-Antworten

durchgefihrt.

b) Neuroleptnarkose: Bei allen weiteren Versuchen wurde eine Kombinationen von Fentanyl,
Midazolam und Droperidol verwendet. Die endgiltige Zusammensetzung war eine
Dauerinfusion (~0,7 ml/h) von Fentanyl und Midazolam (6,9 pg/ml bzw. 1,05 mg/ml in 0,9%
NaCl-Losung), bei der Droperidol (0,75 mg/ml) alle 30-50 min als Bolus (~0,1 ml ) gegeben

wurde.
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2.2 Versuchsaufbau

2.2.1 Mikroskop und Anbauten

Die Plattform mit dem Versuchstier wurde auf einem Metallux 3-Mikroskop von Leitz mit
Diskussionsbank und manuell verstellbarem Mikroskoptisch montiert. Es war mit einem 10x
Okular und 20x bzw. 32x Objektiv (num. Apertur: 0,32 / 0,4) mit groem Arbeitsabstand

ausgestattet. Der Kondensor hatte eine Apertur von 0,35.

Untersuchte Gefél3abschnitte wurden mittels einer Kamera (Model XC-77CE, PCO Computer
Optics, Kelheim) aufgenommen und mit einem Videorecorder (AG-5700, Panasonic) auf Band
(XD-Pro, Panasonic) aufgezeichnet. Mit einem Videotimer wurden dabei Zeitwerte ins Bild
eingeblendet, Uber die die Einzelsequenzen bei der spéteren Auswertung identifiziert werden
konnten. Das Kamerabild konnte wahrend des Versuches auf einem Monitor (PVM-1442 QM,

Sony) beobachtet werden.

Mikropipetten zur Druckmessung bzw. Mikroapplikation von Substanzen wurden uber einen
Pipettenhalter (Eppendorf) in Mikromanipulatoren (Light-Weight Manipulator M-152 mit One
Dimensional Oil Hydraulic Micromanipulator MMO-220, Narishige) eingespannt und diese am

oberen oder unteren Ende der Versuchsplattform fixiert.

Zur Druckmessung wurde das hintere Ende des Pipettenhalters tiber einen Teflonschlauch mit
einem Druckmessgerat (s. 2.3.3) verbunden. Zur Mikroinjektion von Substanzen wurde eine
Verbindung zu einem Druckreservoir hergestellt. Uber ein elektronisch steuerbares, schnell
schlieRendes Ventil konnten dann Druckimpulse von genau definierter Zeitdauer (10-990 ms) an

die Pipette abgegeben werden.
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2.2.2 Superfusionssystem

Um die Mikrozirkulation des Cremastermuskels in einem maoglichst physiologischen Milieu zu
beobachten, wurde er permanent mit angewéarmter, Bicarbonat-gepufferter Salzlésung (Krebs-
Losung) superfundiert (Abb. 2.5). Diese wurde mit einem Gemisch von 5 % CO; und 95 %
Stickstoff begast und hatte folgende Zusammensetzung [mM]: Na* 143, K* 6, Ca?* 2,5, Mg**
1,2, CI" 128, HCO3 25, SO,* 1,2, H,PO4 1,2. So wurden der Sauerstoffpartialdruck in der
Lésung bei 30 mmHg, der CO,-Partialdruck bei 40 mmHg, die Temperatur bei 34°C und der pH-
Wert zwischen 7,3 und 7,4 gehalten. Die Flussrate der Krebslosung betrug 8 ml/min. Uber einen
Nebenzugang konnten der Superfusion mit einer Rollerpumpe pharmakologisch wirksame
Substanzen beigemischt werden (s. 2.2.3 und Abb. 2.5).

Uberdruckventil

ﬂ Druckausgleichsrohr

<
| GaszufluR
<

ﬂ | Rollerpumpel

I
~ S = T =

Vorratsgefai doppelwandiges
Anwarmgefan

Cremaster

Abb. 2.5 Superfusionssystem.

Krebslosung aus dem Vorratsgefal3 floss nach Erwarmung auf 34°C mit einer FluRBrate von 8 ml/min
auf den Muskel. Uber einen kleinen Zugang konnten mit einer Rollerpumpe Substanzen zugegeben
werden, die dabei 1:100 verdiinnt wurden. Uberschiissige Krebslésung floss vom Muskel (iber einen
Ablauf ab.

Die Gasraume der beiden Gefal3e standen unter konstantem Druck (80-100 mmHg) eines
Gasgemisches (5% CO,, 95% N,). Die Flussrate wurde Uber die H6he des Druckes gesteuert und war
somit vom Fullungszustand des VorratsgefaRes unabhéngig.
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2.2.3 Applikationswege zu untersuchender Substanzen

Superfusion

Substanzen, die auf alle Gefdle des Cremasters wirken sollten, wurden mit der
Superfusionslosung appliziert. Dazu wurde eine 100fach héher konzentrierte Stammlésung der
zu untersuchenden Substanz Uber eine Rollerpumpe (Minipuls 2, Gilson, Frankreich) mit
0,08 ml/min der mit 8 ml/min flieBenden Superfusion beigemischt (s. Abb. 2.5) und so auf die

gewiinschte Konzentration verdiinnt.

Mikroinjektion

Substanzen, bei denen eine streng auf eine Gefalistelle lokalisierte Wirkung erwunscht war,
wurden mit einer im Muskelgewebe platzierten Mikropipette (s.u.) perivaskuldar (5-20 pm
entfernt) injiziert. Eine sehr geringe Menge (<10 nl) der in der Mikropipette enthaltenen Losung
wurde mit einem kurzen Druckstol? (50-900 ms, 1,4 bar) aus der Pipette ausgestof3en. Ein kurzes
Auseinanderweichen des umliegenden Gewebes zeigte eine erfolgreiche Ejektion von

Flussigkeitsvolumen aus der Pipettenspitze an.

2.2.4 Mikropipetten

Die verwendeten Mikropipetten wurden aus Borosilikatglaskapillaren mit internem Filament
(Aussendurchmesser 1 mm, Innendurchmesser 0,58 mm, La&nge 100 mm) mit einem
Mikropipettenpuller gezogen (Moving-coil Microelectrode Puller Model 753, Campen
Instruments, bzw. Model P-2000 Sutter Instrument Co.). Um die Offnung der Pipettenspitze auf
ca. 2 um zu vergrélRern und die Penetrationseigenschaften zu verbessern, wurden die Pipetten
danach auf einem Mikropipetten-Schleiftisch mit rotierender Schleifplatte unter Sichtkontrolle
durch ein Auflicht-Mikroskop (VergroRerung 40-80x) geschliffen. Bei wasserbenetzter
Schleifoberflache und hoher Drehzahl der Schleifplatte waren Schleifzeiten von 2 bis 120
Sekunden pro Pipette die Regel. Die Durchgangigkeit konnte durch den Austritt kleinster
Luftblaschen aus der unter Wasser gehaltenen Pipettenspitze kontrolliert werden, wenn mit einer

10 ml-Spritze ein hoher Druck (maximale Daumenkraft) im Pipettenlumen aufgebaut wurde.

Druckmesspipetten wurden zusétzlich mit Sigmacote®-Ldsung silikonisiert, um die
Thrombozytenaggregation zu hemmen. Zur Messung wurden sie mit 2 molarer NaCl-Ldsung

(teilweise heparinisiert, ~1 1U/ml) gefullt.
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2.3 Messung und Aufzeichnung der Messwerte

2.3.1 Arterieller Druck und Herzfrequenz

Der in der Arteria carotis gemessene systemische Blutdruck und der arterielle Druck in der
Femoralarterie wurden mit Druckwandlern (Statham, Costa Mesa CA, USA) gemessen und sind
in mmHg angegeben. Die Herzfrequenz wurde aus den Druckamplituden des Carotisdruckes mit

einem Frequenzzahler bestimmt.

2.3.2 Erythrozytenflussgeschwindigkeit und Schergrad

Die Erythrozytenflussgeschwindigkeit (EFG) wurde mit der variierten Signal-Korrelations-
Methode von Wayland und Johnson (Wayland & Johnson, 1967) ermittelt. Dazu erfassten zwei
Photozellen die von flieenden Erythrozyten verursachten Helligkeitsdnderungen auf zwei
15,3 um hintereinander liegenden GefaRabschnitten. Aus der zeitlichen Verzdgerung des
Signalmusters zwischen den Photozellen liel3 sich dann mit einem PC-Programm (Herrmann et
al., 1987) (ONLINE 2.11) die Flussgeschwindigkeit der Erythrozyten errechnen.

Der Schergrad (SG) entspricht der Steilheit des Stromungsprofils des Blutstromes bei laminarem
Fluss und wurde nach der Formel SG = [8000 x (EFG / 1,6)] / Durchmesser berechnet. Bei
konstanter Viskositat verhélt sich die Wandschubspannung, also die Scherkraft, welche auf die

Endothelschicht wirkt, proportional zum Schergrad.

2.3.3 Arteriolare Druckmessung

Der Druck in Arteriolen der Mikrozirkulation wurde mit einem Servodruckmesssystem (Model
5A, IPM Instrumentation for Physiology and Medicine Inc.) gemessen. Dazu wurde eine mit
2 molarer NaCl-Losung gefullte Mikropipette im Gefalllumen platziert. Verschiebungen der
Grenzflache zwischen Pipettenlésung und Blutplasma durch die Druckdifferenz zwischen
Pipetteninnerem und —auBerem (BlutgefaR) filhren dann zu einer Anderung des elektrischen
Widerstandes Uber die Pipette. Dringt Blutplasma mit seiner geringeren Salzkonzentration in die
Pipette ein, steigt ihr elektrischer Widerstand an. Umgekehrt fuhrt ein Auslaufen der Salzldsung
aus der Pipette zu einem Abfall des Widerstandes. Uber einen elektronischen Regelkreis wird der
elektrische Widerstand konstant gehalten, indem der Druck in einem mit der Pipette gekoppelten
Flussigkeitsreservoir mittels eines Stempels angepasst wird. Der Druck, der notwendig ist, um

die Position der Flussigkeitsgrenzfldche in der Pipettenspitze konstant zu halten, entspricht dann
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dem aktuellen Druck im Gefal} und kann mit einem konventionellen Druckwandler (Statham) im

Druckreservoir gemessen werden.

2.3.4 Gefalldurchmesserbestimmung

Nach dem Versuch wurde der Gefaldurchmesser vom Videoband mit einem Bildanalysegerat
ausgemessen (Video Dimension Analyzer Model 330H IPM, Instrumentation for Physiology and
Medicine, Inc.). Die halbautomatische Messung beruhte auf der automatischen Platzierung von
zwei Messbalken in der Bildspalte mit der stiarksten Anderung der Helligkeitswerte, wobei nur
ein kleines Messfeld betrachtet wurde. Dieses musste zuvor auf eine Stelle mit kontrastreicher
Geféaldarstellung gelegt werden. Die Position der Messbalken konnte wéhrend der Messung
manuell korrigiert werden. Das Gerat lieferte dann eine dem Abstand der Balken proportionale
Spannung, welche als Analogsignal mit einem PC (486er) aufgenommen und durch ein
Datenaufzeichnungsprogramm (Workbench PC 2.0, Strawberry Tree Inc.) in Mikrometer
umgerechnet und mit 2 Hz gespeichert wurde. Die vorherige Kalibration erfolgte mittels eines

Objektivmikrometers.

2.3.5 Datenaufzeichnung

Herzfrequenz, Dricke und Erythrozytenflussgeschwindigkeit ~wurden mit einem
Datenaufzeichnungsprogramm (ONLINE) auf einem 486er-PC wahrend der Messphasen

kontinuierlich mit 1 Hz auf der Festplatte gespeichert und nachtréglich ausgewertet.
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2.4 Versuchsprotokolle

2.4.1 Arteriolare Druckmessung

Ziel dieser Versuche war es, den Druckabfall proximal und innerhalb der Mikrozirkulation des
Cremasters zu bestimmen, und die Reaktion von Arteriolen der Mikrozirkulation auf
Anderungen des arteriellen Blutdruckes zu beobachten. Um den Druck in den Cremastergefaen
variieren zu konnen, wurde eine aufblasbare Manschette um die Bauchaorta angebracht
(s. 2.1.2 und Abb. 2.2). Durch Anderung des Manschettendruckes konnte der Flusswiderstand
der Bauchaorta und damit der Blutdruck in der unteren Kdrperhélfte variiert werden. Der distal
der Manschette herrschende Blutdruck wurde kontinuierlich tber einen Katheter in der A.
femoralis gemessen, so dass genau definierte Druckstufen vorgegeben werden konnten. Dabei
wurde mit der Servo-Methode (s. 2.3.3) der Druck in einer Arteriole gemessen und ihr

Durchmesser aufgezeichnet (Abb. 2.7).

Abb. 2.7 Schema  zur  arteriolaren
Druckmessung.

Der arterielle Koérperkreislauf war durch die
Manschette in eine proximale und eine distale
Halfte geteilt. Der proximale arterielle Druck
wurde Uber den Carotiskatheter gemessen.
)Manschette Der distale arterielle Druck wurde durch die
Aortenmanschette kontrolliert und Uber den
Femoraliskatheter gemessen.

An der beobachteten Arteriole konnte der
. Durchmesser aufgezeichnet und der Druck mit
Arteriole einer Mikropipette gemessen werden.

140 mmHg

Aorta

80 mmHg

40 mmHg

Der Blutdruck des anésthesierten Hamsters lag bei 100 mmHg. Um auch hypertensive Bereiche
zu untersuchen, wurde der Druck durch i.v.-Infusion von Noradrenalin (NA, 59,1 uM,
~4.,5 pl/min) oder Angiotensin Il (AT II, 93 uM, 1-10 pl/min) auf ca. 140 mmHg angehoben. Der
Cremastermuskel wurde dabei mit den entsprechenden Rezeptorantagonisten (Prazosin
0,1 uM + Yohimbin 0,1 uM + Propanolol 1 uM bei NA, bzw. AT;-Antagonist HR720 (Jin et al.,
1997) 0,5 uM bei AT I1I) superfundiert, um eine direkt Wirkung des Noradrenalins bzw.

Angiotensins auf die beobachteten Gefalie auszuschlieRRen.
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Zu Beginn einer Beobachtungsserie wurde der distale Blutdruck durch Aufblasen der Manschette
auf 40 bzw. 60 mmHg abgesenkt und mit der Aufzeichnung des arterioldaren Durchmessers und
Druckes begonnen. Nach ca. 45 Sekunden, wenn nach einer Druckanderung Mikrodruck und
Durchmesser der Arteriole stabil waren, wurde der distale Druck um 20 mmHg angehoben,
indem der Manschettendruck gesenkt wurde. Durch schrittweise Manschettenentlastung konnte
ein stufenformiger Druckverlauf von (40, ) 60, 80, 100 und 120 mmHg vorgegeben werden.

Bei einigen Gefallen wurde dieses Druckprofil unter Superfusion mit Nitroprussid-Natrium

(10 pM) wiederholt um das passive Verhalten des Gefalies bei Druckanderung zu beobachten.



Material und Methode 31

2.4.2 Versuche zu fortgeleiteten Antworten

In Versuchen, in denen die Fortleitung von GefaRreaktionen (fortgeleitete VVasomotorantworten)
untersucht wurde, wurde ein Gefals wahrend der kurzen Applikation von Substanzen zundchst an
der Stimulationsstelle und dann an einem entfernt gelegenen GefaRabschnitt beobachtet
(s. Abb. 2.6). Die entfernten Beobachtungsstellen lagen dabei immer stromaufwarts von der
Stimulationsstelle, um einen konvektiven Transport der applizierten Substanz mit dem Blutstrom
auszuschlielen. Es wurden Arteriolen mit gleichméBigem Kaliber und ohne groRere

Abzweigungen im Beobachtungsbereich gewdhlt.

Die untersuchte Arteriole wurde durch eine kurze (<1 s) Ejektion einer vasoaktiven Substanz aus
einer direkt neben dem Gefal} platzierten Mikropipette stimuliert. Die Stimulation wurde
mehrmals wiederholt und dabei entweder an der Stimulationsstelle (lokal) oder an einer entfernt
gelegenen Stelle das GefaRverhalten aufgezeichnet. Die Aufzeichnung begann 30 Sekunden vor
Stimulation und dauerte 2 Minuten. Jeder GefaRBabschnitt wurde 2 bis 3 mal beobachtet und
spater eine gemittelte Antwort fur jede Stelle errechnet (siehe 2.5.3). Eine solche Serie von
Stimulationen und Beobachtungen zur Bestimmung der lokalen und entfernten Antwort unter

gleichen Bedingungen wird im folgenden als Beobachtungsserie bezeichnet.

Nach der ersten Beobachtungsserie konnten pharmakologisch wirksame Substanzen an das
Geféall gegeben werden, deren Auswirkungen auf die fortgeleitete Antwort in einer zweiten
Beobachtungsserie bestimmt wurde. Am Ende des Versuches wurde der maximale Durchmesser
jeder beobachteten Stelle durch simultane Superfusion von Nitroprussid-Natrium (10 puM),
Adenosin (100 uM) und Papaverin (300 uM) ermittelt.

Mikropipette

w2 fern
! lokal
L ]

"'""'6—_ FluRrichtung mmp __;""""'
a————

Arteriole aa

Abb. 2.6 Beobachtung der fortgeleiteten Vasomotorantwort.

Die Gefalireaktion auf eine Stimulation wurde an der Stimulationsstelle (a)
und danach einer fernen, stromaufwarts gelegenen Stelle (b) gemessen. Es
konnte jeweils nur eine Stelle beobachtet werden.
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2.4.3 Lokalisierte Applikation von Acetylcholin

Als Grundlage aller folgenden Untersuchungen wurden die lokale und entfernte Gefalireaktion
auf Acetylcholin (ACh, 1 mM) untersucht. Um einen Effekt durch den Reiz der Druckejektion an

sich auszuschlieBen, wurde zudem 0,9 % NaCl-Lésung neben einige Arteriolen injiziert.

Konvektion des Acetylcholins mit der Superfusionslésung wurde ausgeschlossen, indem in
einigen Versuchen die Pipettenspitze aus ihrer Position im Muskelgewebe neben der Arteriole
herausgezogen, und auf dem Muskel Uber dem GefaR oder wenige hundert Mikrometer entfernt
des GefaRes im Muskel platziert wurde. Hierbei war in keinem Falle eine Reaktion des GefaRes

Zu beobachten.

2.4.4 Lokalisierte Applikation von Nitroprussid, Phenylephrin und Kaliumchlorid

Eine Arteriole wurde mit dem spontan NO freisetzenden NO-Donator Nitroprussid-Natrium
(Nitroprussid / SNP, 0,2 mM), dem a;-Agonisten Phenylephrin (PE, 1 mM) oder konzentrierter
Kaliumchlorid-Lésung (KCI, 3 M) (ber eine Mikropipette stimuliert und dabei wurden in einer

Beobachtungsserie lokale und entfernte GefaRantworten bestimmt.

Bei der Untersuchung von Nitroprussid und Phenylephrin lag die entfernte Beobachtungsstelle
im Mittel 742 £ 52 pm bzw. 746 £+ 76 pm stromauf. Bei Kaliumchlorid-Stimulation wurden zwei
entfernte Stellen, 670 und 1340 um stromauf der Stimulationsstelle, nacheinander beobachtet.
An einem Gefdl wurde jeweils nur eine Substanz untersucht. Bei fehlender Fortleitung
(Nitroprussid und PE) wurde eine Kontrolle der Fortleitung mit Acetylcholin-Stimulation

durchgefihrt.

2.4.5 Untersuchung von potentiellen Anderungen der Wandschubspannung wéhrend

fortgeleiteter Dilatationen

Eine Arteriole wurde mit Acetylcholin-Ejektion (1 mM) aus einer Mikropipette stimuliert und
die Gefalantwort in einer Beobachtungsserie aufgezeichnet. Neben dem Gefaldurchmesser
wurde gleichzeitig die Erythrozytenflussgeschwindigkeit (EFG) an der Beobachtungsstelle
gemessen (siehe 2.3.2). Um eine storungsfreie EFG-Messung zu erreichen, wurde als entfernte
Beobachtungsstelle ein GeféaBabschnitt mit moglichst guter optischer Darstellung gewahlt.
Dadurch wurde nicht in einer Standartentfernung, sondern in Entfernungen von 700 bis 2000 um

(Mittelwert 1411 + 172 pm) beobachtet. Aus dem GefalRdurchmesser und der Erythrozytenfluss-
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geschwindigkeit wurde spater der Schergrad berechnet. Die Versuche wurden unter

Pentobarbitalnarkose durchgeftihrt.

2.4.6 Hemmung der NO-Synthase und Cyclooxygenase

Arteriolen wurde durch Mikroinjektion von Acetylcholin  stimuliert. Nach einer
Beobachtungsserie unter Kontrollbedingungen wurden der Superfusion der NO-Synthase-
Inhibitor N®-nitro-L-arginin (L-NA 30 uM) und der Hemmer der Cyclooxygenase Indomethacin
(3 uM) beigegeben. Diese Konzentrationen reichen aus, um in dieser Praparation beide Enzyme
effektiv zu hemmen (de-Wit et al., 1993). Nach einer Inkubationszeit von 20 Minuten wurde die
Beobachtungsserie wiederholt. Die entfernten Stellen waren im Mittel 1010 £ 90 pm stromauf
gelegen. Die Versuche wurden unter Pentobarbitalnarkose oder Neuroleptnarkose durchgefuhrt

und getrennt ausgewertet.

2.4.7 Cytochrom P450 2C8/9-Hemmung durch Sulfaphenazol

Das Praparat wurde von Beginn an mit N®-nitro-L-arginin (L-NA 30 uM) und Indomethacin
(3 uM) behandelt. Nach einer Beobachtungsserie zur Erhebung der lokalen und entfernten
Antworten wurde der Superfusion zusatzlich der Cytochrom P450 2C8/9-Inhibitor Sulfaphenazol
(Mancy et al., 1996) (20 puM) beigegeben. Nach einer Inkubationszeit von 20 min wurde die
Beobachtungsserie wiederholt. Die entfernten Stellen lagen dabei 670 pm stromauf der

Stimulationsstelle. Die Versuche wurden unter Neuroleptnarkose durchgefiihrt.

2.4.8 Lokalisierte Hemmung von Kca-Kandlen durch Iberiotoxin und Charybdotoxin

Das Praparat wurde von Beginn an mit N®-nitro-L-arginin (L-NA, 30 uM) und Indomethacin
(3 uM) behandelt. Nach Untersuchung der NOS- und COX-unabhéngigen Acetylcholin-Antwort
wurden der Kca-Blocker Iberiotoxin (10 puM) und in einer weiteren Serie der Kca-Blocker
Charybdotoxin entweder an der lokalen oder der entfernten Beobachtungsstelle appliziert. Dazu
wurden sie mit einer Mikropipette mit mehreren Ejektionen in die Umgebung des GeféRes
injiziert. Danach wurde der so behandelte Abschnitt wahrend mehrerer Acetylcholin-
Stimulationen beobachtet. Die entfernte Stelle lag 670 um stromauf der Stimulationsstelle. Die

Versuche wurden unter Neuroleptnarkose durchgefihrt.
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2.4.9 Wirkung von exogenem NO auf fortgeleitete ACh-Dilatationen

Vor Beginn des eigentlichen Versuches wurde der Muskel kurz mit Nitroprussid (SNP, 1 uM)
superfundiert, was regelmaRig zu einer Vasodilatation fuihrte. Anschlieend wurde der Cremaster
fortlaufend mit L-NA (30 pM), Indomethacin (3 pM) und 1H-[1,2,4]oxadiazolo[4,3-a]
quinoxalin-1-one (ODQ, 10 uM), einem Inhibitor der l6slichen Guanylatyclase (Olson et al.,
1997), behandelt. Wenn nach einer Inkubationszeit von 20 min bei einer weiteren kurzen SNP-
Superfusion die cGMP-vermittelte Dilatation aufgehoben war, wurden in einer
Beobachtungsserie lokale und entfernte Antworten ermittelt. Danach wurde der Superfusion
fortwahrend SNP (1 pM) zugegeben und nach weiteren 10 Minuten eine zweite
Beobachtungsserie durchgefiihrt. Die entfernte Antwort wurde an zwei Stellen, 670 und 1340 um

stromaufwarts, gemessen. Die Versuche wurden unter Neuroleptnarkose durchgefuhrt.
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2.5 Datenverarbeitung

2.5.1 Versuchsdatei und Einzelbeobachtung

Nach Gewinnung der Rohdaten wurden Durchmesser- und Flussgeschwindigkeitsdaten Gberpruft
und messmethodenbedingte Artefakte korrigiert. Flussgeschwindigkeitsartefakte traten
gelegentlich durch kleine Erschitterungen oder Zuckungen des GefaRbettes auf und waren leicht
als kurze Ausreisser zu erkennen. Durchmesserartefakte enstanden durch Kontrastschwankungen
des Videobildes, die zu kurzen Kontaktverlusten zwischen Messbalken und GeféaRrand fuhrten,
und waren ebenfalls eindeutig zu erkennen. Dricke und Herzfrequenz wurden direkt
ubernommen. Diese Daten wurden in ein programmierbares Statistikprogramm (Stata Vers. 6.0,
Stata Corp., College Station, Texas) eingelesen und die Einzelbeobachtungen eines Versuches in
einer Versuchsdatei zusammengefasst. Eine Einzelbeobachtung bestand aus den Messwerten der
Beobachtung einer Stimulation bzw. Intervention und entsprach einer Aufzeichnungszeit von 1,5
bis 20 Minuten.

2.5.2 Zusammenfassung und Normalisierung

Die fur eine bestimmte Fragestellung verwertbaren Einzelbeobachtungen verschiedener Versuche
wurden aus den Versuchsdateien heraus in einer eigenen Datei zusammengestellt. Dabei wurden
Durchmesser, Erythrozytenflussgeschwindigkeit (EFG) und Schergrad (SG) nach den folgenden
Formeln berechnet bzw. normalisiert. Bei Versuchen mit Bestimmung des Schergrades (SG) sind
EFG, SG und Vasodilatation als prozentuale Anderungen des Ausgangswertes (in Ruhe)
angegeben. Ansonsten wurden Vasodilatationen in Prozent der maximal moglichen Dilatation
umgerechnet (abgekirzt % Dilatation), um eine Beurteilung der Dilatation unabhéngig vom

Ausgangsgefaltonus zu erreichen.

% Anderung = (Wertggm / Wertgyne) X 100 - 100

% Dilatation = (Dstim - Drune) / (Dmax - Drune) X 100

(D = Durchmesser, rune = VOr Stimulation, stim = nach Stimulation)
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Untersuchungen, die an einem Tier am selben Gefal wiederholt wurden, und bezlglich der
Stimulation und Behandlung identisch waren, wurden durch Mittelung der Verlaufskurven von
Durchmesser, Erythrozytenflussgeschwindigkeit und Schergrad zusammengefasst. Diese am

selben GefaR durchgefuhrten Untersuchungen stellen jeweils eine Beobachtung dar.

2.5.3 Statistik und Abbildungen

Tabellen und Abbildungen zeigen arithmetische Mittelwerte der absoluten und normalisierten
Werte + Standardabweichung der Mittelwerte (SEM). Durchmesserdnderungen, Erythrozyten-
flussgeschwindigkeit und Schergrad sind als gemittelter kontinuierlicher Verlauf und maximale
Antwort angegeben. Ergebnisse wurden mit dem Student-t-Test abhéngig vom Versuchsablauf
als gepaarte oder ungepaarte Werte auf Signifikanz (p<0,05) gepruft (s. Ergebnisse). Zur
Datenverarbeitung und statistischen Auswertung wurde das Statistikprogramm Stata benutzt.
Abbildungen wurden mit Sigma Plot (SPSS Inc., Vers. 5.0) erstelit.
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2.6 Verwendete Chemikalien und Lésungen

Substanz Quelle
- Acetylcholin: Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen (Sigma)
- Adenosin: Sigma
- Angiotensin Il Sigma
- Carbenoxolon: Sigma
- Droperidol: Dehydrobenzperidol®, Janssen
- Fentanyl: Fentanyl-Janssen®, Janssen
- HR720: Hoechst AG
- Heparin: Braun AG, Melsungen
- Indomethacin: Confortid®, Dumex GmbH
- Krebs-Losung: Zusammensetzung s. 2.2.2, Salze: Merck AG
- Midazolam: Dormicum®, Hoffmann-La Roche AG
- N®-nitro-L-arginin: Sigma
- Noradrenalin: Arterenol®, Hoechst AG, Frankfurt
- Nitroprussid-Natrium: Sigma
- Pentobarbital: Narcoren ®, Merial GmbH
- Prazosin: Sigma
- Propanolol: ICN Biochemicals Inc., Cleveland
- Sulfaphenazol: Sigma
- Yohimbin: Sigma

- 1H-[1,2,4]Oxadiazolo[4,3-a]Quinoxalin-1-one (ODQ): Sigma
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3 Ergebnisse

3.1 Arteriolare Druckmessung

In dieser Versuchsserie wurde der neben dem Blutdruck in der Arteria carotis und Arteria
femoralis der Druck in Arteriolen der Mikrozirkulation des Cremastermuskels gemessen, um den
Widerstand der arteriellen und arterioldren Gefale proximal und innerhalb des Praparates

abschatzen zu kénnen.

In Ruhe lag der mittlere arterielle Blutdruck in der A. carotis bei 83 4 mmHg und in der
A. femoralis bei 76 £5 mmHg. Der Femoralarteriendruck war mit 90,8 £2 % des Carotisdruckes

signifikant kleiner als dieser (p<0,05).

Die untersuchten Arteriolen in der Mikrozirkulation des Cremasters hatten einen mittleren
Ruhedurchmesser von 52 £5 pum bei einem Druck von 35 +3 mmHg (siehe Abb. 3.1). Dies
entspricht nur noch 46,4 £4 % des Femoralarteriendruckes. Etwa die Hélfte des Druckabfalls im
arteriellen Schenkel der Blutzirkulation des Cremasters fand also stromaufwarts des
Messpunktes statt, vor allem in den kleinen Arterien die zwischen der grossen Beckenarterie

(Arteria iliaca) und der Mikrozirkulation liegen. Diese Werte stammen von 18 Tieren.

Um den Tonus der Arteriolen bei Druckdnderungen zu untersuchen, wurden ausgehend von 40
bzw. 60 mmHg Druckspriinge von 20 mmHg in der unteren Korperhélfte erzeugt (siehe
Abschnitt 2.4.1). Nach Absenkung des Blutdruckes in der unteren Aorta abdominalis vom
Ruhedruck auf 60 mmHg betrug der Druck in den Cremasterarteriolen im Mittel 27 £4 mmHg.
Der Durchmesser lag bei 58 £8 um. Wéhrend der stufenweisen Druckerhéhung in der distalen
Aorta stieg der arteriolare Druck mit jedem Drucksprung signifikant an und betrug 39 £5, 52 £5
und 69 £6 mmHg bei 80, 100 und 120 mmHg in der Femoralarterie. Der Durchmesser blieb mit
58 £8, 59 +9, 55 £9 und 61+9 pum bei 60, 80, 100 und 120 mmHg konstant und nahm nicht
signifikant zu (siehe Abb. 3.2 und Tab. 1).
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Das Verhéltnis des Druckes in den Arteriolen zum Druck in der Arteria femoralis betrug bei 60,
80, 100 und 120 mmHg distal der Aortenmanschette im Mittel 45,8 , 49,4 |, 52,6 und 59,3 %
(siehe Tab. 1). Diese Anderungen waren allerdings weder zwischen benachbarten Druckstufen
noch zwischen 60 und 100 bzw. 120 mmHg signifikant. Es l&sst sich allenfalls ein gewisser

Trend zu hoheren Werten mit zunehmendem Druck erkennen.

Bei Superfusion des Préparates mit dem Vasodilatator Nitroprussid (SNP, 10 uM) war der
Durchmesser bei jeder Druckstufe signifikant groRer und nahm auBerdem mit 68 +7, 74 £7, 77
+7 und 89 £7 um bei 60, 80, 100 und 120 mmHg mit jeder Druckerh6hung auch signifikant zu.
Die Arteriolen wurden also passiv aufgedehnt. Der arterioldare Druck war unter Nitroprussid-
Superfusion jedoch nicht signifikant verschieden zum unbehandelten Préparat (s. Abb. 3.3 und
Tab. 1).

Ruhe 40 mmHg 60 mmHg 80 mmHg 100 mmHg 120 mmHg

(n=18) (n=1) (n=7) (n=7) (n=7) (n=4)
Druck [mmHg]
A. carotis 83,0+4,4 - - - - -
A. femoralis 76,0 4,7 38,3 58,8 +0,7 78,6 0,9 97,7+1,1 116,9 £1,6
Arteriole 34,6 £3,0 13,2 26,9 +3,8 38,7 +4,9 51,445,4 69,3 £5,6
Arteriole/Fem. [%] 46,4 £3,5 34,5 45,8+6,5 49,4 +6,4 52,6+ 5,5 59,3 14,9
Art. +SNP - 10,5 25,7+3,1 36,1 £3,4 48,2 4,5 67,8 45,3
Durchmesser
ohne SNP 51,5+4,7 54,6 58,2 8,0 59,2 +8,6 54,9 9,1 60,7 £8,7
mit SNP - 59,8 68,1 16,8 74,2 46,9 76,8 £7,4 89,1+7,0

Tab. 1: Dricke in A. carotis, der distal der Aortenmanschette liegenden A. femoralis und einer
Cremasterarteriole in Ruhe und bei verschiedenen Druckstufen. Der Arteriolendurchmesser ist ohne
Behandlung und bei Superfusion mit SNP (10 uM) angegeben. Die Werte der Druckstufen 60, 80 und 100
sind gepaart zu betrachten. Bei 40 und 120 mmHg war oft keine prazise Messung mdoglich. Da fur 40
mmHg nur eine einzelne Messung vorlag, wurde diese Druckstufe nicht in statistische Tests einbezogen.

*
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— 80 1 T Abb. 3.1: Ruhedruck in A. carotis, A.
E’ femoralis und einer Cremasterarteriole
£ 60 - (Durchmesser 51,5 + 4.7um).
£ Der Druck in der A. femoralis war signifikant
S 40 1 kleiner als in der A. carotis. Dies gilt ebenso
g fur den Druck in der Arteriole im Vergleich

20 1 zum Druck der A. femoralis (p<0,01, Stern).
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Abb. 3.2:

(a) Druck in A. femoralis und einer Cremasterarteriole und arteriolarer Durchmesser bei Druckstufen

40

von 40 bis 120 mmHg. Der Femoralarteriendruck entspricht der vorgegebenen Druckstufe. Der
arteriolare Druck nahm mit jedem Drucksprung signifikant zu, wahrend der Durchmesser konstant

blieb.

(b) Verhaltnis des Druckes in der Arteriole zum Druck der A. femoralis, angegeben in Prozent. Im
Gegensatz zu den absoluten arteriolaren Drucken war hier der Unterschied zwischen benachbarten
Druckstufen und zwischen 60 und 100 bzw. 120 mmHg nicht signifikant. In Ruhe betrug der Druck in

der Arteriole 46,4 £3,5 % des Druckes in der A. femoralis.
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Abb 3.3: Arteriolarer Druck und
Durchmesser bei verschiedenen
Druckstufen ohne Behandlung

(schwarz) und bei Superfusion mit
SNP (10 uM, weil3). Unter SNP war
der Durchmesser bei jeder
Druckstufe signifikant gréRer als
ohne SNP und nahm zudem mit
Erhéhung des Druckes zu.
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3.2 Lokalisierte Applikation von Vasodilatatoren

3.2.1 Acetylcholin

Wenn Acetylcholin mittels Mikropipette direkt neben eine Arteriole injiziert wurde, dilatierte das
Geféal an der Stimulationsstelle (lokal), und zudem mit abnehmender Amplitude Uber mehrere
100 pm stromauf- und stromabwaérts. Stellvertretend fiir die fortgeleitete Antwort wurde eine im

Durchschnitt 917 £95 um stromaufwaérts gelegene Stelle beobachtet (entfernte Stelle).

An der Applikationsstelle begannen die GefdRe sich 3 Sekunden nach Acetylcholin-Gabe
signifikant zu erweitern. Die Arteriolen dilatierten im Mittel in 13 £1 s von 32 £1 um in Ruhe
auf ein Maximum von 49 +2 pm. Dies entspricht einer Dilatation von 71 £5 % der
Dilatationskapazitat. Danach nahm der Durchmesser zligig wieder ab und 32 4 s nach

Stimulation hatte sich die Dilatation an der lokalen Stelle wieder um die Hélfte zuriickgebildet.

An den entfernten Stellen begann die Dilatation ebenfalls nach 3 Sekunden, erreichte ihr
Maximum aber signifikant friiher nach 9 £1 s (p<0,01). Der Durchmesser nahm hier von 28 +2
um auf 36 £2 um zu, mit einer mittleren Dilatation von 31 +4 % (8,1 £0,9 um). Dies war
deutlich weniger als an der Stimulationsstelle (p<0,01). Mit 24 +4 s bis zur Ruckbildung auf die
Hélfte der Antwort war die fortgeleitete Dilatation auch signifikant kirzer (p<0,05). Den
genauen zeitlichen Verlauf der Antworten gibt Abbildung 3.4 wieder. Die Daten stammen von

10 Gefélen aus 10 Versuchen und wurden unter Pentobarbitalnarkose erhoben.

Stelle Ruhedurch. Max-Durchm. Dilatation Dilatation Maximum 50%-Ruckb.
[um] [um] [um] [%] nach [s] nach [s]

lokal 31,5413 48,9+1,9 17,4 £2,2 71,1448 12,9+1,0 32,3£3,9

fern 28,1+1,6 36,2 +1,8 8,1+0,9 31,044,2 8,8 10,9 23,6 +4,1

Tab. 2: Zusammenfassung der lokalen und fortgeleiteten Dilatation nach Acetylcholin-Stimulation,
angegeben in absoluten und normalisierten Werten (Prozent der Dilatationskapazitéat). Die
Ruhedurchmesser an lokalen und entfernten Stelle waren nicht signifikant verschieden (p>0,05).
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Abb. 3.4: (a) Gemittelter zeitlichen Verlauf der Dilatation an lokalen und entfernten Stellen,
angegeben in Prozent der Dilatationskapazitat.

(b) Maximum der Antwort in absoluten Werten. Die ferne Antwort war signifikant kleiner als
die lokale Antwort (p<0,01, Stern). Acetylcholin erzeugte fortgeleitete Vasodilatationen.

3.2.2 Nitroprussid-Natrium

Die lokalisierte Stimulation von Arteriolen mit dem enzymunabhdngigen NO-Donator
Nitroprussid-Natrium (SNP) flhrte zu einer starken lokalen Vasodilatation. Ausgehend von
einem Durchmesser von 32 +2 um erweiterten sich die GefaRe um 20 +4 pum auf 52 £3 um.
Damit war die lokale Dilatation mindestens ebenso stark wie die der Acetylcholin-Kontrolle an

den selben Arteriolen (lokale Dilatation um 18,2 4 pum).

Im Gegensatz zu Acetylcholin blieb die Nitroprussid-Dilatation aber auf die unmittelbare
Umgebung der Applikationsstelle beschrankt. An den entfernten Beobachtungsstellen, die im
Mittel 742 £52 um stromauf der lokalen Stelle lagen, war keine signifikante Dilatation mehr zu
beobachten (1,5 +£1,3 um, p=0,16, einseitiger t-Test). Acetylcholin fihrte an den gleichen
Gefélen zu einer fortgeleiteten Dilatation von 10,0 £1 um. Den genauen zeitlichen Verlauf des
Durchmessers an den lokalen und entfernten Stellen zeigt Abbildung 3.5. Die Daten stammen

aus 5 GefaRen in 5 Versuchen und sind in Tabelle 3 zusammengefasst.
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Stelle Ruhedurchm. Maximaldurchm. Dilatation ACh-Kontrolle
[um] [um] [um] [um]
lokal 32,0+2,4 51,8 +3,0 + 19,8 +3,6 + 18,2 +4,0
742 £52 um 27,6 £3,9 29,1 +3,7 +1,5+1,3 + 10,0 1,7

Tab. 3: GefaBantwort auf lokalisierte Applikation von Nitroprussid und Acetylcholin-Kontrolle an den
selben GefalRen (letzte Spalte).

a: Verlauf b: max. Antwort
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Abb. 3.5: (a) Gemittelter zeitlichen Verlauf der Dilatation an lokalen und entfernten Stellen bei
Stimulation mit Nitroprussid (SNP). (b) Maximum der Antworten bei SNP-Stimulation.
SNP erzeugte trotz starker lokaler Vasodilatation keine signifikante fortgeleitete Dilatation.
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3.3 Lokale Applikation von Vasokonstriktoren

Neben Vasodilatatoren wurden auch Vasokonstriktoren in Bezug auf die Fortleitung lokaler
Antworten untersucht. Dazu wurden Kaliumchlorid und Phenylephrin in gleicher Weise wie

Acetylcholin mittels Mikropipette neben eine Arteriole injiziert.

3.3.1 Kaliumchlorid

Um die Fortleitung einer rezeptorunabhangig ausgeldsten Konstriktion zu tberpriifen, wurden
Arteriolen lokalisiert mit 3 molarer Kaliumchlorid-Losung (KCI) stimuliert. An der
Stimulationsstelle konstringierten die GefalRe nach KCI-Gabe im Mittel um 14 £3 um, ausgehend
von einem Ruhedurchmesser von 47 +6 um. Die Konstriktionen breiteten sich sehr gut entlang
des GefélRes aus und waren auch an entfernten Stellen zu beobachten. So betrug die
Vasokonstriktion 670 um entfernt der Stimulationsstelle im Mittel 12 £2 um und war nicht
signifikant kleiner als die lokale Reaktion (p=0,19). 1340 um entfernt war ebenfalls noch eine
signifikante Konstriktion (7 £1 um) zu beobachten, die allerding kleiner war als die Konstriktion
an der 670 um entfernten Stelle und der Stimulationsstelle (p<0,05). Aus diesen Daten l&sst sich
die mechanische L&ngenkonstante berechnen, die angibt nach welcher Strecke ein passiv
fortgeleitetes Ereignis auf 1/e (ca. 37 %) abgefallen ist. Sie betrug fur die Fortleitung der
KCI-Konstriktionen 2019 +619 pum. Im Vergleich zu den Acetylcholin- und Phenylephrin-
Antworten war die Konstriktion nach einem KCI-Bolus relativ kurz. Die Zeit bis zur
Rickbildung der Antwort um 50 % betrug lokal und an der fernen Stellen ca. 12 Sekunden,
wobei sich kein signifikanter Unterschied zwischen den einzelnen Beobachtungsstellen ergab

(lokal 12 + 1 s, 670 um stromaufwaérts 12 + 0,9 s, 1340 um stromauf 11,4 + 0,5 s).

Die Daten stammen aus 5 GefaRen aus 4 Versuchen und sind in Abbildung 3.6 und Tabelle 4

zusammenfassend dargestellt.
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Abb. 3.6: (a) Gemittelter zeitlichen Verlauf der Antwort an lokaler und entfernten Stellen.

(b) Antwortmaximum an lokaler, 670 um und 1340 um entfernten Stellen in absoluten Werten.

Kaliumchlorid erzeugte eine signifikante fortgeleitete Vasomotorantwort. Der Unterschied
zwischen lokaler Konstriktion und Konstriktion bei 670 um war nicht signifikant, wahrend die
Antwort von 670 auf 1340 um signifikant kleiner wurde (p=0,186 bzw. 0,029).
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3.3.2 Phenylephrin

Als Ausloser einer rezeptorabhdngig ausgeldsten Vasokonstriktion wurde der o;-Agonist
Phenylephrin (PE) untersucht. An der Stimulationsstelle erzeugte Phenylephrin eine starke
Vasokonstriktion, der Gefalldurchmesser nahm von 40 5 um in Ruhe um 25 +4 um auf
14 £1 pum ab. An den entfernten Beobachtungsstellen, die durchschnittlich 746 +£76 pm
stromaufwarts der Stimulationsstelle lagen, dnderte sich der Durchmesser dagegen nur um

-0,3 +0,4 um. Diese Anderung war nicht signifikant (p=0,26).

Phenylephrin erzeugte somit im Gegensatz zu Kaliumchlorid keine entfernte GeféaRreaktion,
obwohl die Konstriktion an der Stimulationsstelle deutlich starker war als bei KCI-Stimulation
(KCI: 13,8 £3 um). Um die Intaktheit der GefaRe zu tberprifen, wurde nach Phenylephrin die
Fortleitung von Acetylcholin-Antworten getestet. Diese wurden in allen Féllen fortgeleitet.
Phenylephrin war also nicht in der Lage, fortgeleitete Antworten auszulésen, obwohl es starke

lokale Konstriktionen ausldste und die Gefa3e zur Fortleitung in der Lage waren.

Die Dauer der lokalen Konstriktion war mit 37,4 £4 s bis zur Rickbildung auf 50 % nicht
signifikant verschieden von der Dauer der durch Acetylcholin ausgeldsten Dilatation (32,3 £4 s),
aber signifikant langer als KCI-Konstriktionen (12 £1 s). Die Daten stammen von 5 Gefél3en aus

4 Versuchen und sind in Abbildung 3.7 und Tabelle 4 zusammengefasst.

Stimulus Stelle Ruhedurchm. Minimaldurch- Antwort Dauer bis ACh-Antwort
[um] [um] messer [Um] [um] 50% [s] [um]
lokal 30,7448 14,4+1,2  -253+44 37,4435  +20,6413

PE 746 76 34,0432 33,7435 203404 - +9.8+08
lokal 47,0 45,6 331453  -138+28 12410 -

KCl 670 44,9 17,3 32,7480  -122420 12409 -
1340 433 +7.1 36,1475 ~72+08 114405 -

Tab. 4: GefaRantwort auf lokalisierte Applikation von Phenylephrin (PE) und 3 M Kaliumchlorid-L6sung
(KCI). ,Dauer bis 50%' entspricht der Zeit, bis die Antwort wieder auf 50 % der Maximalantwort
abgenommen hatte. Fir Phenylephrin wurde eine Acetylcholin-Kontrolle an den selben Gefal3en
durchgefuhrt (ACh-Antwort).
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Abb. 3.7: (a) Gemittelter zeitlicher Verlauf der Antwort an lokalen und fernen Stellen, angegeben
in um. (b) Maximum der Antwort.

An den entfernten Beobachtungsstellen war keine signifikante Vasokonstriktion zu beobachten.
Phenylephrin-induzierte Vasokonstriktionen wurden nicht entlang des Gefal3es fortgeleitet.

3.3.3 Kontrolle mit Mikroinjektion von NaCl-Ldsung

Um auszuschliel3en, dass der mechanische Reiz der Ejektion aus der Mikropipette einen Einfluss
auf den GefalRdurchmesser hatte, wurde 0,9 % NaCl-Lésung neben eine Arteriole injiziert. Der
Ausstoll von Flissigkeitsvolumen konnte dabei durch ein kurzes Auseinanderweichen des

Gewebes verifiziert werden.

Der Ruhedurchmesser der untersuchten Arteriolen betrug 30 4 um, der Extremdurchmesser
nach Stimulation 31 +4 pm, mit einer mittleren Antwort von +0,4 +0,3 pum. Die

Flussigkeitsapplikation an sich hatte also keinen Einfluss auf den GefaRdurchmesser. Es wurden

3 Gefale in 2 Versuchen untersucht.
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3.4 Potentielle Anderungen des Schergrades wahrend fortgeleiteter

Vasodilatationen

Wahrend der Dilatation nach Acetylcholingabe lieR sich oft mit bloRem Auge feststellen, dass
die Flussgeschwindigkeit des Blutes an der Stimulationsstelle stark abnahm, an den entfernten
Stellen jedoch fiir einen kurzen Moment anstieg. Dies kdnnte méglicherweise an den entfernten
Stellen zu einem Anstieg der Wandschubspannung fiihren, welcher per se eine Vasodilatation
auslésen kann. Um diese Mdoglichkeit besser einzuschatzen, wurden die Flussgeschwindigkeit
und der Durchmesser an beiden Stellen nacheinander kontinuierlich gemessen, um daraus die
Anderung des Schergrades wahrend fortgeleiteter Antworten auf Acetylcholin zu bestimmen.
Unter der Annahme gleichbleibender Viskositat des Blutes dndert sich die Wandschubspannung

linear mit dem Schergrad.

Lokal flhrte die Stimulation mit Acetylcholin auch in dieser Serie zu einer deutlichen
Vasodilatation. Der Durchmesser nahm von 29 3 um in Ruhe auf einen Maximalwert von
52 +4 pm zu, mit einer mittleren Dilatation von 23 £3 um. Gleichzeitig kam es zu einer
Abnahme der Erythrozytenflussgeschwindigkeit (EFG) von 3,7 £0,5 auf 1,6 £0,3 mm/s, was
einer mittleren Abnahme von 44 £5 % entspricht. Beides bewirkte gleichsinnig einen Abfall des
Schergrades um 64 £5 %, von 650 +98 auf 164 +32 /s.

An der entfernten Beobachtungsstelle, 1411 +172 pm stromaufwarts, war eine fortgeleitete
Vasodilatation zu beobachten. Der Durchmesser nahm von 29 2 um auf 38 £3 um zu. Die
mittlere Dilatation betrug 9 1 um. Gleichzeitig erhohte sich hier die Flussgeschwindigkeit
kurzzeitig von 4,1 £0,7 auf 5,2 £0,8 mm/s mit einer mittleren Zunahme von 1,1 0,2 mm/s oder
16 £5 %. Die Durchmesserzunahme, die simultan mit dem Anstieg der Flussgeschwindigkeit
erfolgte, fuhrte dazu, dass der Schergrad initial konstant blieb. Im weiteren Verlauf sank der
Schergrad Dbei wieder abnehmender Flussgeschwindigkeit und weiter zunehmendem
Durchmesser sogar ab. Im Maximum der Acetylcholin-Antwort sank der Schergrad signifikant
um 16 +4 %, von 725 £106 /s in Ruhe auf einen Minimalwert von 539 £79 /s (siehe Abb. 3.8).

Die Daten stammen von 8 GefélRen aus 8 Experimenten und sind in Tabelle 5 zusammengefasst.
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Abb. 3.8: Zeitlicher Verlauf von Durchmesser, Erythrozytenflussgeschwindigkeit (EFG) und
Schergrad (WSG). Ein Punkt entspricht dem Wert einer Sekunde und ist als prozentuale Anderung

des Ruhewertes angegeben.

(@) Lokal erzeugte Acetylcholin eine Dilatation und Abnahme der Flussgeschwindigkeit. Der

Schergrad nahm dadurch deutlich ab.

(b) Entfernt der Stimulationsstelle (1411 + 172 um stromaufwarts) war eine fortgeleitete Dilatation
und ein kurzzeitiger Anstieg der Flussgeschwindigkeit zu beobachten. Der Schergrad stieg aber zu
keinem Zeitpunkt an sondern nahm wahrend des Maximums der Dilatation signifikant ab (p<0,01).

Stelle GrolRe Ruhewert Extremwert max. Antwort max. Antwort
(absolut) [%0]

Durchm 29,4429 pm 52,1+4,0 pm +22,742,9 um +71,8£10,6

lokal EFG 3,7+0,5 mm/s 1,6 +0,3 mm/s -2,1+0,4 mm/s -43,8+45,4
SG 650498 /s 164 £32,1 /s - 486 83 Is -64,1+4,6
Durchm 289+1,7 pm 37,7+2,7 pm +8,8+1,3 um +27,4 44,3

fern EFG 4,1 40,7 mm/s 5,2+0,8 mm/s +1,14+0,2 mm/s +15,545,2
SG 725+106 /s 5394785 /s -186 55,3 /s -15,8+4,0

Tab. 5: Zusammenfassung von Gefal3durchmesser (Durchm), Erythrozytenflussgeschwindigkeit (EFG)
und Schergrad (SG) an lokalen und entfernten Stellen nach Stimulation mit Acetylcolin. Es bestanden
keine signifikanten Unterschiede zwischen den Ruhewerten an der Stimulationsstelle und den entfernten
Beobachtungsstellen (p=0,83 fir Durchm, p=0,41 fur EFG, p=0,49 fir SG).
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3.5 Hemmung der NO-Synthase und Cyclooxygenase

Um zu analysieren welche Rolle die einzelnen endothelialen Autakoide bei fortgeleiteten
Dilatationen auf Acetylcholin spielen, wurden die NO-Synthase (NOS) und die Cyclooxygenase
(COX) gehemmt. Dazu wurde der Superfusion der NOS-Inhibitor N®-nitro-L-arginin (L-NA, 30
uM) und der COX-Inhibitor Indomethacin (Indo, 3 puM) beigegeben. Diese Versuche wurden
unter Pentobarbitalnarkose und unter Neuroleptnarkose durchgefiihrt und getrennt ausgewertet,

um die Auswirkungen verschiedener Narkotika zu untersuchen.

3.5.1 Pentobarbitalnarkose

Ohne Enzymblockade nahm der lokale Durchmesser nach Stimulation mit Acetylcholin von
31 £2 um auf 48 £2 um zu, mit einer mittleren Dilatation von 17 £3 um oder 71 +4 % der

Dilatationskapazitat. Die Dilatation an der entfernten Position betrug 6,8 £0,6 um (26 +4 %).

Nach 20-minutiger Superfusion des Cremasters mit L-NA und Indomethacin betrug die lokale
Dilatation noch 13 £2 um oder 43 +5 % und hatte damit signifikant abgenommen (p<0,01). Die
fortgeleitete Dilatation war mit 4,7 £1 um oder 15,5 +4 % ebenfalls signifikant kleiner (p<0,05)
als ohne L-NA und Indomethacin. Die NOS- und COX-Hemmung fiihrte zudem zu einer
signifikanten ~ Abnahme  des  Ruhedurchmessers von 27,7 £16 um  auf
23,8 £1,4 um (p<0,05). Der Ruhedurchmesser wurde an den entfernten Stellen gemessen, um
Einflusse durch die Platzierung der Stimulationspipette auszuschlie3en. Die entfernte Stelle lag

im Mittel 1010 £90 pm stromaufwaérts von der Stimulationsstelle.

Die Daten stammen von 6 GefaRen aus 6 Versuchen und sind in Abbildung 3.9 und Tabelle 6

zusammengefasst.
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Abb. 3.9: Verlauf der lokalen und entfernten Dilatation auf Acetylcholin ohne Behandlung (Kontrolle)
und bei Superfusion mit L-NA und Indomethacin in Prozent der Dilatationskapazitat.

Hemmung der NOS und COX fiuhrte zu einer signifikanten Abschwachung der lokalen (a) und der
entfernten (b) Dilatation (Stern).

o1

Stelle Behandlung Ruhedurchm. Extremdurchm. Dilatation Dilatation
[um] [um] [um] [%]

- 31,1+1.9 48,0+2,1 17,0 £2,7 71,3+4,2

lokal L-NA + Indo 25,2 +1,6 37,8 £3,0 12,6 +1,6 43,2 45,0

fern - 27,7+£1,6 345+1,6 6,8 +0,6 25,8 £3,7

(1010 um)  L-NA + Indo 23,8 +1,4 28,5 0,7 4,7 41,0 15,5 +4,0

Tab. 6: Zusammenfassung der lokalen und fortgeleiteten Dilatation auf Acetylcholin ohne Behandlung und
unter Superfusion mit L-NA und Indomethacin. Die maximale Antwort ist in absoluten Werten und

normalisiert (Prozent der Dilatationskapazitat) angegeben.
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3.5.2 Neuroleptnarkose
In einer weitere Serie wurde anstatt von Pentobarbital eine Kombination von Fentanyl,
Midazolam und Droperidol zur Narkose verwendet, um mogliche Nebeneffekte des Barbiturates

auf die NO- und COX-unabhéngige Acetylcholin-Antwort zu untersuchen.

Unter Kontrollbedingungen, ohne Enzyminhibition, fuhrte Acetylcholin lokal zu einer Dilatation
von 19 +2 um auf 29 0,4 um, mit einer mittleren Antwort von +10 +1 pum. Das entspricht
72 £8 % der Dilatationskapazitat und war nicht signifikant verschieden von der lokalen Antwort
unter Narkose mit Pentobarbital. 670 um stromaufwarts der Stimulationsstelle dilatierte das

Gefall um 6,4 0,7 um oder 40 £5 %.

Nach Superfusion mit L-NA und Indomethacin betrug die lokale Dilatation noch 9 £1 um oder
60 £3 %. Entfernt nahm der Gefaldurchmesser bei Stimulation um 6,9 £2 um (36 +7 %) zu.
Somit nahm weder lokal noch entfernt das Maximum der Antwort signifikant ab (p=0,081 lokal,
p=0,15 fern). Bei der Analyse des zeitlichen Verlaufes féllt eine Verkiirzung der lokalen Antwort
nach L-NA-und Indomethacin-Superfusion auf. Dies ldsst sich am Integral der ersten
30 Sekunden der Antwort ablesen, welches lokal von 1749 +214 auf 884 +158 %-s signifikant
abnahm (p=0,025). An der fernen Stelle war keine signifikante Abnahme zu beobachten (von
493 £172 auf 310 £209 %-s, p=0,092). Die Daten stammen von 4 Gefélien aus 4 Versuchen und
sind in Abbildung 3.10 und Tabelle 7 zusammengefasst.

Stelle Behandlung Ruhedurch. max.Durch. Dilatation Dilatation 30s-Integral
[um] [um] [um] [%] (%]

- 19,4 £1,7 29,2104 9,8+1,4 71,6 £7,7 1749 £214
lokal 7\ Na+indo 186 +1,9 27,3 +1,0 8,7 +1,0 60,0 £2,5 884 +158
fern 19,6 £1,7 26,0+2,4 6,4 £0,7 40,4 £5,3 493 £172

(670 um)  L-NA+Indo 16,6 +2,1 23,4129 6,9 2,0 359+7,4 310 £209

Tab. 7: Lokale und fortgeleitete Dilatation nach Acetylcholin-Stimulation ohne Behandlung und in
Anwesenheit von L-NA und Indomethacin. Die maximale Antwort ist in absoluten und normalisierten
Werten (Prozent der Dilatationskapazitat) angegeben.
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Abb. 3.10: Verlauf der lokalen (a) und entfernten (b) Acetylcholin-Antwort ohne Behandlung
(Kontrolle) und bei Superfusion mit L-NA und Indomethacin, angegeben in Prozent der
Dilatationskapazitat. Durch Blockade der NOS und COX wurde das Maximum der lokalen und der
entfernten Dilatation nicht signifikant abgeschwéacht. Die lokale Antwort war jedoch deutlich
verkdrzt, was sich im 30s-Integral zeigt (siehe Abbildung 3.11).

lokal fern
2500 - - 2500
,L‘ Abb. 3.11: Integral der ersten 30 s der lokalen
'@’ 2000 r 2000 und entfernten Acetylcholin-Antworten.
S Durch Blockade der NOS und COX nahm das
‘] 1500 1 r 1500 30s-Integral der Antwort an der lokalen Stelle
o signifikant ab, wahrend es an der entfernten
£ 1000 1 T r 1000 Stelle nicht verandert war.
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3.6 Cytochrom P450 2C8/9-Hemmung durch Sulfaphenazol

Um den Anteil von EDHF an den Mediatoren der Acetylcholin-Antwort zu bestimmen, wurde
die vermutliche EDHF-Synthase Cytochrom P450 2C8/9 mit Sulfaphenazol gehemmt. Die NO-
Synthase und Cyclooxygenase waren wahrend des gesamten Versuches mit L-NA und

Indomethacin blockiert.

Nach Zugabe von Sulfaphenazol (20 uM) zur Superfusion und 20-minutiger Inkubationszeit
waren die ersten Vasodilatationen noch nicht abgeschwacht. Nach ca. 2 Stimulationen nahm die
Reaktion auf Acetylcholin aber schlagartig ab. Einen Verdoppelung der Inkubationszeit oder
Erhohung der Sulfaphenazolkonzentration dnderte dieses Verhalten nicht. Die Antworten unter
Sulfaphenazol wurden deshalb in zwei Gruppen, Sulfasgn und Sulfasp, eingeteilt, wobei die
Frih-Gruppe die noch nicht vollstandig abgeschwachten Antworten und die Spat-Gruppe die
abgeschwachten Antworten enthélt, die auch nach weiteren Stimulationen stabil blieben. Die
entfernten Antworten bestehen nur aus Spat-Antworten, da zur Beobachtung der fernen Stellen

erst Gibergegangen wurde, nachdem sich die lokale Antwort stabilisiert hatte.

Vor Sulfaphenazol dilatierte die Arteriole an der Stimulationsstelle von 25 £2 auf 44 +4 um, die
mittlere Dilatation betrug 20 £3 um oder 69 10 %. An der entfernten Beobachtungsstelle

(670 um stromaufwarts) betrug die Dilatation 9 +1 um (26 +4 %).

Unter Sulfaphenazol nahm die lokale Dilatation nach Acetylcholin-Stimulation zuerst nur leicht
ab (Sulfagyn) und betrug noch 12 £5 um oder 55 +16 %. Zur vollstandiger Entfaltung der
Sulfaphenazolwirkung waren durchschnittlich 1,8 £0,7 Stimulationen notwendig. Danach betrug
die Dilatation (Sulfasps) nur noch 6,5 +2 pm oder 23 £5 % und war damit signifikant kleiner als
ohne Sulfaphenazol (p<0,01). Die Dilatation an der entfernten Stelle hatte auf 2,2 +0,8 um (6,4

2,2 %) abgenommen, was ebenfalls signifikant war (p<0,01).

Der Ruhedurchmesser in Anwesenheit von L-NA und Indomethacin anderte sich bei Zugabe von
Sulfaphenazol nicht (23,1 +2 vs. 23,4 £2 um). In dieser Versuchsserie wurden Fentanyl,
Droperidol und Midazolam zur Narkose verwendet. Die Daten stammen von 5 GefaRen aus

5 Versuchen und sind in Tabelle 8 und den Abbildungen 3.12 und 3.13 zusammengefasst.
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Abb. 3.12: Verlauf der Acetylcholin-Antworten an lokaler (a) und 670 um entfernter Stelle (b) in
Anwesenheit von L-NA und Indomethacin (Kontrolle), verglichen mit Antworten bei zusatzlicher
Superfusion mit Sulfaphenazol (Sulfa). Durch Sulfaphenazol wurden lokale und fortgeleitete
Dilatationen signifikant abgeschwacht (p<0,01, Stern)
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lokal 670 pm Abb. 3.13: Maximum der Acetylcholin-
251 * r 25 Antworten an der lokalen und entfernten Stelle
bei Superfusion mit L-NA und Indo (Kontrolle),
20 120 verglichen mit Antworten bei zusétzlicher
S * S Superfusion  mit  Sulfaphenazol (Sulfa).
=15 1 r15 = Sulfaphenazol schwéchte die lokale und
g g fortgeleitete Dilatation signifikant ab (jeweils
g 10 | : r 10 = p<0,01, Stern).
< <
5 5
0 0
Kon Sulfa Kon Sulfa
Stelle Behandlung Ruhedurchm. Extremdurch.  max. Antwort max. Antwort
[um] [um] [um] [%]
Kontrolle 248121 44,4 £3,8 +19,5+3,4 + 68,6 9,6
lokal + Sulfagg, 31,142,9 432127  +12,0447 +54,5+16,2
+ Sulfaspat 26,5 +3,2 33,0+2,0 + 6,5+2,0 +22,8+45,3
670 um Kontrolle 23,1+2,1 31,7+1,6 + 8,5+1,3 + 26,0 £4,0
+ Sulfagspat 23,4 +1,7 25,6 +0,9 + 2,240,8 + 6,4+2.2

Tab. 8: Zusammenfassung der lokalen und fortgeleiteten (670 um) Vasodilatation auf Acetylcholin-
Stimulation unter Superfusion mit L-NA und Indo (Kontrolle), verglichen mit Antworten bei zusétzlicher
Superfusion mit Sulfaphenazol (Sulfa). Die maximale Antwort ist in absoluten und normalisierten Werten
(Prozent der Dilatationskapazitat) angegeben. Sulfagy, entspricht den ersten 1,8 +£0,7 Stimulationen nach

Sulfaphenazol-Inkubation.
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3.7 Lokalisierte Hemmung von Kcs-Kanalen durch Iberiotoxin und

Charybdotoxin

Durch die sequentielle Blockade der NO-Synthase, Cyclooxygenase und der vermutlichen
EDHF-Synthase Cytochrom P450 2C8/9 zeigte sich, welche zentrale Rolle EDHF bei der
GeféaBRantwort auf lokalisierte Mikrobolus-Applikation von Acetylcholin spielt. Sowohl die
lokale Vasodilatation, als auch die fortgeleiteten Antworten waren stark von Cytochrom P450-
Produkt(en) und nur wenig von NO und Cyclooxygenaseprodukten abhangig. Eine EDHF-

Produktion und -wirkung an der Stimulationsstelle ist somit anzunehmen.

Die bisherigen Ergebnisse lassen allerdings offen, ob EDHF auch an den entfernten Stellen
gebildet wird und dort eine direkte Wirkung entfaltet. An den entfernten Stellen besteht keine
direkte Acetylcholin-Wirkung, EDHF konnte dort aber dennoch notwendig sein, um ein
elektrotonisch fortgeleitetes Signal in eine Vasomotorantwort umzusetzen. Um dieser Frage
nachzugehen, wurde die EDHF-Wirkung Uber eine Blockade der kalziumabhéangigen
Kaliumkanale unterbunden. Dazu wurde das auf large-conductance Kaliumkanéle wirkende
Iberiotoxin (IbTX) und in einer weiteren Versuchsreihe das intermediate (IKcy) und large-
conductance (BKc,) Kaliumkanéle blockierende Charybdotoxin (ChTX) verwendet. Die
Kanalblocker wurden entweder nur an der Applikationsstelle oder nur an der fernen
Beobachtungsstelle mit einer Mikropipette mit mehreren Ejektionen neben die Arteriole injiziert.
Auf diese Weise sollte beurteilt werden, ob an der jeweiligen Stelle kalziumabhangige
Kaliumkanale aktiviert werden. Die NO-Syntase und Cyclooxygenase wurden wahrend des

gesamten Versuches durch Superfusion von L-NA (30 uM) und Indomethacin (3 M) gehemmt.

An der Stimulationsstelle betrug die Acetylcholin-Dilatation 55 £8 %, die Arteriole erweiterte
sich von 22 +4 um auf 35 4 pm. Nach mehrfacher Injektion von Iberiotoxin um die
Stimulationsstelle war keine signifikante lokale Vasodilatation mehr zu beobachten. Der Gefal}

dilatierte nur noch um 5 2 % von 27 £4 um auf 28 £5 um.
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An der entfernten Beobachtungsstelle betrug die Dilatation der Arteriole ohne Iberiotoxin
36 £10 % (von 17 £2 um auf 25 £3 um). Wurde Iberiotoxin um die entfernte Stelle injiziert,
dilatierte sie noch um 29 +8 % (17 +2 pum auf 23 £2 um). Dieser Unterschied war nicht
signifikant, die entfernte Antwort wurde also nicht abgeschwécht (p>0,05). Die Daten zu
Iberiotoxin stammen fiir die lokale und entferne Stelle von jeweils 5 GefaRen aus insgesamt
7 Versuchen. Da die lokale und entfernte Stelle nicht am selben Gefall untersucht werden

konnten, wurden die Daten als nicht gepaart betrachtet.

Die Wirkung von Charybdotoxin wurde analog zu der von Iberiotoxin untersucht, d.h. es wurde
entweder nur an der Stimulationsstelle (lokal) oder nur an der entfernten Beobachtungsstelle
appliziert. Unter L-NA und Indomethacin dilatierte die Arteriole nach Acetylcholin-Applikation
um 46 £9 %, von 15 3 um auf einen Durchmesser von 27 £2 um. Injektion von Charybdotoxin
um die lokale Stelle verrringerte die lokale Antwort signifikant. Das Gefal} dilatierte nur noch
um 19 +5 % (von 18 2 auf 22 £3 um). Die fortgeleitete Antwort war nach Charybdotoxin-
Applikation an der Stimulationsstelle ebenfalls signifikant abgeschwécht, sie fiel von 29 +4 %
auf 10 £5 % (p<0,05).

Wurde Charybdotoxin dagegen nur um die entfernte Beobachtungsstelle injiziert, hatte dies
weder Auswirkungen auf die lokale ( 45 4 % ohne ChTX vs. 47 £8 % mit ChTX) noch auf die
entfernte Dilatation. Die Arteriole dilatierte an den entfernten Beobachtungsstellen unter
Anwesenheit von L-NA und Indomethacin um 33 +4 %, von 13 £1 auf 20 £2 um, und nach
zusatzlicher Injektion von Charybdotoxin um 30 £6 % von 20 £2 auf 26 £2 pm. Um sicher zu
stellen, dass Charybdotoxin die Kc,—Kandle an der entfernten Stelle wirksam blockierte, wurde
Acetylcholin auch direkt an der fernen Beobachtungsstelle appliziert. Die Antwort auf die direkte
Applikation von Acetylcholin war nach ChTX-Gabe signifikant abgeschwécht (51 £8 % vs. 24 +
5 %). Die Kcs-Kandle waren an den entfernten Stellen also wirkungsvoll blockiert, die

fortgeleiteten Antworten wurden dadurch aber nicht abgeschwaécht.

Die Ergebnisse der Iberiotoxin- und Charybdotoxin-Untersuchungen sind in Tabelle 9 und den
Abbildungen 3.14, 3.15 und 3.16 zusammengefasst.
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Stelle Behandlung Ruhedurchm. Maximaldurchm. Dilatation
[um] [um] [%]
lokal Kon 22+4 3514 55+ 8
IbTX lokal 274 28+5 5+2
670 um Kon 172 25+3 36+10
IbTX 670 um 17+£2 2312 29+8
lokal Kon 15+3 27+2 46+ 9
ChTX lokal 18+ 2 22+3 19+5
670 um Kon 13+1 20+ 2 29+4
ChTX lokal 13+2 15+2 105
670 um Kon 13+1 202 33+4
ChTX 670 um 202 26+ 2 30+6

Tab. 9: Lokale und fortgeleitete Dilatation auf lokale Acetylcholin-Stimulation in Anwesenheit von L-NA
und Indomethacin (Kontrolle / Kon), verglichen mit Antworten nach zusétzlicher Mikroinjektion von
Iberiotoxin (IbTX) bzw. Charybdotoxin (ChTX).

a: lokal b: entfernt
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Abb. 3.14: Verlauf der lokalen und entfernten (670 pm) Acetylcholin-Antworten unter Superfusion mit
L-NA und Indo (Kontrolle), verglichen mit Antworten nach zuséatzlicher Mikroinjektion von Iberiotoxin
(IbTX) an der jeweiligen beobachteten Stelle. Angegeben in Prozent der Dilatationskapazitat.

Die lokale Antwort (a) wurde durch IbTX blockiert. Es war keine signifikante Dilatation mehr zu

beobachten. An der entfernten Stelle (b) war die Dilatation nach IbTX-Injektion nicht signifikant
abgeschwaécht.
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Abb. 3.15: Applikation von Charybdotoxin um die Stimulationsstelle. (a) Die lokale Antwort wurde
durch die direkte ChTX-Wirkung signifikant abgeschwacht, folglich wurden hier Kc,-Kanéle aktiviert.

(b) Die Blockade von Kc,-Kanédlen an der Stimulationsstelle schwachte ebenfalls die Antwort an den
entfernten Beobachtungsstellen ab.
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Abb. 3.16: Applikation von Charybdotoxin um die entfernte Beobachtungsstelle.

Die Dilatation an der entfernten Beobachtungsstelle wurde durch das Charybdotoxin nicht
abgeschwécht (b), sie war folglich nicht von der Offnung von Ke,-Kanélen an dieser Stelle abhangig.
An der lokalen Stelle hatte das entfernt applizierte ChTX wie erwartet keine Wirkung.
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3.8 Wirkung von NO auf die Fortleitung von Acetylcholin-Antworten

Um Befunden nachzugehen, dass NO die Zell-Zell-Kopplung durch Gap-Junctions beeinflussen
kann (Blasits et al., 2000;Roh et al., 2002), wurde die Wirkung von NO auf die Fortleitung von
Acetylcholin-Reaktionen untersucht. Um eine Beeinflussung der Ergebnisse durch die NO-
vermittelte Vasodilatation zu verhindern, wurde der hierzu notwendige Signalweg (ber die
l6sliche Guanylatcyclase durch H-[1,2,4]oxadiazolo[4,3-a]quinoxalin-1-one (ODQ) blockiert.
Dies hatte allerdings den Nachteil, dass nur cGMP-unabhéngige Effekte auf die Gap-Junction-

Kopplung beobachtet werden konnten.

Unter L-NA (30 uM), Indomethacin (3 uM) und ODQ (10 uM) lag der lokale Ruhedurchmesser
bei 31 £3 um. Stimulation mit Acetylcholin bewirkte an der Stimulationsstelle eine Dilatation
von 13 £2 um (64 £14 %). 670 um stromaufwarts erweiterten sich die Arteriolen 9 £1 um

(38 £3 %), 1340 um stromauf und 7 £2 um (32 £7 %).

Nach Zugabe von SNP (1 uM) zur Superfusion kam es aufgrund des ODQs zu keiner
signifikanten Anderung des Ruhedurchmessers (26,6 +5 vs. 24,8 +5 pm). Die Acetylcholin-
Antworten veranderten sich weder lokal (+14 £4 um / +61 £16 %), noch in 670 um (+10 £2 um
/ +38 £7 %) oder in 1340 um Entfernung (+8 £2 pum / +36 8 %) signifikant. Dies gilt ebenso fur
das 15 s-Integral der Antworten (siehe Tab. 9).

Zur Narkose wurde Fentanyl, Droperidol und Midazolam benutzt. Die Daten stammen von 4
GeféBen in 4 Versuchen und sind in den Abbildungen 3.17, 3.18 und Tabelle 10

zusammengefasst.



Ergebnisse

a: lokal

Dilatation [%6]
N
o

Wa
gk M

b: 670 um

c: 1340 pm

80
® Kontrolle
A+ SNP 60
40
20
0

0 10 20
Zeit [s]

30 40

10 20 30 40
Zeit [s]

10 20 30 40
Zeit [s]

Abb. 3.17: Zeitlicher Verlauf der Vasomotorantworten nach Acetylcholin-Stimulation an lokaler und
entfernten Stellen in Anwesenheit von L-NA, Indomethacin und ODQ (Kontrolle), verglichen mit den
Antworten bei zusétzlicher Superfusion mit 1 pM Nitroprussid (SNP). Weder lokal noch an den
entfernten Stellen &nderte sich die Antwort.
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Abb. 3.18: Integral der ersten 15 s der Acetylcholin-Antwort, errechnet aus den
normalisierten Werten. Die Werte unter L-NA, Indomethacin und ODQ sind
schwarz, die Werte bei zusatzlicher Superfusion mit Nitroprussid (SNP) grau
dargestellt. Nitroprussid fuhrte weder lokal noch an den fernen Stellen zu einer
signifikanten Veranderung der Vasomotorantworten.
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Behandlung Stelle Ruhedurch.  Extremdurch. max. Antwort max. Antwort 15s-Integral
[um] [um] [um] [%] [%s]

lokal 30,7 13,1 44,0426  +13,3%2,2 +63,7=x14,4 663 +147

Kontrolle 670 um 26,6 4.6 360441 + 94+1,1 +381+31 381 +44
1340 um 27,339 344433 + 7,1%16 +31,5+7,3 304 +80
lokal 29,7 £4,0 43,7+3,3 +14,0£3,8 +61,1£16,2 618 +154

+ SNP 670 pm 24,8 +4,8 34,9+3,8 +10,2%1,9 +38,4%7,0 386 £79
1340 um 25,9 £3,7 344421 + 84+1,7 +35,7+£7,9 366 185

Tab. 10: Lokale und fortgeleitete Dilatation auf Acetylcholin-Stimulation unter Superfusion mit L-NA,
Indomethacin und ODQ (Kontrolle), verglichen mit Antworten bei zusétzlicher Superfusion mit SNP. Die
maximale Antwort ist in absoluten und normalisierten Werten (%-Dilatationskapazitat) angegeben. Das
Integral der Antwort der ersten 15s wurde aus den normalisierten Werten errechnet.
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4 Diskussion

Arteriolare Druckmessung

Die arterioldre Druckmessung im Cremaster zeigte im gesamten untersuchten Druckbereich
einen signifikanten Druckabfall zwischen den groRen Leitungsarterien und der Mikrozirkulation.
Der Druck in den groflen Cremasterarteriolen lag deutlich unter dem systemischen Druck und
betrug in Ruhe mit 46 % etwa die Halfte des Druckes in der Femoralarterie. Hill kam zu
vergleichbaren Ergebnissen am Cremaster der Ratte, wobei es keinen signifikanten Unterschied
machte, ob der Cremaster intakt blieb, oder wie fur diese Studie flachig prapariert wurde
(53% (intakt) bzw. 48% (flachig prépariert) (Hill et al., 1990)). Dies spricht fir eine hohe
Intaktheit der Muskelzirkulation nach der Praparation. Ein vergleichbarer proximaler Druckabfall
wurde auch an der Hamsterbackentasche (Davis et al., 1986) und in vielen anderen Geféalbetten
gemessen (kurze Ubersicht in (Meininger et al., 1987)) und bestatigt insgesamt die vorliegenden

Ergebnisse.

Der Hamstercremaster ist demnach aufgrund des hohen Widerstandes der proximal der
Mikrozirkulation gelegenen kleinen Arterien ebenso auf eine aufsteigende Vasodilatation
angewiesen wie andere Stromgebiete. Dass die Fortleitung von Vasomotorantworten entlang von
Gefélen zur aufsteigenden Vasodilatation beitragen kann, wurde von Berg am Hamstercremaster

eindrucklich demonstriert (s. Einleitung, (Berg et al., 1997)).

Ausschluss von Konvektion und Diffusion als Ausloser entfernter GefaRantworten

Zur Untersuchung fortgeleiteter Antworten wurde u.a. Acetylcholin lokalisiert als Mikrobolus an
eine Arteriole appliziert. Dies erzeugte eine starke und schnell einsetzende Vasodilatation, die
nicht auf die Applikationsstelle beschrankt blieb, sondern schlagartig das ganze Gefal? iber eine
Lange von mehreren hundert Mikrometern erfasste. Diese Fortleitung bzw. die Dilatation an den
entfernten Stellen konnte nicht durch Konvektion oder Diffusion des Acetylcholins bedingt sein.
Es wurden nur Mikrovolumina im Bereich unter 10 nl appliziert, die bei einer Flussrate der
Superfusion von 134.000 nl/s (= 8 ml/min) und einer Entfernung zwischen Stimulations- und
entfernter Beobachtungsstelle von mindestens 670 um zu stark verdinnt wurden, um eine direkte
Wirkung zu haben. Die Acetylcholin-Menge einer Stimulation war so gering und die Stimulation
so lokalisiert, dass nur dann eine Wirkung zu beobachten war, wenn die Losung ins

Muskelparenchym direkt (5-20 pm) neben die Arteriole injiziert wurde.
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Bei Platzierung der Pipettenspitze auf dem Muskel direkt Gber der Arteriole, statt im Gewebe,
war schon keine lokale Reaktion mehr zu beobachten. Dies war auch nicht der Fall, wenn
Acetylcholin 100 um neben der Arteriole in das Muskelgewebe injiziert wurde. Des weiteren lag
die zeitliche Verzégerung zwischen dem Beginn der Reaktion an lokaler und entfernen Stellen
unter einer Sekunde, was ebenfalls eine Diffusion der Stimulationssubstanz ausschlief3t.
Weiterhin waren die entfernten Beobachtungsstellen immer stromaufwarts gelegen, so dass
Acetylcholin nicht per Konvektion mit dem Blutstrom an die entfernten Beobachtungsstellen
gelangen konnte. Um einen Transport mit entgegengesetzt verlaufenden Venen auszuschlieRRen,
wurden Arteriolen ohne begleitende Vene zur Untersuchung ausgewéhlt. Die Beobachtung, dass
die ferne Antwort ihr Maximum vor der lokalen Antwort erreicht hatte, spricht ebenfalls gegen
Diffusion und Konvektion. Zudem war bei Gabe von Nitroprussid trotz der vergleichbar starken
lokalen Dilatation keine entfernte Antwort zu beobachten. Diffusion und Konvektion der
Stimulationssubstanz kdnnen daher als Ursache der entfernten Antworten ausgeschlossen
werden. Die Injektion von physiologischer NaCl-Losung neben eine Arteriole hatte keine
Wirkung auf den Gefaldurchmesser und ergab somit keinen Hinweis auf mechanische
Wirkungen der Applikationsmethode per se. Zusammengenommen war nach lokaler Stimulation
der Arteriolen mit Acetylcholin eine sich entlang des GeféRes ausbreitende Dilatation zu
beobachten, die nicht durch direkte Acetylcholinwirkung an diesen entfernten Stellen bedingt

war.

Fortleitungsmechanismus

Prinzipiell ~hatte flussvermittelte  Vasodilatation, die durch einen Anstieg der
Wandschubspannung am Endothel ausgeldst wird (Rubanyi et al., 1986;Pohl et al., 1993;Griffith
et al., 1987), zu den beobachteten entfernten Antworten beitragen kénnen. Infolge der starken
lokalen Dilatation nahm die Flussgeschwindigkeit an der lokalen Stelle zwar immer ab, an den
entfernten Beobachtungsstellen war allerdings oft ein kurzer Anstieg zu beobachten. Dies kdnnte
zu einem Anstieg der Wandschubspannung fiihren. Die Berechnung des Schergrades aus der
Flussgeschwindigkeit und dem Gefalldurchmesser lieferte dafiir aber keinen Anhaltspunkt.
Durch die schnelle Fortleitung der Dilatation wurde der initiale Anstieg der Flussgeschwindigkeit

kompensiert und damit ein Ansteigen des Schergrades verhindert.
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Eine Beteiligung von vasomotorischen Nerven an der Fortleitung wére ebenfalls denkbar.
Immunhistochemische Untersuchungen haben gezeigt, dass Skelettmuskel-Arteriolen des
Hamsters von sympathischen Nervenfasern und eventuell einigen sensorischen Nervenfasern
innerviert werden (Grasby et al, 1999). Jedoch wurde von mehreren Autoren die
Unempfindlichkeit der Ausbreitung von Dilatationen gegen Tetrodotoxin, einen Blocker
spannungsabhangiger Natriumkandle, demonstriert, was gegen einen nervalen Ausbreitungsweg
spricht (Hamstercremaster (Berg et al., 1997), Hamster-Retraktormuskel (Emerson & Segal,
2001), Hamsterbackentasche (Segal & Duling, 1987;Segal & Duling, 1989), isolierte Arteriolen
aus der Hamsterbackentasche (Xia & Duling, 1995)). Zudem ist der vasokonstriktorische Beitrag
sympathischer Nervenfasern zum Ruhetonus in diesem Modell sehr gering. In einer
Untersuchung von de Wit fiihrte die Blockade der a-Adrenozeptoren nur zu einer Vasodilatation
von circa 4% (de-Wit et al., 1998). Die entfernten Dilatationen kdnnen auch aus diesem Grund
nicht durch eine Hemmung der sympathischen Noradrenalinausschittung erklart werden.
Untersuchungen mit Tetrodotoxin zum Ausschluss einer nervalen Beteiligung wurden daher

nicht wiederholt.

Dagegen gilt eine passive, elektrotonische Ausbreitung von Membranpotentialdanderungen
entlang der Zellen der Gefalwand uber interzellulare Gap-Junctions als Mechanismus der
Fortleitung etabliert. Ein solcher Weg wurde prinzipiell schon 1978 von Hirst beschrieben (Hirst
& Neild, 1978) und im Zusammenhang mit fortgeleiteten Vasomotorantworten durch
Untersuchungen mit Gap-Junction-entkoppelnden Substanzen und durch Membranpotential-
messungen in-vitro und in-vivo bestétigt (Segal & Duling, 1989;Xia & Duling, 1995;Xia et al.,
1995;Welsh & Segal, 1998;Emerson & Segal, 2000b;Emerson & Segal, 2000a) (siehe
Einleitung).
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Kaliumchlorid- und Phenylephrin-Stimulation

Die zentrale Rolle des Membranpotentials bei fortgeleiteten Antworten zeigte sich auch bei
Stimulation mit Kaliumchlorid (KCI). Lokal mit KCI induzierte Vasokonstriktionen breiteten
sich sehr gut entlang der Arteriolen aus. Die von den Vasomotorantworten abgeleitete
mechanische Langenkonstante lag mit ca. 2 mm im Bereich der von Xia und Duling fiir KCI an
isolierten Hamsterbackentaschen-Arteriolen gemessenen Langenkonstante von 1,5 mm (Xia &
Duling, 1995). Da die KCI-Wirkung nicht auf pharmakomechanischer Kopplung, sondern allein
auf der Depolarisation der Zellmembran und elektromechanischer Kopplung beruht, bestatigt
dies die ursachliche Beteiligung von Membranpotentialanderungen an der Ausbreitung von

GefaRreaktionen.

Die Wirkung des a;-Agonisten Phenylephrin (PE) auf Arteriolen beruht dagegen in erster Linie
auf IPs-vermittelter intrazelluldarer Kalziumerhéhung in glatten Muskelzellen. Daneben kann
Phenylephrin die Kalziumsensitivitdt des kontraktilen Apparates erhohen und glatte
Muskelzellen depolarisieren. Phenylephrin erzeugte erwartungsgemal eine starke lokale
Vasokonstriktion, diese blieb aber sehr lokalisiert und wurde nicht fortgeleitet. Wéahrend
az-Rezeptor-Stimulation mit Norepinephrin  am Hamster-Retraktormuskel ebenfalls nur
lokalisierte Konstriktionen ausloste (Segal et al., 1999), wurden Phenylephrin-Antworten an der
Hamsterbackentasche dagegen fortgeleitet (Delashaw & Duling, 1991). Eine Erklarung fir diese
unterschiedlichen Ergebnisse und die in manchen Versuchsmodellen ausbleibende Fortleitung
bei starker lokaler Konstriktion bietet eine Untersuchung von Xia und Duling an isolierten
Hamsterbackentaschen-Arteriolen. Hier wurden Konstriktionen nach lokaler PE-Gabe nur in 5
von 38 Faéllen fortgeleitet. Membranpotential-Messungen mit einer intrazelluldren
Mikroelektrode zeigten, dass PE die GefaRzellen in den meisten Fallen nicht oder nur
unzureichend depolarisierte. Lokale Antworten wurden nur fortgeleitet, wenn das
Membranpotential an der lokalen Stelle ausreichend lange einen Schwellenwert von circa
-45 mV Uberschritt (Xia & Duling, 1995). Die Fortleitung einer Vasokonstriktion nach
lokalisierter a;-Stimulation scheint also ahnlich wie bei Kaliumchlorid auf der Entstehung und
Weiterleitung einer Membrandepolarisation zu beruhen. Diese ist aber variabel ausgepragt, was

widersprichliche Befunde in unterschiedlichen Versuchsmodellen erklart.
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Aus der fehlenden Fortleitung auf PE l&sst sich weiterhin ableiten, dass longitudinale Diffusion
von Kalzium oder IP3 entlang der glatten-Muskelzellschicht keine wesentliche Rolle bei der
Ausbreitung von Vasomotorantworten spielt. Da PE vor allem Uber eine Erhéhung des
intrazellularen Kalziumspiegels durch 1P3 in den glatten Muskelzellen eine Konstriktion auslost,
wére ansonsten eine Ausbreitung dieser Vasokonstriktion zu erwarten gewesen. In
Endothelzellen wurde die Mdoglichkeit der Fortleitung durch longitudinale Kalziumdiffusion von
Dora und Duling ausgeschlossen, indem sie isolierte Hamsterbackentaschen-Arteriolen von
innen mit dem Kkalziumsensitiven Farbstoff Fluo 3 und dem membranpotentialsensitiven
Farbstoff di-8-ANEPPS beluden. Wahrend sich die Depolarisation nach lokaler Gabe von
Kaliumchlorid und die Hyperpolarisation nach Gabe von Acetylcholin entlang der
Endothelschicht ausbreitete, blieb der Kalziumanstieg in den Endothelzellen nach Stimulation
mit Acetylcholin auf die Applikationsstelle beschrankt (Dora et al., 2003). Auch aus
theoretischen Uberlegungen scheint longitudinale Diffusion von Kalzium und / oder anderen
Second-messengern unwahrscheinlich, da die Diffusionszeit tber eine Strecke von mehreren
hundert Mikrometern im Bereich von Minuten ldge. Die sekundenschnelle Ausbreitung von

Vasomotorreaktionen lasst sich dadurch nicht erklaren.

Nitroprussid-Stimulation

Wie sich bei Applikation des spontan NO freisetzenden Vasodilatators Nitroprussid-Natrium
zeigte, scheint auch NO in erster Linie (ber pharmakomechanische Kopplung auf den
GeféaBtonus zu wirken. Nitroprussid erzeugte zwar eine ebenso starke lokale Dilatation wie
Acetylcholin, war aber nicht in der Lage eine fortgeleitete Reaktion auszultsen. Dies deckt sich
mit Untersuchungen an der Hamsterbackentasche (Delashaw & Duling, 1991;Doyle & Duling,
1997) und Ergebnissen von Kurjiaka und Segal am Hamstercremaster (Kurjiaka & Segal, 1995).
Das lasst darauf schlieRen, dass NO &hnlich wie Phenylephrin in-vivo nur geringen Einfluss auf
das Membranpotential der Geféal3zellen hat. Direkte Messungen an glatten Muskelzellen und
Endothelzellen ergaben dazu widerspriichliche Ergebnisse. Wahrend Tare an Meerschweinchen-
Uterusarterienringen und einer Vielzahl anderer GeféalRe eine NO-abh&ngige Hyperpolarisation
glatter Muskelzellen fand (Tare et al., 1990), konnten Cheung und MacKay an Ratten-
schwanzarterien und Komori an Hundemesenterialarterien keine Hyperpolarisation glatter
Muskelzellen nach Gabe von NO feststellen (Cheung & MacKay, 1985;Komori et al., 1988).
Auch Endothelzellen von isolierten Hamsterbackentaschen-Arteriolen zeigten bei Gabe von

Nitroprussid keine signifikante Membranpotentialanderung (Dora et al., 2003).
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Die NO-abhéngige Hyperpolarisation scheint demnach ebenfalls variabel ausgepragt zu sein und
von Stromgebiet und Spezies abzuhdngen. Der Befund, dass NO-Donatoren keine fortgeleiteten
Antworten erzeugen, spricht aber fur eine untergeordnete Rolle des Membranpotentials bei der

Wirkung von NO in der Mikrozirkulation.

Blockade der NO-Synthase und Cyclooxygenase unter Neuroleptnarkose

Wie nach der fehlenden Fortleitung auf Nitroprussid vermutet, zeigte sich bei Blockade der NO-
und Prostaglandinsynthese unter Neuroleptnarkose keine signifikante Bedeutung von NO oder

Prostaglandinen (PG) flr die fortgeleiteten Antworten an den entfernten Beobachtungsstellen.

Zudem war aber auch die lokale Dilatation relativ resistent gegeniiber L-NA und Indomethacin.
Unter Neurolept-Narkose fiihrte die Hemmung der NO- und PG-Synthese nur zu einer
Verklrzung der lokalen Antwort, sie hatte aber keinen signifikanten Einfluss auf den
Maximalwert der Dilatation. Dies steht zundchst in gewissem Widerspruch zu bisherigen
Untersuchungen am Hamstercremaster, in denen Acetylcholin fir 2-3 min mit der Superfusion
appliziert und die GefaBantwort nach 1 min bestimmt wurde. Hier war ein weitaus grolerer Teil
der direkten Acetylcholin-Wirkung von NO und Prostaglandinen vermittelt (de-Wit et al., 1993).
Die vorliegenden Ergebnissen lassen allerdings erkennen, dass der grote NO- und PG-Anteil im
2. Teil der Antwort liegt. Bei langerer Anwesenheit des Acetylcholins und Bestimmung der
Dilatation nach Erreichen einer Plateauphase ware somit ein groRerer Anteil von NO und PG an
der Dilatation abzusehen gewesen. Doyle beschrieb diesen Effekt anhand von langerdauernden
Acetylcholin-Applikationen (2 min) an isolierten Hamsterbackentaschen-Arteriolen. Hier war
eine zweiphasige Dilatation zu beobachten, wobei der initiale Peak NO-unabhéngig war,
wéhrend die darauffolgende Plateauphase zunehmend von NO vermittelt wurde (Doyle &
Duling, 1997). Bei Bolusgabe werden also initial verstarkt wirkende Mechanismen bzw.
Autakoide besonders hervorgehoben. Zudem wurde bei friheren Studien in der Regel
Pentobarbital als Narkotikum verwendet, was hemmende Effekte auf die Bildung von EDHF
haben kann (siehe unten). Diese Ph&nomene kdnnen zusammengenommen zu unterschiedlicher

Einschétzung des NO- und Prostaglandinanteils an Acetylcholin-Antworten fiihren.
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Wahrend somit an der lokalen Stelle NO und Prostaglandine an der Aufrechterhaltung der
Dilatation beteiligt waren, gab es keinen Hinweis auf eine NO- oder PG-Produktion an den
entfernten Stellen oder eine wesentliche Bedeutung bei der Erzeugung der Fortleitung an sich.
Dies spricht fiir die Beteiligung mindestens eines weiteren Mechanismus oder Mediators, der
sowohl flr die erste Phase der Dilatation an der lokalen Stelle, als auch die fur Fortleitung der
Antworten verantwortlich ist. Hierfir kommt vor allem die in einer Vielzahl von GeféaRen
beschriebene Hyperpolarisation durch den endothelialen hyperpolarisierenden Faktor (EDHF) in

Frage.

Blockade der NO-Synthase und Cyclooxygenase unter Pentobarbitalnarkose

Bei Narkose mit Pentobarbital fuhrte Superfusion von L-NA und Indomethacin zu einer
Abschwachung der gesamten lokalen Antwort, einschlieBlich des initialen Peaks. Der NO- und
Prostacyclin-Anteil an der Dilatation war hoher als bei Neuroleptnarkose, und schon in der ersten
Hélfte der Antwort signifikant ausgepréagt. Dennoch waren circa 60 % der Dilatation NO- und
Prostacyclin-unabhéngig. Vergleichbare Befunde hatte Rivers mit dem Muskarinrezeptor-
agonisten Metacholin an der Hamsterbackentasche unter Narkose mit Pentobarbital erhoben,
wobei dort der NO-Anteil der Dilatation bei 65 % lag (Rivers, 1997). Der Unterschied zur
Neuroleptnarkose ist vermutlich durch eine verringerte Beteiligung des dritten Mediators EDHF
bedingt. Lischke et al. beschrieben 1995 eine Abschwéachung der NO- und Prostaglandin-
unabh&ngigen Acetylcholin-Dilatation an isolierten Carotisarterien von Hasen bei Superfusion
mit den Barbituraten Thiopental und Methohexital (Lischke et al., 1995). Einen vergleichbaren
Effekt fand de Wit an Hautmuskelgefallen des Hamsters fiir Pentobarbital. Die L-NA- und
Indomethacin-resistente Dilatation auf Superfusion mit Acetylcholin wurde bei Einleitung einer
Pentobarbital-Narkose im Vergleich zum wachen Tier schwacher, wahrend Nitroprussid-
Dilatationen nicht durch Pentobarbital abgeschwacht wurden. Die Einleitung einer Narkose mit
Urethan hatte dagegen keinen Effekt auf die L-NA- und Indomethacin-resistente Dilatation,
wahrend der Cytochrom P450-Inhibitor 17-Octadecynoic acid (ODYA) oder der
Kca-Kanalblocker Charybdotoxin diese Antwort blockierten. Untersuchungen mit kalzium- und
membranpotentialsensitiven Farbstoffen an isolierten Arterien des Hamstergracilismuskels
bestatigten diese Befunde: Pentobarbital verminderte die glattmuskuldre Hyperpolarisation und
Kalziumabnahme nach Gabe von Acetylcholin und hatte damit den selben Effekt wie die Gabe
der Kca-Kanalblocker Charybdotoxin und Tetraethylammonium (TEA) (de-Wit et al., 1999).
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Pentobarbital scheint somit durch eine Hemmung des fir die EDHF-Bildung verantwortlichen
Cytochrom P450-Enzyms den EDHF-Anteil der Acetylcholin-Antworten abzuschwéchen. Daher
wurde es durch eine fir die Untersuchung von EDHF-vermittelten Effekten besser geeignete

barbituratfreie Narkoseform ersetzt (Neuroleptnarkose).

Cytochrom P450 2C8/9 als EDHF-Synthase

Nachdem sich in den Befunden zur NOS- und COX-Hemmung unter Barbituratnarkose schon
die Bedeutung eines Cytochrom P450-Enzyms (CYP) fir die Vermittlung der NO- und PG-
unabhéngigen Acetylcholin-Antwort angedeutet hatte, wurde versucht den Syntheseweg des
EDHF durch spezifische Blockade der vermutlichen EDHF-Synthase Cytochrom P450 2C8/9-
Epoxygenase (CYP 2C8/9) mit dem CYP 2C8/9-selektiven Inhibitor Sulfaphenazol zu hemmen.
Arachidonsdureprodukte von Cytochrom P450-Enzymen wurden an Koronararterien und-
arteriolen von Schweinen, Rindern, Hunden und Ratten als sehr potente Vasodilatatoren
beschrieben, deren Wirkungsweise der von endogenem EDHF entspricht. Zeitgleich mit der
Beschreibung des Isoenzyms CYP 2C8/9 als EDHF-Synthase und von 11,12-Epoxy-
Eicosatriensdure (11,12-EET) als EDHF in Schweine-Koronararterien (Fisslthaler et al., 1999)
hatte Bolz CYP 2C8/9 sehr elegant auch in WiderstandsgefaRen des Hamsters als EDHF-
Synthase identifiziert. Dazu wurde das Endothel isolierter Hamstergracilismuskel-Arterien mit
Antisense-DNA gegen die mRNA von CYP 2C8/9 transfiziert und so dessen Expression
gehemmt. Dies fihrte zu einer deutlichen Abschwéchung aller EDHF-vermittelten Effekte,
wéhrend EDHF-unabhdngige Wirkungen von vasoaktiven Substanzen unbeeinflusst blieben
(Bolz et al., 2000).

Die starke Abschwachung der NO- und PG-unabhéngigen Acetylcholin-Dilatation an der lokalen
Stelle nach Superfusion von Sulfaphenazol zeigt, dass CYP 2C8/9 auch in der Mikrozirkulation
des Hamstercremasters an der EDHF-Synthese beteiligt ist. Die ebenfalls starke Abschwachung
der entfernten, fortgeleiteten Dilatationen weisst zudem darauf hin, dass EDHF neben der
direkten vasodilatierenden Wirkung an der Stimulationsstelle auch flr die entfernten Antworten
verantwortlich ist. Aus diesen Ergebnissen lasst sich jedoch nicht ableiten, ob EDHF die
Fortleitung ausschlielich durch Wirkung an der Stimulationsstelle ausldst, oder auch an den
entfernten Stellen an der Umsetzung der dorthin fortgeleiteten Membranpotentialdnderungen in
eine Vasodilatation beteiligt ist, d.h. an den entfernten Stellen gebildet wird und dort direkt

wirkt.
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Lokalisierte Blockade von Kca-Kanélen

Um der Frage nach dem Ort der EDHF-Wirkung nachzugehen, wurde die Aktivierung von
Kce-Kandlen durch lokalisierte Injektion von Kanalblockern entweder nur an der
Stimulationsstelle oder nur an der entfernten Beobachtungsstelle gehemmt. Kc,-Kanale werden
entsprechend ihrer Leitfahigkeit in 3 Subtypen, SKc,- (small conductance), 1Kc,- (intermediate
conductance) und BKc-Kanal (=LKc,, big oder large conductance) unterteilt. In der
vorliegenden Untersuchung wurden das BKcs-spezifische Iberiotoxin und das 1Kc,- und
BKca-spezifische Charybdotoxin (Cai et al., 1998) fir die Kanalblockade verwendet. Die
NO-Synthase und Cyclooxygenase waren hierbei durch L-NA und Indomethacin in der

Superfusion gehemmt.

Die lokale Acetylcholin-Antwort wurde durch Injektion der Kc,-Kanalblocker an der lokalen
Stelle vollstandig unterdriickt (IbTX) bzw. deutlich abgeschwacht (ChTX). Dies hatte zudem
eine Abschwéchung der fortgeleiteten Antworten zur Folge, obwohl die entfernten Stellen nicht
mit den Kanalblockern behandelt waren. Die Aktivierung von BKc,-Kandlen war
dementsprechend nicht nur fur die lokale Dilatation von Bedeutung, sondern auch fiir die
Erzeugung der Fortleitung. Die BKcs-abhdngige Hyperpolarisation an der Stimulationsstelle

stellt also das initiale Ereignis dar, welches fir die Ausbreitung der VVasodilatation notwendig ist.

Dass Iberiotoxin die lokale Dilatation im Gegensatz zu Charybdotoxin nicht nur deutlich
abschwéchte, sondern vollig blockierte, konnte auf einer effektiveren Kanalblockade durch
Iberiotoxin beruhen, da es 10x besser an BKc,-Kanéle bindet als Charybdotoxin und nur sehr

langsam wieder von den Kanélen abdiffundiert (Candia et al., 1992).

Wurden IbTX und ChTX auschlielflich an den entfernten Beobachtungsstellen appliziert, hatten
sie keine Wirkung auf die dortige Dilatation. Im Gegensatz zur Stimulationsstelle fand an den
entfernten Stellen also keine Aktivierung von IKc,- oder BKca-Kanélen statt, um die glatten
Muskelzellen zu relaxieren. Eine an den entfernten Beobachtungsstellen stattfindende Bildung
von EDHF, NO oder Prostaglandinen, die theoretisch durch eine entlang des Gefélies
fortgeleitete Hyperpolarisation des Endothels ausgelost werden kodnnte, erscheint daher

unwahrscheinlich.
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Zusammengefasst zeigen die vorliegenden Befunde also, dass eine lokalisiert applizierte, kleine
Menge von Acetylcholin an der Stelle, an der es direkt wirkt, durch die Stimulation endothelialer
EET-, NO- und evt. Prostacyclin-Bildung die Relaxation der glatten Muskelzellen und damit eine
Vasodilatation bewirkt. Die 1. Halfte der Dilatation wird dabei Uberwiegend von einem
Cytochrom P450 2C8/9-Produkt, mdglicherweise 11,12-EET, und die Aktivierung von BKc,-
Kandlen vermittelt. Dies fuhrt Uber einen erhdhten Kaliumausstrom zu einer Hyperpolarisation
und Relaxation der glatten Muskelzellen und Dilatation des Gefédlles. Die Aktivierung von
BKca-Kanélen an der Stimulationsstelle ist ferner notwendig, um eine sich ausbreitende
GeféaRdilatation zu erzeugen. Die lokal entstandene Hyperpolarisation wird entlang der
GefaBwand zu entfernten GefaRabschnitten fortgeleitet, ohne dass dort aufgrund der
Hyperpolarisation vermehrt endotheliale Autakoide gebildet werden. Die entfernten Dilatationen
scheinen somit rein auf der sich passiv entlang der Zellen der Gefallwand ausbreitenden
Hyperpolarisation zu beruhen. Die Mechanismen der weiteren elektromechanischen Kopplung
wurden in dieser Arbeit nicht weiter untersucht, wahrscheinlich ist jedoch ein Abfall des
zytoplasmatischen Kalziumspiegels der glatten Muskelzellen durch eine verringerte
Offnungswahrscheinlichkeit spannungsabhingiger Kalziumkanale vom L-Typ und / oder T-Typ
(Jackson, 2000;Gustafsson et al., 2001;VanBavel et al., 2002). Eine Veranderung des
Membranpotentials kann den Kontraktionszustand glatter Muskelzellen zudem auch Gber eine
vom zytoplasmatischen Kalziumspiegel unabhdangige Wirkung auf die intrazellulére
Kalziumfreisetzung (Ganitkevich & Isenberg, 1993;Yamagishi et al., 1992;Kukuljan et al., 1994)
und eine Kalzium-Desensitivierung bzw. -Sensitivierung des kontraktilen Apparates beeinflussen
(Okada et al., 1993).

Die komplette Blockade der lokalen Antwort nach Injektion von lberiotoxin spricht zudem fiir
eine effektive NOS- und COX-Blockade durch die verwendeten L-NA- und Indomethacin-
Konzentrationen. Die unvollstandige Blockade der Dilatation bei Gabe von Sulfaphenazol ist
somit vermutlich weniger auf unvollstandige NOS- oder COX-Hemmung, als auf unvollstandige
Hemmung des CYP 2C8/9 zuriickzuftihren. Dies konnte auf die im Vergleich zur sehr starken
CYP 2C9-Hemmung schwécheren Wirkung von Sulfaphenazol auf CYP 2C8 zurtickzufiihren
sein (Mancy et al., 1996).
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Wirkung von exogenem NO auf die Fortleitung von Acetylcholin-Dilatationen

Da NO bei fast allen wichtigen VVorgangen in der Mikrozirkulation, wie der Regulation des
Ruhetonus, der Antwort auf pharmakologische und physiologische Stimulation oder unter
pathologischen Bedingungen wie Entzlindung, eine zentrale Rolle spielt, wurde ein mdglicher
Einfluss von NO auf die Gap-Junction-Leitfdhigkeit anhand der Fortleitung von Acetylcholin-
Dilatationen untersucht. NO-Effekte auf Gap Junctions wurden zuvor u.a. an Retinazellen in
Kultur (Lu & McMahon, 1997) und isolierten Deiter-Stiitzzellen aus dem Innenohr (Blasits et al.,
2000) demonstriert, wobei NO hier die elektrische Kopplung cGMP-abhdangig hemmte.
Untersuchungen zur Farbstoffkopplung von Endothelzellen in unserer Arbeitsgruppe hatten
darauf hingedeutet, dass NO die Zellkopplung auch cGMP-unabhangig, unter Hemmung der
I6slichen Guanylatzyklase durch ODQ, vermindern kann (Kameritsch et al., 2003). Eine andere
Studie an glatten Muskelzellen aus dem Uterus ergab bei Inkubation mit dem NO-Donator SNAP
eine verminderte Expression des Gap-Junction-Proteins Connexin43, welches auch in
GefalRmuskelzellen und Endothelzellen an der Bildung von Gap Junctions beteiligt ist. Hier war
die Wirkung ebenfalls cGMP-unabhéngig, und wurde durch einen cAMP-Anstieg vermittelt. Die
NO-Wirkung auf die funktionelle Zellkopplung wurde dabei jedoch nicht untersucht (Roh et al.,
2002).

Aufgrund der L&nge des Versuchsprotokolls wurde in dieser Studie nur die akute Wirkung von
NO nach einer Inkubationszeit von mindestens 10 min betrachtet. Da Blasits bei seinen
Untersuchungen an Deiterzellen nach 8-9 min eine deutliche Abnahme der Zellkopplung
beobachten konnte, lag dies in einem Zeitraum, nachdem man eine akute Wirkung hétte erwarten
kdnnen. Die eingesetzte Konzentration des NO-Donators SNP von 1 uM war ausreichend, um in
Abwesenheit von ODQ zu einer deutlichen Vasodilatation zu fihren. Die NO-Konzentration lag

somit mindestens im oberen in-vivo vorkommenden Bereich, eventuell deutlich dariiber.

Nach einer Stimulationsserie zur Erhebung der Kontrollantworten fiihrte die Superfusion von
Nitroprussid bedingt durch die Anwesenheit von ODQ zu keiner Anderung des arteriolaren
Durchmessers. Die vasodilatierende Wirkung von NO war also cGMP-vermittelt. ODQ und NO
hatten auch keine Wirkung auf die lokalen Antworten. Die entfernten Dilatationen waren
allerdings ebenfalls unveréndert, wie der Verlauf der VVasomotorantworten an den entfernten
Stellen zeigt (s. Abb. 3.17). Daher ergab sich kein Anhalt dafiir, dass NO durch eine akute
Verdanderung der Zellkopplung die Ausbreitung einer Hyperpolarisation vermindert oder

verbessert hatte. In Anbetracht einer kirzlich publizierten Studie von Hoffmann (Hoffmann et
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al., 2003) ist die fehlende Wirkung von NO auf die Fortleitung der Acetylcholin-Antworten
maoglicherweise durch die cGMP-Abhéngigkeit des NO-Effekts auf die Gap-Junction-Kopplung
zu erklaren. In ihrer Studie wurden frisch isolierte menschliche Umbilicalvenen-Endothelzellen
(HUVEC) mit verschiedenen Farbstoffen beladen und darauffolgend flusszytometrisch die
Farbstoffkopplung in Anwesenheit eines NO-Donators (SNAP) untersucht. NO verbesserte die
Kopplung zwischen den Endothellzellen hierbei deutlich und in konzentrationsabh&ngiger
Weise. Diese Wirkung wurde durch einen cGMP-abhangigen sekundaren Anstieg von cAMP
und der darauffolgenden Aktivierung der Proteinkinase A vermittelt, was zu einem verstérkten
Einbau intrazelluldr bereitliegender Connexin-Molekile in die Plasmamembran fiihrte. Die
vorliegenden Ergebnisse weisen somit ausschliel3lich darauf hin, dass NO keine akute und von
einem cGMP-Anstieg unabhangige Wirkung auf die Zellkopplung von Gefél3zellen hat. Eine sich
nach Stunden funktionell auswirkende Abnahme der Connexin-Expression oder eine von einem
cGMP-Anstieg abhadngige kurzfristige Erhéhung der Connexon-Dichte, die in den zitierten
Arbeiten fir die NO-Wirkung verantwortlich waren, kann anhand der vorliegenden Ergebnisse

nicht beurteilt werden.

Die Nebenbeobachtung, dass unter Superfusion von L-NA, Indomethacin und ODQ unveréndert
starke Acetylcholin-Antworten vorhanden waren, ist ein weiterer Beleg daftr, dass die Dilatation
in Anwesenheit von L-NA und Indomethacin nicht auf eine unvollstdndige Blockade der NO-
Synthase zuriickzufuhren ist, da in diesem Falle eine deutliche Hemmung durch ODQ zu
erwarten gewesen ware. Die Fortleitung in Anwesenheit von ODQ zeigt zudem, dass Diffusion
von cGMP zwischen glatten Muskelzellen keine nennenswerte Bedeutung fiir die Ausbreitung

von Vasodilatationen hat.

Zusammenfassend betrachtet stellt die Fahigkeit des Endothels, den Geféalitonus durch EDHF
uber viele hundert Mikrometer zu beeinflussen eine Ergdnzung der nur lokal auf den
GeféaBwiderstand wirkenden Mechanismen dar. Fortgeleitete Dilatationen integrieren das
Verhalten einzelner Gefél3abschnitte innerhalb der Mikrozirkulation und spielen zudem eine
wesentliche Rolle bei der Anpassung des Tonus stromauf der Mikrozirkulation liegender kleiner
Arterien an die Bedurfnisse der von ihnen versorgten Gewebe durch aufsteigende Vasodilatation.
Die Bedeutung von EDHF liegt somit nicht nur in der Erganzung anderer endothelialer
Autakoide als lokal wirkender Vasodilatator, sondern hat dariiber hinaus vor allem in der
Mikrozirkulation eine wesentliche Rolle in der Steuerung der Durchblutung, die durch andere

Autakoide nicht ohne weiteres tibernommen werden kann.
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5 Zusammenfassung

GeféalRzellen und Geféallabschnitte in Arteriolen der Mikrozirkulation reagieren auf endotheliale
Autakoide, Gewebsmetabolite und transmurale Druckanderungen nicht als isolierte Einheiten,
sondern in koordinierter Art und Weise, was u.a. auf der Ausbreitung von Membranpotential-
anderungen Uber Gap-Junctions entlang der glatten Muskelzellschicht und dem Endothel beruht.
Dies ermdglicht die Koordination des Gefélitonus in parallel und hintereinander liegenden
GeféaRabschnitten, was zur aufsteigenden Vasodilatation und der Zunahme der
Skelettmuskeldurchblutung bei Arbeit beitrdgt. Diese von Nerven unabhéngige intra- und
intervaskuldare Kommunikation zeigt sich auch bei lokalisierter Stimulation mit bestimmten
vasoaktiven Substanzen durch eine sich weit Uber den Ort der direkten Wirkung schlagartig

ausbreitende GefaRreaktion (conducted vasomotor response).

Um die Ausloser von fortgeleiteten GefaRreaktionen zu untersuchen, wurden Arteriolen des
Cremastermuskels in andsthesierten Goldhamstern mittels einer Mikropipette mit einem
Mikrobolus (<10 nl) der Vasokonstriktoren Kaliumchlorid (KCI) und Phenylephrin (PE) bzw.
der Vasodilatatoren Nitroprussid-Natrium (SNP) und Acetylcholin (ACh) stimuliert und lokale
und an entfernte Stellen weitergeleitete Durchmesserdnderungen gemessen. Die Beteiligung
endothelialer Autakoide an diesen Antworten nach ACh-Stimulation wurde untersucht, indem
deren Synthese oder Wirkung durch Inhibitoren der NO-Synthase (NOS), Cyclooxygenase
(COX), der vermutlichen EDHF-Synthase Cytochrom P450 2C8/9 (CYP 2C8/9) oder Blockade
kalziumabhangiger Kaliumkanéle (Kc,) gehemmt wurde. Desweiteren wurde der Druck in
Cremasterarteriolen gemessen, um den Anteil des proximal vom Cremastermuskel liegenden

GefalRwiderstandes einschatzen zu konnen.

Der arterioldre Druck in der Mikrozirkulation lag bei einem systemischen Blutdruck von
83+4 mmHg bei 3523 mmHg und betrug 46+4 % des Femoralarteriendruckes. Somit lag etwa
die Halfte des arteriellen Gesamtwiderstandes proximal der Messposition in der
Mikrozirkulation, was auf die Notwendigkeit einer aufsteigenden Vasodilatation zur
Blutflusserhéhung und eine mdgliche physiologische Bedeutung fortgeleiteter VVasomotor-
reaktionen hinweist. Lokale Depolarisation durch KCI-Applikation fiihrte an der Stimulations-
stelle (lokal) zu einer Konstriktion von 47+6 auf 335 pm (-14+3 pum). In einer Entfernung von
1340 pm war eine Konstriktion um 7+1 pm zu beobachten. Im Gegensatz zu dieser sich
ausbreitenden Antwort blieben Konstriktionen nach PE lokalisiert. Da KCI allein durch

Membrandepolarisation und elektromechanische Kopplung wirkt, wahrend PE in erster Linie
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uber pharmokomechanische Kopplung das GefalR verengt, weist dies auf die ursachliche
Bedeutung von Membranpotentialanderungen fir die Weiterleitung von Vasomotorantworten
hin.

Lokalisiert ausgeloste Dilatationen nach ACh wurden ebenfalls entlang der Arteriolen fortgeleitet
(lokal 17£2 pum, 920 um stromaufwarts 8+1 um). Die entfernte Dilatation wurde nicht durch eine
Flusssteigerung ausgelost, da der aus Flussgeschwindigkeit und Durchmesser berechnete
Schergrad im GefaR zu keinem Zeitpunkt anstieg. Konvektion oder Diffusion von ACh wurden
ebenso ausgeschlossen. Die Hemmung der NOS und COX (N®-nitro-L-arginin, Indomethacin)
verkurzte zwar die lokale Antwort, hatte aber keine Wirkung auf die weitergeleitete Dilatation.
NO und Prostaglandine waren an der Auslésung einer fortgeleiteten Dilatation also nicht
beteiligt. Zusatzliche Blockade des kirzlich in Hamstergefalen als EDHF-Synthase
beschriebenen CYP 2C8/9 durch Sulfaphenazol schwéchte die lokale und entfernte Antwort
dagegen stark ab. Die Bildung des endothelialen hyperpolarisierenden Faktors (EDHF) scheint

somit eine wichtige VVoraussetzung fir die Ausbreitung von ACh-Antworten zu sein.

Auf die Stimulationsstelle begrenzte Blockade von Kc,—Kandlen durch Mikroinjektion von
Iberiotxin (IbTX) oder Charybdotoxin (ChTX) hob sowohl die lokale als auch die entfernte
Antwort auf bzw. schwachte sie stark ab. Wurden IbTX oder ChTX dagegen nur an der
entfernten Beobachtungsstelle appliziert, hatte dies keine Wirkung auf die dorthin weitergeleitete
Dilatation. Dies zeigt, dass EDHF nur an der ACh-Stimulationsstelle wirksam wurde. Die dort
durch Offnung von Kc,—Kanalen erzeugte Hyperpolarisation war einerseits fiir die lokale
Dilatation verantwortlich und andererseits ausreichend, um sich auszubreiten und durch
Hyperpolarisation glatter Muskelzellen entlang des GefaRes die entferne Dilatation zu erzeugen.
Die Offnung von Kc.—Kanalen und die Wirkung von EDHF entlang des GefaRes war hierfir
nicht notwendig. Um eine modulierende Wirkung von NO auf die Zellkopplung von GefaRzellen
und eine Beeinflussung der Fortleitung zu untersuchen, wurde unter Hemmung der l6slichen
Guanylatzyklase der Effekt des NO-Donators SNP auf die Weiterleitung von ACh-Dilatationen
untersucht. Hier ergab sich kein Hinweis auf eine akute, cGMP-unabhéngige NO-Wirkung auf

die Fortleitung in unserem Versuchsmodell.

Zusammenfassend demonstriert diese Untersuchung, dass das Endothel durch Bildung eines Kcg-
aktivierenden Faktors (EDHF) durch CYP 2C8/9 den GeféaBRtonus nicht nur am Ort einer
Stimulation modulieren kann, sondern, bedingt durch die Weiterleitung einer lokal erzeugten

Hyperpolarisation, auch zu einer koordinierten Antwort ganzer Geféal3abschnitte beitragt.
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