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Einleitung

1 EINLEITUNG

Die Aufgabe des Kreislaufsystems besteht vor allem darin, die Organe
durch An- und Abtransport von Atemgasen, Néahrstoffen und deren Metaboliten
Uber weite Strecken im Organismus zu versorgen, um die Aufrechterhaltung der
Lebensfunktionen zu gewahrleisten. Innerhalb des Kreislaufs sind die
verschiedenen Organkreislaufe parallel zueinander geschaltet. Um jedes dieser
Organgebiete standig maximal zu perfundieren, wirde das Blutvolumen nicht
ausreichen bzw. die Auswurfleistung des Herzens wirde bei weitem
Uberschritten werden. Eine solche Luxusversorgung ist auch gar nicht nétig, da
dem Korper eine Reihe unterschiedlicher Regulationsmechanismen fur eine

bedarfsorientierte Organdurchblutung zur Verfiigung steht.

Analog zum Ohmschen-Gesetz ist die Stromstarke, die im Kreislauf dem
Strom-Zeitvolumen bzw. der Durchblutung entspricht, proportional zur treibenden
Druckdifferenz Blutdruck) und umgekehrt proportional zum Stémungswiderstand
(peripherer GefalRwiderstand). Nach dem HagenPoiseuille-Gesetz ist der
Widerstand umgekehrt proportional zur 4. Potenz des Gefal3radius, die
Durchblutung steigt somit mit der 4. Potenz des Radius an. Daraus ergibt sich,
dass in den kleinen Gefallen der Mikrozirkulation (kleine Arterien, Arteriolen,
Kapillaren, Venolen, Lymphgefal3e) der grof3te Widerstand zu finden ist. Der
Gesamtquerschnitt der Kapillaren im menschlichen Korper ist etwa 500 — 800-
mal grofRer als der Querschnitt der Aorta ascendens. Da die Kapillaren ihren
Durchmesser nur in geringem Ausmald &ndern konnen, erfolgt die effektivste
Regulation der Organdurchblutung in den ihnen vorgeschalteten kleinen Arterien
und  Arteriolen  (Widerstandsgefal3e). Uber eine  Anderung des
Kontraktionszustandes ihrer glatten Muskulatur kdnnen sich die Gefal3e erweitern
(Vasodilatation) und verengen (Vasokonstriktion). Je hoher der Gefal3tonus
(Dauerspannung) in Ruhe ist, desto groRer ist das Potential der
GefaRerweiterung und damit die Steigerung der Durchblutung. Besonders
Organe mit stark wechselnden  funktionellen  Anforderungen  wie
Skelettmuskulatur, Gastrointestinaltrakt oder Haut haben einen hohen

Basaltonus. In der Skelettmuskulatur kann wahrend starker Arbeit die
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Durchblutung um das 20 — 30 fache der Ruhedurchblutung zunehmen und es ist
damit das Organ mit der relativ hdchstmoglichen Durchblutungssteigerung. Um
eine rasche Erhdhung der Durchblutung wahrend Muskelarbeit zu erzielen, ist im
GefalRbett eine koordinierte Erweiterung der zufuhrenden Strecke zum

Kapillarstromgebiet notwendig (Lash, 1996).

Kreislaufregulation
Der Gefaltonus wird durch multiple Faktoren beeinflusst. Diese Faktoren
haben in den jeweiligen Organsystemen eine teilweise unterschiedliche
Gewichtung. In dieser Arbeit wurden Mechanismen in den Gefal3en der
Skelettmuskulatur untersucht, weshalb in erster Linie die dort vorzufindenden
Regulationsmechanismen beschrieben werden. Diese sind jedoch auch in

anderen Organgebieten von Bedeutung.

Funktionell kann man zentrale und lokale Regulationsmechanismen
unterschieden, die in vivo eng miteinander verzahnt sind. Zentrale Mechanismen,
die eher dazu dienen einen ausreichenden Blutdruck aufrechtzuerhalten und den
Gesamtkreislauf zu kontrollieren, umfassen nervale (Sympathikus und
Parasympathikus) und hormonelle Faktoren (z.B. Adrenalin, Noradrenalin, Renin,
Angiotensin, Aldosteron, ANP, ADH, etc.). Verglichen mit den nervalen
Mechanismen spielt die hormonelle Beeinflussung fiir die kurzfristige Regulation
eine untergeordnete Rolle. Die vasokonstriktorischen Fasern des Sympathikus
tragen zum hohen Gefal3tonus in der ruhenden Skelettmuskulatur bei. Ihre
Nervenendigungen (Varikositaten) enthalten u. a. Noradrenalin, welches Uber a;-
Rezeptoren an der glatten Muskulatur zur Kontraktion fuhrt. Der Parasympathikus
hat in den GefdBen der Skelettmuskulatur wesentlich  weniger
Nervenendigungen, weshalb sein  vasodilatatorischer  Einfluss  auch
vergleichsweise gering ist. Im Gegensatz dazu, dienen lokale Mechanismen der
Durchblutungsregulation der einzelnen Organkreislaufe und sind fir eine

bedarfsadaptierte Organperfusion von grof3ter Bedeutung.
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Lokale Regulation
Myogener Tonus

Fir den hohen Gefaldtonus im ruhenden Skelettmuskel ist neben dem
Sympathikus hauptséchlich der myogene Tonus verantwortlich. Das Prinzip des
myogenen Tonus beruht auf der intrinsischen Eigenschaft des glatten Muskels,
einer permanenten passiven Dehnung durch den transmuralen Druck mit einer
Kontraktion entgegenzuwirken und einen Tonus aufzubauen. Erhoht sich der
transmurale Druck rasch, so wird das Gefal3 vermehrt gedehnt und der glatte
Muskel der terminalen Arterien und Arteriolen kontrahiert (myogene Antwort,
Bayliss-Effekt). Die  myogene Antwort beruht auf der  Offnung
dehnungsabhéngiger lonenkanale, was zum KationenEinstrom und einer
Depolarisation des glatten  Muskels fihrt. Daraufhin  6ffnen  sich
spannungsabhéngige Kalzium-Kanédle und es kommt zu einem sekundéren
Anstieg des intrazellularen Kalzium-Spiegels was letztendlich die Kontraktion
auslost (Davis et al., 1992). Bei einer Erniedrigung des transmuralen Drucks
laufen diese Mechanismen in umgekehrter Reihenfolge ab und der Muskeltonus
nimmt ab. Durch die gleichsinnige Anderung des Stromungswiderstands mit
dem Perfusionsdruck werden der kapillare Filtrationsdruck und die Durchblutung
trotz Anderung des Blutdrucks konstant gehalten (myogene Autoregulation). Die
Grenzen des autoregulatorischen Bereichs sind in den verschiedenen Organen

unterschiedlich und damit auch das Ausmal der Durchblutungskonstanz.

Metabolische Faktoren

In Organen mit stark wechselnder metabolischer Aktivitat wie der
Skelettmuskulatur  besteht eine nahezu Ilineare Beziehung zwischen
Stoffwechselaktivitdt und Durchblutung. Diese funktionelle (metabolische)
Hyperamie wird u. a. durch die Akkumulation von lokal-chemischen Mediatoren
vermittelt. Vasodilatatorisch wirken neben einer Erhéhung des CO,-Partialdrucks
bzw. der H*-Konzentration auch eine Erhohung der K'-Konzentration, eine
Steigerung der Gewebeosmolaritat, Adenosin oder ein Absinken des O»-
Partialdrucks. Diese Faktoren haben nicht nur eine direkte relaxierende Wirkung
auf den glatten Muskel sondern kénnen auch indirekt die Noradrenalinfreisetzung
aus den sympathischen Nervenendigungen hemmen. Die Wirkung der

verschiedenen metabolischen Faktoren ist unterschiedlich stark und
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organabhangig. Am ehesten kommt der Anderung des O;-Partialdrucks eine

grofRere Bedeutung zu.

Endothelabhdngige Mechanismen

Bei der Regulation der lokalen Durchblutung kommt dem Endothel als
Grenzschicht zwischen Blut und GefalRwand eine zentrale Bedeutung zu.
Daneben hat es auch andere wichtige Funktionen z. B. bei der Kontrolle der
Homoostase, dem Stoffaustausch zwischen Intra- und Extravasalraum oder beim
Ablauf von Entziundungsreaktionen und immunologischen Prozessen. Seine
vasoaktiven Eigenschaften bt es einerseits durch Modulation der Konzentration
im Blut zirkulierender vasoaktiver Substanzen mittels Metabolisierung und/oder
Aufnahme aus. Andererseits kann das Endothel vasoaktive Gewebshormone
(Autakoide) freisetzen. Endotheliale Autakoide werden nach Stimulation mit
endogenen Substanzen wie Acetylcholin (ACh), Bradykinin, Serotonin, Histamin,
Substanz P, ATP, ADP etc. freigesetzt. Nach der Bindung am Rezeptor steigt die
intrazellulare Kalzium-Konzentration an und Enzyme, die die Synthese der
endothelialen Autakoide kontrollieren, werden aktiviert (Furchgott und Vanhoutte,
1989). Auch physikalische Stimuli wie Anderung der Wandschubspannung oder
des O.-Partialdrucks I6sen die Bildung endothelialer Autakoide aus (Pohl et al.,
1986; Pohl und Busse, 1989; Pohl et al., 1991, de Wit et al., 1997). Zu den
wichtigsten vasodilatatorischen endothelialen Autakoiden gehért neben
Stickstoffmonoxid (NO) und Prostazyklin (PGk) auch der endothelium-derived
hyperpolarizing factor (EDHF, siehe Abschnitt EDHF). Vasokonstriktorisch
hingegen wirken z.B. Endothelinrl, Thromboxan A, oder reaktive
Sauerstoffradikale wie Superoxidanionen (Stankevicius et al.,, 2003). Im
Folgenden werden die Mechanismen der endothelabhangigen Vasodilatation

genauer erlautert.

NO und Prostazyklin
Furchgott und Zawadzki haben 1980 mit der Entdeckung der
gefaRerweiternden Funktion des Endothels eine neue Ara in der
Kreislaufforschung eingeleitet (Furchgott und Zawadzki, 1980). Kurze Zeit spater
wurde der fur die Vasodilatation verantwortliche Faktor, der bis dato als

endothelium-derived relaxing factor (EDRF) bezeichnet wurde, als
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Stickstoffmonoxid (NO) identifiziert (Palmer et al., 1987, Ignarro et al., 1987). Die
endotheliale NO-Synthase (eNOS) spaltet unter Bildung von L-Citrullin aus L-
Arginin  NO ab (Palmer et al., 1988). NO aktiviert die glattmuskulare
Guanylatzyklase, wodurch die intrazellulare Konzentration von zyklischem
Guanosinmonophosphat (3'5'-cGMP) ansteigt. Uber eine Signalkaskade, in der
mehrere Proteine phosphoryliert werden, kommt es schlie3lich zum Abfall der
Kalzium-Konzentration und einer Relaxation des glatten Muskels (Rapoport und
Murat, 1983; Rapoport et al., 1983).

Vasoaktive Prostaglandine entstehen durch Einwirkung der Phospholipase
A,, die aus Phospholipiden der endothelialen Zellmembran Arachidonsaure
abspaltet. Daraus wird mit Hilfe der Zyklooxygenase zunéchst Prostaglandin H
gebildet, das dann in weiteren Schritten in die verschiedenen Prostaglandine
umgewandelt wird. Als bedeutendster Vasodilatator unter den Prostaglandinen ist
das Prostazyklin (PGkL) zu nennen (Moncada et al.,, 1976). Es aktiviert die
glattmuskulare Adenylatzyklase wodurch der intrazellulare Spiegel von
zyklischem Adenosinmonophosphat ansteigt (CAMP). cAMP fuhrt Uber die
Aktivierung der Proteinkinase A zur Phosphorylierung von bestimmten Enzymen
die ahnlich wie bei cGMP den intrazellularen Kalzium-Spiegel absenken, wodurch
der Muskel erschlafft (Shaul et al., 1992).

EDHF

Endothelzellen setzen als Antwort auf chemische oder physikalische
Stimuli nicht nur NO und Prostaglandine frei, sondern kdnnen zusatzlich zu einer
NO- und Prostaglandinrunabhangigen Hyperpolarisation (EDH, endothelium-
derived hyperpolarization) und anschlieBender Dilatation der glatten Muskelzellen
fuhren. In zahlreichen GefaRen konnen endothelabhéngige Relaxationen von
endothelabhangigen Hyperpolarisationen des glatten Muskels begleitet sein.
Erstmals wurde dies in Arteriolen von Meerschweinchen, Schweinen und
Kaninchen (Bolton et al., 1984; Bény und Brunet, 1988; Chen et al., 1988;
Feletou und Vanhoutte, 1988) beobachtet. Die Suche nach einem ,universellen”
Faktor, der zu einer solchen endothelabhangigen Hyperpolarisation der glatten
Muskelzellen fuhrt, pragte den Begriff des EDHF (endothelium derived

hyperpolarizing factor). Eine andere Hypothese beschreibt die Mdglichkeit, dass
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eine endotheliale Hyperpolarisation nach ACh (Busse et al., 1988; Chen und
Cheung, 1992; Marchenko und Sage, 1994) Uber myoendotheliale Zellkopplung
elektrotonisch auf die glatten Muskelzellen Ubertragen wird (Sandow und Hill,
2000). Zwar wurde EDHF noch nicht eindeutig isoliert, das Wissen uber diesen
dritten ,pathway“ hat sich jedoch enorm erweitert und sollte nicht zuletzt durch

diese Arbeit ergadnzt werden.

Potential vaskularer Zellen

Das Ruhemembranpotential einer  Zelle  wird durch die
Gleichgewichtspotentiale fur die verschiedenen lonen bestimmt. Diffundieren
lonen wie zum Beispiel K', Na* oder CI entlang ihres Konzentrationsgefalles
zwischen Intra- und Extrazellularraum durch selektive Kanale, so wird mit jedem
lon auch eine positive bzw. negative Elementarladung transportiert. Dabei wird
eine elektrische Spannung Uber der Membran aufgebaut, die der Diffusion des
lons entlang des chemischen Gradienten entgegenwirkt. Sobald das aufgebaute
elektrische Feld den von der Konzentrationsdifferenz erzeugten chemischen
Gradienten kompensiert, bewegen sich in beide Richtungen gleich viele lonen.
Somit hat sich ein Gleichgewichtspotential (Eon) eingestellt, das durch die Nernst-
Gleichung fur jedes lon berechnet werden kann. In glatten Muskelzellen wurden
ungefahr -84 mV fur Ex, -31 mV fur Eg, +58 mV fur Ena und +150 mV fur Ec,
berechnet (Nelson et al., 1995). Damit die intrazellularen lonenkonzentrationen
jedoch dauerhaft stabil bleiben, sind aktive Pumpmechanismen notwendig. So
werden die chemischen Gradienten fir Na* und K* durch die elektrogene Na*/K"-
Pumpe hergestellt bzw. erhalten. Dieser lonenaustauscher transportiert unter
Verbrauch eines ATP-Molekiils und entgegen eines Konzentrationsgradienten 3
Na*-lonen aus der Zelle und 2 K*-lonen in das Zellinnere. Die Pumpe ist fiir mehr
als 1/3 des zellularen Energieverbrauchs verantwortlich. Das Membranpotential
einer Zelle wird von den spezifischen Gleichgewichtspotentialen der einzelnen
lonen bestimmt. Bleibt das Membranpotential von ruhenden Zellen tber eine
langere Zeit konstant wird es als Ruhemembranpotential bezeichnet. In glatten
Muskelzellen und Endothelzellen liegt es nahe dem K'-Gleichgewichtspotential
Ek, da in der ruhenden Membran gedffnete K'-Kanale weitaus am haufigsten
sind, d.h. die Membran fur K%'lonen am durchlassigsten ist. Das

Membranpotential andert sich, wenn sich die lonenkonzentrationsverhaltnisse
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zwischen Intra- und Extrazellularraum &ndern, sich lonenkanéle 6ffnen oder
schlieBen, oder Strom von benachbarten Zellen durch die Membran flief3t.
Definitionsgemall werden Membranpotentiale immer relativ zwischen dem Intra-
zum Extrazellularraum gemessen. Ein  Ruhemembranpotential von -40 mV
bedeutet, dass die Membraninnenseite gegeniiber der Membranaul3enseite um
40 mV negativer geladen ist. Offnen sich zum Beispiel K'-Kanale, flieRen K'-
lonen entlang ihres Konzentrationsgradienten aus der Zelle und nehmen dabei
positive Elementarladungen mit, die Membraninnenseite verliert positive Ladung
und das Membranpotential wird negativer {Hyperpolarisation) und gleicht sich
dem E¢< mehr oder weniger an. Umgekehrt vermindert das SchlieBen von K-
Kanalen den Ausstrom von K'-lonen, es flieRen weniger positive
Elementarladungen nach Auf3en, das Membranpotential entfernt sich von Ex und
wird positiver (Depolarisation). Zwar haben auch andere lonen wie Na®, CI" und
HCOs Einfluss auf das Membranpotential, K*-Kanale nehmen jedoch wegen der
mit Abstand in Ruhe groRten Offnungswahrscheinlichkeit gegeniiber anderen
lonenkanalen sowohl bei der Einstellung des Ruhemembranpotentials als auch
bei der Hyperpolarisation des Membranpotentials eine zentrale Rolle ein und
solliten deshalb in dieser Arbeit genauer untersucht werden. Je nach
Bedingungen und lonenkonzentrationsverhaltnissen kommen an Zellen von
Warmblitern Ruhemembranpotentiale von -30 bis -120 mV vor (innen negativ zur
Aul3enldésung). Ruhemembranpotentiale glatter Muskelzellen wurden in vitro mit
-60 bis -70 mV (Nelson et al., 1990; Knot und Nelson, 1995; Xia et al., 1995) und
in vivo mit -40 bis -55 mV (Neild und Keef, 1985; Welsh und Segal, 1998; Bartlett
et al., 2000) gemessen. Dies zeigt, dass das Ruhemembranpotential zwischen Eg
und Eg liegt, weil beide Kanéle in Ruhe die hdchste Leitfahigkeit aufweisen und
auf das Membranpotential einen gréReren Einfluss haben als Ena und Eca.
Sowohl Endothelzellen als auch glatte Muskelzellen konnen hyperpolarisieren.
Wie Dbereits erwahnt, beeinflusst in diesen Zellen vor allem die

Offnungswahrscheinlichkeit der K*-Kanale das Membranpotential.
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lonenkanale und K*-Kanale

Durch zellulare Lipidmembranen konnen vor allem Wasser, geloste Gase
wie O, und CO,, lipidlésliche Stoffe, aber auch kleine polare Molekile wie
Ethanol und Harnstoff frei diffundieren. Damit geladene Moleklle und
anorganische lonen passieren kdnnen, besitzen Zellmembranen lonenkanale und
Connexine (siehe unten). lonenkanéle sind Poren, die von Proteinen gebildet
werden, und einen mit Wasser gefiullten Kanal von weniger als 1 nm
Durchmesser besitzen. Diese Membrankanéle weisen meist eine relativ hohe
Selektivitat hinsichtlich der lonen auf, die sie durchtreten lassen. Es gibt z. B.
Natrium-, Kalzium-, und Kalium-Kanale. Um diese Selektivitat zu erreichen, sind
die Kanalwénde mit Ladungen oder Bindungsstellen besetzt, die den Durchtritt
fur die permeierenden Moleklle erleichtern und andere Stoffe von der
Permeation ausschliel3en. lonenkanédle sind keine starren Rohren sondern
hochdynamische, pulsierende Gebilde, dessen sich schnell bewegende
Molekulgruppen und Ladungen Uber den offenen oder geschlossenen Zustand

der Kanale bestimmen.

K*-Kanale sind wichtige lonenkanéale in vaskuldaren Zellen. Ihre Aktivitat
tragt entscheidend zur Entstehung und Regulation des Membranpotentials und
des GefaRtonus bei. Bei den K'-Kanalen in vaskularem Gewebe unterscheidet
man vier Haupttypen: Kalzium-abhangige K'-Kanéle (Kca), spannungsabhangige
K*-Kanale (Ky, voltage), ATP-sensitive K*-Kandle (Katp) und einwarts
gleichrichtende K*-Kanale (Kr, inwardly rectifying). Bei den Kca-Kanélen
wiederum unterscheidet man die verschiedenen Typen nach ihrer Leitfahigkeit fur
K*-lonen: BKcy mit hoher Leitfahigkeit (,large/big conductance*), IK c; mit mittlerer
Leitfahigkeit (,intermediate conductance®) und SKcz; mit geringer Leitfahigkeit
(,small conductance*) (Jackson, 2000). Vorkommen und Verteilung dieser Kanale
in EC und VSM sind in verschiedenen Spezies und GefalRen oft uneinheitlich
(Nilius, 1997). So zeigten in situ Aufnahmen von Endothelzellen aus Ratten nur
SKce-Kandle (Marchenko wund Sage, 1996), wahrend frisch isolierte
Endothelzellen aus der Aorta von Hasen auch BKcs,-Kanale exprimierten (Rusko
et al., 1992). Die funktionelle Bedeutung der verschiedenen Kanale fur die EDHF-
Dilatation kann durch selektive pharmakologische Blockade untersucht werden.

Apamin blockiert selektiv SKca-Kanale, wahrend Charybdotoxin 1K ca-, BKca- und
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Ky-Kanédle blockiert (Edwards und Weston, 2001). Zygmunt und Hogestatt sowie
Doughty et al. zeigten, dass EDHF-Antworten durch gleichzeitige Prasenz von
Apamin und Charybdotoxin, aber nicht durch jedes Toxin alleine, blockiert
werden konnen (Zygmunt und Hogestatt, 1996; Doughty et al., 1999). Dies lasst
vermuten, dass nicht alle Kc; blockiert werden muissen, um die Dilatation
aufzuheben. In einigen Untersuchungen konnte jedoch auch Apamin alleine eine
EDHF-Antwort aufheben (Yamakawa et al., 1997; Ayajiki et al., 2000; Murphy
und Brayden 1995; Miura et al., 1999; Gluais et al., 2005). Iberiotoxin, ein
selektiver Blocker von BKca-Kanalen, kann in einigen Arteriolen selbst in
Kombination mit Apamin ineffektiv bleiben, z. B. in Mesenterial-, Leber-, und
Nierenarterien von Ratten und in Koronarien und Basilararterien von
Meerschweinchen (Rapacon et al., 1996; Petersson et al., 1997; Plane et al.,
1997; Chataigneau et al., 1998; Eckman et al., 1998; Edwards et al., 1998;
Yamanaka et al., 1998). Dies weist auf die Bedeutung des IK ¢ hin. Es gibt aber
auch Ausnahmen von der Regel, nur SKca- und IK c;-Kanéle seien an der EDH
beteiligt. So zeigten Versuche in Nieren- und Femoralarterien von Hasen, dass
Iberiotoxin auch alleine eine Relaxation vom EDHF-Typ blockieren konnte (Kwon
et al., 1999; Yousif et al., 2002). Untersuchungen mit 1-EBIO, einem Aktivator
von IKca-Kanadlen (und mdglicherweise auch von SKca-, aber nicht BKcs-
Kanalen), der zu einer endothelialen Hyperpolarisation und einer
endothelabhangigen Hyperpolarisation des glatten Muskels fuhrt, haben ergeben,
dass diese Hyperpolarisationen mit Charybdotoxin, nicht aber mit Iberiotoxin zu
blockieren waren (Edwards et al.,1999; Coleman et al., 2001). Zusammengefasst
zeigt die Mehrzahl der Untersuchungen, dass SKcs-Kanéle hauptséachlich in
Endothelzellen vorkommen (Marchenko und Sage, 1996; Cai et al., 1998;
Burnham et al., 2002), wahrend BKca- und IK c;-Kanale vorzugsweise in glatten
Muskelzellen nachzuweisen sind (Neylon et al., 1999; Burnham et al., 2002). Die
funktionelle Bedeutung der verschiedenen Kca bei der EDHF-Dilatation ist stark

variierend.

BKca-Kanéle tragen in kleinen Arteriolen zum Ruhemembranpotential von
glatten  Muskelzellen bei. lhre Blockade durch Iberiotoxin  oder
Tetraethylammonium-(TEA) lonen fuhrten zu Membrandepolarisation und
Vasokonstriktion (Nelson et al., 1990; 1995; Brayden und Nelson 1992). BKcs-
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Kanale werden durch einen Anstieg des intrazellularen Kalziums und durch
Membrandepolarisation aktiviert. Da bei der Aktivierung hohe intrazellulare Ca?*-
Spiegel von 3 — 10 umol/L erforderlich sind (Jackson et al., 1998), kommt den
BKca-Kanédlen moglicherweise eine Rolle im Sinne einer negativen Rickkopplung
zu, um aktive Vasokonstriktion zu limitieren und vor Vasospasmen zu schitzen.
Diese Hypothese wird durch Untersuchungen wéhrend chronischer Hypertension
unterstutzt, in denen eine vermehrte Expression von BKcs-Kanélen im glatten
Muskel nachgewiesen werden konnte (Rusch et al., 1992; Asano et al., 1993; Liu
et al.,, 1997; Rusch et al., 1997). Endotheliale IKc;- und SKcap-Kanale werden
ebenso durch die Erhdhung von [Ca®] aktiviert, sind aber ganzlich
spannungsunabhéangig. Der Begriff ,EDHF-vermittelte Antwort® steht fir einen
Mechanismus, bei dem die beschriebene Hyperpolarisation von Endothelzellen
auf glatte Muskelzellen Ubertragen wird. Dabei werden aktuell verschiedene
Hypothesen diskutiert, bei denen prinzipiell zwischen einer elektronischen
Signaltibertragung via Gap Junctions und der Diffusion eines freien Mediators
uber den extrazellularen Raum unterschieden wird (Griffith, 2004). Einige
Untersuchungen  konnten  zeigen, dass parallel zu endothelialen
Hyperpolarisationen auch glattmuskulare Hyperpolarisationen zu messen sind.
Offnen sich K'-Kanale in der Membran glatter Muskelzellen, so stromt Kalium
entlang seines Gradienten aus der Zelle und das Membranpotential wird
negativer (Hyperpolarisation). Daraufhin schliel3en sich spannungsaktivierte L-
Typ Ca?*-Kandle, das intrazellulare Kalzium sinkt ab und eine Relaxation folgt.
Umgekehrt fiihrt ein SchlieRen der K*-Kanéle zu einer Depolarisation, einem
Offnen der spannungsaktivierten L-Typ Ca®"-Kanale und einem daraus
resultierenden Anstieg des zytosolischen Kalziums, was zu einer Kontraktion des
glatten Muskels fuhrt (Abbildung I.1) (Nelson, 1990; Sobey, 2001).
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Abbildung 1.1 Schematische Darstellung der Antwort glatter Muskelzellen nach Aktivierung
(links) oder Inhibition (rechts) von K'-Kanalen

Links: Die Aktivierung (Offnung) von K*-Kanalen (grau) fiihrt zum Ausstrom von K*-lonen, was zur
Hyperpolarisation der Zelle fuhrt. Daraufhin schlieBen sich spannungsabhangige Ca "Kanile
(weil3), der intrazellulare Ca2+-SpiegeI sinkt und der glatte GefalBmuskel relaxiert (Vasodilatation).

Rechts: Im umgekehrten Fall fihrt ein SchlieRen der K-Kandle zu einer Reduktion des K-
Ausstroms mit konsekutiver Depolarisation. Spannungsabhangige Ca®*-Kanale &ffnen sich, die
intrazellulare [Ca2+]i steigt an und es resultiert eine Kontraktion des glatten Muskels
(Vasokonstriktion).

Agonisten, welche eine Relaxation vom EDHF-Typ auslésen, fihren zu einem
raschen Abfall des Membranpotentials in Endothelzellen in Richtung des K'-
Gleichgewichtspotentials (ca. -80 mV), gefolgt von einer Plateauphase, in der das
Membranpotential bis zu -20 mV unterhalb des Ausgangspotentials liegt und
einer anschlielend teilweise vorhandenen uberschieRenden Depolarisation
(Mehrke und Daut, 1990; Marchenko und Sage, 1993; Ohashi et al., 1999). Als
Substanzen, die EDHF freisetzen und tber eine Offnung von K'-Kanalen zur
Hyperpolarisation fiihren, werden unter anderem Acetylcholin und Bradykinin
(Chen und Cheung, 1992; Nakashima et al., 1993; Edwards et al., 1998; 2000),
EETs (Campbell et al., 1996; Li und Campbell, 1997; Gebremedhin et al., 1998)
oder Substanz P (Bény und Brunet, 1988) diskutiert (Abbildung 1.2). Es gibt

zahlreiche Untersuchungen, die zeigen konnten, dass die Aktivierung
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endothelialer Kcs-Kanale, die zur EDHF-vermittelten Relaxation fuhrt, durch
kapazitiven Ca?*-Einstrom ausgelést wird (Doughty et al., 1999; Dora et al.,
2001). Wurde dieser Signalweg durch Inhibitoren der Phospholipase C blockiert,
konnten subintimale Hyperpolarisationen nach ACh in Mesenterialarterien von
Ratten (Fukao et al., 1997) und Relaxationen vom EDHF-Typ in Koronararterien
von Schweinen, Mesenterialarterien von Hasen, Karotiden von Meerschweinchen
und Cerebralarterien von Ratten abgeschwacht werden (Weintraub et al., 1995;
Hutcheson et al., 1999; Quingnard et al., 2002; You et al., 2002). Jedoch konnte
in Cerebralarterien von Ratten auch gezeigt werden, dass der IKc;-Agonist 1-
EBIO, der PLC-unabhéngig wirkt, EDHF-Typ Relaxationen verursacht, ohne das
endotheliale [Ca?']i Uiber das Ruheniveau zu erhdhen (Quignard et al., 2002;
Marrelli et al., 2003). In diesem Fall wirde eine ,EDHF-Synthase” nicht durch
einen intrazellularen [Ca?']-Anstieg aktiviert werden, sondern (iber einen Ca®'-

unabhéngigen Signalweg.
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Abbildung 1.2 Mégliche Signalwege der endothelvermittelten Hyperpolarisation

Illustriert sind Signalwege, die zur endothelvermittelten Hyperpolarisation der glatten Muskelzellen
fuhren. Der wichtigste Signaltransduktionsweg ist die EDHF-vermittelte Hyperpolarisation, auf die
sich die vorliegende Arbeit konzentriert.

ACh: Acetylcholin; BK: Bradykinin; SP: Substanz P; M1 und M3: muskarinerge Rezeptoren; B;:
Bradykininrezeptor; NK1 Neurokininrezeptor; R: Rezeptor; NOS: NO-Synthase; P450: Cytochrom-
P450-Monooxygenase; NO: Stickstoffmonoxid; PGl,: Prostazyklin, EETs: Epoxyeicosatrien-
Sauren; AC: Adenylatzyklase; GC: Guanylatzyklase; cAMP: zyklisches Adenosinmonophosphat;

cGMP: zyklisches Guanosinmonophosphat; IP3: Inositoltrisphosphat; Kc,: Kalzium-abhéngige
Kalium-Kanale
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Ubertragbare EDHFs

Als vasoaktive Substanzen, die vom Endothel freigesetzt werden und tber
den extrazellularen Raum zu glatten Muskelzellen diffundieren und so zum
EDHF-Phanomen beitragen, werden zur Zeit K'-lonen, Arachidonsaurederivate
(Eicosanoide und das Endocannabinoid Anandamid), H»O, und C-Typ
Natriuretisches Peptid diskutiert. Kontroversen bestehen hinsichtlich der Herkunft
und der physiologischen Relevanz dieser Agenzien, insbesondere ob ihrer
Fahigkeit die Offnungswahrscheinlichkeit von glattmuskularen Kca-Kanélen in der
EDHF-Antwort zu erhdhen.

K*-lonen

Extrazellulare K*-lonen kénnen Zellmembranen durch Offnen von Kig-
Kanalen oder Stimulation von Na'/K*'-ATPase-Isoenzymen hyperpolarisieren
(Blanco und Mercer, 1998; Zaritsky et al., 2000; Weston et al., 2002, Quilley und
Qiu, 2005). Edwards et al. konnten in Mesenterialarterien von Ratten zeigen,
dass nach Stimulation mit Acetylcholin (ACh) die extrazellulare K'-Konzentration
[K*]e im ,myoendothelialen Spalt* durch Offnung endothelialer Kcy-Kanéle anstieg
und Uber die oben genannten Mechanismen zur Hyperpolarisation und
Relaxation der glatten Muskelzellen fihrte (Edwards et al., 1998). Jedoch gibt es
zahlreiche Untersuchungen, deren Ergebnisse gegen die Hypothese EDHF sei
endotheliales K* sprechen. Deren Befunde konnten eine Abschwéachung der
ACh-induzierten EDHF-Antworten durch Ba®*-lonen (hemmen Kg-Kanale) und
Ouabain (hemmt die Na*/K*-ATPase) wie bei Edwards et al. nicht nachweisen
(Doughty et al., 2000; Coleman et al., 2001a; Lacy et al., 2000; Mclintyre et al.,
2001). Eine mogliche Ursache fur diese Diskrepanz sehen Dora und Garland
sowie Richards et al. im Einfluss der glattmuskularen Aktivitat auf die Fahigkeit
endothelialer K*lonen als EDHF zu fungieren (Dora und Garland, 2001; Richards
et al.,, 2001). Demnach wirde eine Vasokonstriktion durch hohe Agonisten-
Konzentrationen zu einer Depolarisation fuhren mit konsekutiver Verminderung
von K'-Auswartsstromen durch Kir-Kanale und Efflux von K* via glattmuskularer
Kca-Kanale. Die dadurch entstehende extrazellulare ,K*-Wolke* wiirde dann eine
Aktivierung der Na'/K*-ATPase durch zusatzliche K*-Quellen maskieren bzw.
behindern. Obwohl diese Hypothese einige Diskrepanzen erklaren kdonnte, lassen

auch elektrophysiologische Untersuchungen Zweifel an der Rolle von K* als
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EDHF. In Mesenterialarteriolen von Meerschweinchen, in denen Endothelzellen
und glatte Muskelzellen ein elektrisches Synzytium bilden, aktivierte exogenes K*
einen ,einwartsgleichrichtenden* Ba®*-sensitiven Strom, wahrend Acetylcholin
oder Substanz P zu ,auswartsgleichrichtenden® Stromen fuhrte (Coleman et al.,
2001a,b). Dies zeigt, dass hier zwei grundsatzlich verschiedene Kanéle beteiligt

sind und daher auch kein gemeinsamer ,EDHF* vorliegt.

EETs

Epoxyeicosatriensauren (EETs) sind Produkte der Cytochrom P450
Epoxygenasen (CYPa4s0) aus Arachidonsaure und scheinen bei der Regulation
der vaskularen Homoostase eine wichtige Rolle zu spielen (Fleming et al., 2001).
Endothelzellen kdnnen tber CYP 450 (hauptsachlich tber die Subtypen CYP 1A,
2C und 2J) vier EET-Regioisomere synthetisieren (5,6-, 8,9-, 11,12-, und 14,15-
EET). In Koronararterien von Rindern (Hecker et al., 1994; Campbell et al., 1996;
Gauthier et al., 2005), Schweinen (Popp et al., 1996), Kaninchen (Widmann et
al., 1998) und Menschen (Quilley und McGiff, 2000) fuhrten CYP 4s0-Inhibitoren
(z.B. Sulfaphenazol, ODYA) zu einer Hemmung der EDHF-vermittelten Antwort.
Durch Antisense-Oligonukleotide gegen CYP 4502C konnten in Koronararteriolen
von Schweinen und in Arteriolen von Hamstern endothelabhéngige
Hyperpolarisationen und Relaxationen des glatten Muskels blockiert werden
(Fisslthaler et al., 1999; Bolz et al., 2000). Umgekehrt konnten Substanzen, die
die CYP 450-Epoxygenasen hochregulieren (z.B. Nifedipin oder 3-Naphtoflavone),
EDHF-Antworten verstarken (Fisslthaler et al.,, 1999; Gauthier et al., 2002).
Mdoglicherweise kénnen EETs Uber spezielle Membranrezeptoren auf glatten
Muskelzellen zu einer Offnung von BKcs-Kanalen fiihren. Jedoch gibt es Zweifel
daran, ob Endothelzellen in der Lage sind solch gro3e Mengen an EETs zu
synthetisieren, die fur eine Hyperpolarisation der glatten Muskelzellen notwendig
sind (Fisslthaler et al., 2000; Archer et al., 2003). Weiterhin zeigten einige
Untersuchungen, dass EETs den endothelialen Ca®*-Influx modulieren und die
Aktivierung endothelialer K*-Kanale durch Erhdhung ihrer Ca®*-Sensitivitat
erleichtern kénnen (Li und Campbell, 1997; Baron et al., 1997). Popp et al.
konnten zeigen, dass EETs auch die interendotheliale Kommunikation tber Gap
Junctions modulieren konnen (Popp et al.,, 2002). Schlie3lich gibt es

Anhaltspunkte daflrr, dass EETs die endotheliale Kopplung Uber eine Aktivierung
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der Adenylatzyklase und der cAMP-Synthese steigern kdnnen (Li et al., 1999;
Node et al., 2001). Auch bei den EETs gibt es zahlreiche Untersuchungen, die
eine Beteiligung von EETs am EDHF-Phanomen widerlegen, da z. B. eine
Blockierung der CYP 4s50-Epoxygenase keinen Effekt auf die EDHF-Antwort hatte
(Zygmunt et al., 1996; Drummond et al., 2000; Quignard et al., 2002; Koeppen et
al., 2004). Die Moglichkeit, dass EETs direkt als EDHF fungieren, scheint stark
von Spezies und Gefal3bett abhangig zu sein. Die Mehrheit der Untersuchungen
deutet darauf hin, dass EETs einen eher modulierenden Einfluss auf die

endothelabhangige Hyperpolarisation haben.

Anandamid

N-Arachidonylethanolamid (Anandamid) ist ein weiteres Arachidon-
saurederivat und gehort zu den endogenen Cannabinoiden. Einige
Untersuchungen zeigten, dass Anandamid eine Hyperpolarisation und Relaxation
von glatten Muskelzellen auslosen kann, die durch den BKcs-Kanalblocker
Iberiotoxin aufgehoben werden konnten (Randall et al., 1996; Deutsch et al.,
1997; Plane et al., 1997). Moglicherweise kann Anandamid Uber endotheliale
CB,-Rezeptoren via IP3 zu einem kapazitiven Ca?*-Eintritt fiihren (Zoratti et al.,
2003). Es wurde jedoch bald gezeigt, dass Anandamid wahrscheinlich kein
relevanter Teilnehmer an einer endothelvermittelten Hyperpolarisation ist, denn in
weiteren Untersuchungen in hepatischen Arterien von Ratten, in denen das
Endothel entfernt wurde, zeigte sich nach Anandamid eine Relaxation der glatten
Muskelzellen ohne Hyperpolarisation (Zygmund et al., 1997; Chataigneau et al.,
1998b). Auch in vivo fuhrten in Experimenten mit Hasen CB1-Rezeptor-Agonisten
zu keiner EDHF-Antwort, nachdem die NO-Synthase und Zyklooxygenase

gehemmt waren (Niederhoffer und Szabo, 1999).

H202
Wasserstoffperoxyd (H.O2) wird als ein mdglicher EDHF postuliert
(Shimokawa und Morikawa, 2005). In isolierten Mesenterialarterien von
Menschen und Mausen waren NO- und Prostaglandinunabhangige
Hyperpolarisation nach ACh-Stimulation abgeschwacht, nachdem Katalase, ein
H,O, spaltendes Enzym, zugegeben wurde (Matoba et al., 2000; 2002; Rabelo et
al., 2003, Fujiki et al., 2005). Katalase konnte auch EDHF-Typ Relaxationen
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durch Bradykinin und ein Zytokin in Mesenterialarterien von Ratten und
Piaarterien von Schweinen abschwachen (Kimura et al.,, 2002; Lacza et al.,
2002). Im Gegensatz dazu zeigte Katalase in humanen Radialarterien keine
Abschwéchung der ACh-Antwort (Hamilton et al., 2001) ebenso wenig wie in
Koronararterien von Schweinen, Gefallen im Auge von Rindern, sowie
Mesenterialarterien von Ratten und Mausen (Bény und von der Weid, 1991;
Pomposiello et al.,, 1999; Brandes et al.,, 2000; McNeish et al.,, 2002). Die
Beispiele zeigen, dass die Wirkung von H»O, sehr stark gefa- und
speziesabhangig ist. Auch bei HO, gibt es Hinweise daflr, dass eine direkte
Hyperpolarisation und Relaxation des glatten Muskels nur mit
~supraphysiologisch“ hohen Konzentrationen ausgelost wird (Gao et al., 2003;
Hattori et al., 2003; Miura et al., 2003). In Arterien von Hasen kommt dem H,O-
eher eine Funktion als ,relaxing factor* zu, weil es dort die Ca®*-Sensitivitat des
kontraktilen Apparates beeinflusst ohne eine Hyperpolarisation zu verursachen
(Chaytor et al., 2003; Itoh et al., 2003). Die endogene Herkunft von HO, wird
kontrovers diskutiert. Es wurden Vorschlage gemacht, H,O, stamme aus
umgewandelten Superoxid-Anionen der eNOS (Matoba et al.,, 2000), aus
Komplex | der mitochondrialen Elektronentransportkette (Liu et al., 2003) oder
aus der Xanthin-Oxidase (McNally et al., 2003).

CNP

Endothelzellen sind in der Lage GTyp Natriuretisches Peptid (CNP) zu
synthetisieren und zu speichern. Dieses ist strukturell verwandt mit den
natriuretischen Peptiden ANP (,atrial natriuretic peptide”) und BNP (,brain
natriuretic peptide®). CNP kann durch endothelabhéngige Agonisten wie
Acetylcholin oder Bradykinin freigesetzt werden und Uber spezifische Rezeptoren
(NPR) auf glatten Muskelzellen deren Tonus modulieren (Wennberg et al., 1999).
Der NPR-B Subtyp ist mit einer Guanylatzyklase gekoppelt und kann nach
Stimulation Uber einen NO-unabhangigen Weg cGMP-Spiegel erhéhen und zu
einer Relaxation fuhren (Tao et al., 1995; Mori et al., 1997; Barber et al., 1998).
Uber cGMP-abhéngige Phosphorylierung von Kca- und Karp-Kanalen koénnte
CNP als EDHF fungieren (Barber et al., 1998; Honing et al., 2001; Ahluwalia et
al., 2005). Chauhan et al. konnten in Mesenterialarterien von Ratten zeigen, dass

CNP Uber einen NPR-C Rezeptor auch Kg-Kanéle 6ffnen kann. Letztendlich ist
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die Datenlage jedoch derzeit noch zu gering, um CNP abschlieRend als einen
EDHF bezeichnen zu kénnen (Chauhan et al., 2003).

Gap Junctions

Lokal ausgeltste Vasodilatationen und —konstriktionen nach bestimmten
Stimuli bleiben nicht auf den Stimulationsort begrenzt, sondern breiten sich
entlang des GefalRes mit hoher Geschwindigkeit aus. Dies ist mit der Ausbreitung
eines elektrischen Signals (elektrotonische = Membranpotentialanderung)
vereinbar (Segal et al., 1989). Dieser Ausbreitung kommt eine aul3erordentlich
wichtige Rolle bei der Koordinierung des Gefaldverhaltens in der Mikrozirkulation
zu und beruht auf der interzellularen Kommunikation durch Gap Junctions
(Kontaktzone, Nexus). Sie bestehen aus zwei Halbkandlen (Connexone), die
wiederum aus sechs Proteinuntereinheiten (Connexine, Cx) aufgebaut sind
(Kumar und Gilula, 1996). In homotypischen Gap Junctions besteht jedes
Connexon aus denselben Connexin-Subtypen, wéhrend in heterotypischen Gap
Junctions die Connexone aus zwei unterschiedlichen Connexin-Subtypen
zusammengesetzt sind. Enthalten die Connexone eine Mixtur aus verschiedenen
Connexinen, so wird die Gap Junction als heteromer klassifiziert. Connexine (Cx)
werden nach ihrem Molekulargewicht eingeteilt (z.B. Cx32 mit einem
Molekulargewicht von 32 kDa). Gap Junctions ermoglichen die interzellulare
passive Diffusion von lonen, H,O, hydrophilen Metaboliten und Signalmolekilen
mit einem Durchmesser bis 1,5 nm und einer molekularen Masse bis 1 kDa.
Weiterhin lassen sie lonen hindurchtreten, die sich dann entsprechend der
elektrochemischen Gradienten verteilen und so elektrische Impulse weitergeben
(Simpson et al., 1977; Kumar und Gilula, 1996; Alexander und Goldberg, 2003).
Dass Zellen auf diese Weise miteinander kommunizieren, wurde erstmals 1959
gezeigt (Fursphan und Potter, 1959). Heute sind im Genom von Méausen 20 und
im menschlichen Genom 21 verschiedene ConnexinGene bekannt (Sohl und
Willecke, 2004). In Gefal3en von Saugetieren kommen die vier ,kardiovaskularen®
Connexine Cx37, Cx40, Cx43 und Cx45 vor. Davon exprimieren Endothelzellen
hauptsachlich Cx37, Cx40 und teilweise auch Cx43. In glatten Muskelzellen
dominieren Cx43 und Cx45, manche Gefél3e zeigen in diesen Zellen aber auch
Cx37 und Cx40 (Haeflinger et al., 2004). Gap Junctions aggregieren zu so

genannten ,Plaques” die fokale Cluster von bis zu mehreren hundert



Einleitung 19

Connexinkanélen beinhalten (Spagnoli et al., 1982; Sandow et al., 2000). Gap
Junctions durchlaufen einen raschen Zyklus zwischen Auf- und Abbau. So
konnten Laird et al. darstellen, dass Cx32 und Cx43 in vivo eine Halbwertszeit
von nur 1,5- 3,5 Stunden haben (Laird et al., 1995).

Gap Junctions kdnnen Endothelzellen oder glatte Muskelzellen nicht nur
homozellular (zwischen zwei Endothelzellen oder zwischen zwei glatten
Muskelzellen) sondern auch heterozellular, also myoendothelial (zwischen einer
Endothelzelle und einer glatten Muskelzelle) koppeln. (Christ et al., 1996; Chaytor
et al., 2005). Einige Untersuchungen konnten zeigen, dass sich EDHF-induzierte
Hyperpolarisationen in glatten Muskelzellen zeitgleich in Endothelzellen
ausbreiteten und fiihrten zu der Schlussfolgerung, dass die Zellen durch
myoendotheliale Gap Junctions elektrisch gekopppelt sind und ein funktionelles
Synzytium bilden (Bény 1990; Yamamoto et al., 1999; Coleman et al., 2001b).
Emerson und Segal konnten in Arteriolen von Hamstern zeigen, dass sich
Hyperpolarisationen bidirektional zwischen Intima und Media ausbreiten und sich
so eine Hyperpolarisation @ner Endothelzelle entlang eines GefalRabschnittes
ausbreitet und zu einer Relaxation des glatten Muskels fuhrt (Emerson und
Segal, 2000; 2001). In Mesenterialarteriolen von Meerschweinchen wurde jedoch
ein Verlust der Amplitude von 10 — 20 % beim Ubertritt zwischen Endothelzellen
und glatten Muskelzellen in beiden Richtungen gemessen, was zu der Annahme
fuhrt, dass sich myoendotheliale Gap Junctions wie ein ohmscher Widerstand
verhalten (Yamamoto et al., 2001). Aktuell wird eher die Hypothese favorisiert,
dass Gap Junctions Uuber die Ausbreitung elektrischen Stroms am EDHF-
Phanomen beteiligt sind, als Uber die Weiterleitung von Signalmolekilen. Es gibt
Hinweise daflir, dass cAMP an der Regulierung von Gap Junctions beteiligt ist
(Popp et al., 2002).

Zielsetzung der Arbeit
In der vorliegenden Arbeit sollten Membranpotentialanderungen in
Endothelzellen und glatten Muskelzellen und die zu Grunde liegenden
Mechanismen untersucht werden. Das Membranpotential spielt eine wesentliche
Rolle bei der Kontrolle des Gefaltonus und stellt neben Stickstoffmonoxid (NO)

und Prostaglandinen einen wichtigen Mechanismus der endothelabhéngigen
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Tonusregulation dar. Da Untersuchungen in vitro nicht alle natirlichen Faktoren,
die das Membranpotential beeinflussen, bertcksichtigen kénnen, wurde eine
Methode entwickelt um Membranpotentialmessungen in vivo durchzufihren.
Mittels Mikroelektroden und unter intravitalmikroskopischer Beobachtung konnte
das Membranpotential in Zellen der Gefallwand der freigelegten
Skelettmuskulatur von Mausen registriert werden. Zunachst sollte gezeigt
werden, dass eine intravitale Membranpotentialmessung reliabel durchfuhrbar ist.
Neben der Messung der Membranpotentiale von Endothelzellen und glatten
Muskelzellen in Ruhe sollte im Weiteren Membranpotentialanderungen nach
Stimulation mit Acetylcholin untersucht werden. Kalium-Kandle spielen eine
zentrale Rolle bei der Anderung des Membranpotentials von Endothelzellen und
glatten Muskelzellen. Um die Rolle der beteiligten Kalzium-abhéngigen Kalium-
Kanéle zu studieren, wurde der Effekt verschiedener Kca-Blocker auf die ACh-
Hyperpolarisation untersucht.  Schliel3lich sollte die Ausbreitung von
Hyperpolarisationen, die eine Koordination der Vasodilatation im Gefalbaum
ermoglicht und maoglicherweise auf einer elektrotonischen Fortleitung des Signals
uber Gap Junctions beruht, untersucht werden. Hierzu wurde das endotheliale
und glattmuskulare Membranpotential in verschiedenen Entfernungen von der

Stimulationsstelle registriert.
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2 MATERIAL UND METHODEN

21 Material

2.1.1 Versuchstiere

Als Versuchstiere wurden ausschlie3lich méannliche Méause verwendet.
Diese wurden in der eigenen Tierhaltung des Institutes gezichtet und in
Makrolon-Kafigen, Typ 2, in Gruppen bis zu je 6 Tieren aufgezogen. Die Tiere
hatten freien Zugang zu Standardfutter und Trinkwasser. Das Alter der Tiere zum
Versuchszeitpunkt lag zwischen 2 und 7 Monaten, ihr Gewicht variierte zwischen
19 und 42 g. Alle Versuche wurden durch die Regierung Oberbayern genehmigt
(AZ 211-2531-12/99) wund erfulten die Vorschriften des Deutschen

Tierschutzgesetzes.

Insgesamt wurden 128 Tiere untersucht. Hiervon war eine Reihe von
Versuchen notwendig um die Messung zu etablieren. In die Auswertung der
Daten wurden 45 Versuchstiere einbezogen. Der Grofdteil (43 Tiere) kam aus
einem Mausstamm von C57BL/6 Tieren. 2 Tiere waren homozygot defizient fir
die endotheliale NO-Synthase (eNOS'/') und wurden freundlicherweise von Prof.

A. Godecke, Universitat Dusseldorf, zur Verfigung gestellt.

2.1.2 Narkotika

Die Narkose wurde mit den Substanzen Fentanyl (Fentanyl-0,5mg-
Curamed®) von der Firma Cura-Med, Karlsruhe, Midazolam (Midazolam-
ratiopharm®) von der Firma Ratiopharm GmbH, UIm und Medetomidin (Domitor®)
von der Firma Pfizer, Karlsruhe, durchgefihrt. Isotonische Natriumchloridlésung
wurde von der Hrma Delta Pharma, Boehringer-Ingelheim, Ingelheim, geliefert.
Zur Euthanasie der Tiere wurde Pentobarbital (Narcoren®) von der Firma Merial

GmbH, Hallbergmoos, eingesetzt.
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2.1.3 Substanzen zur lokalen Applikation

Carboxyfluorescein zum Farben der Gefalizellen, sowie Acetylcholin (ACh)
und Nitroprussid-Natrium (sodium-nitroprusside, SNP) fir die Stimulation der
Arteriolen, wurden von der Firma Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen, bezogen.
Wahrend Carboxyfluorescein in 3 mol/L KCI geldst wurde, wurde ACh in HO
gelost. Nitroprussid-Natrium wurde in 1 mmol/L Natrium-Acetat-Lésung (10
mmol/L) geldst. Charybdotoxin, Iberiotoxin und Apamin, zur Blockade von K-

Kanalen, lieferte die Firma Bachem AG, Bubendorf, Schweiz.

2.1.4 Substanzen fir die Superfusionsléosung

Fur die Superfusion des Cremastermuskels wurde eine Krebs-

Pufferlésung mit folgenden Bestandteilen hergestellt:

Na* 143 mmol/L
Cr 128 mmol/L
K* 6  mmol/L
HCOg3 16 mmol/L
ca® 2,5 mmol/L
Mg?* 1,2 mmol/L
H.PO," 1,2 mmol/L
S04 1,2 mmol/L

Fur die Herstellung der Losung wurden die Salze NaCl, KCI, MgSOQOs,,
NaHCOs;, KH;,PO4 und CaCl, der Firma Merck, Darmstadt, in entionisiertem
Wasser (Millipore, Billerica, USA) geldst. AnschlielRend wurde die Losung mit
einem Gemisch aus 95% Stickstoff (N2) und 5% Kohlendioxid (CO,) der Firma

Linde, Munchen, begast.

2.1.5 Sonstige Materialien

Stimulationspipetten  und  Mikroelektroden  wurden mit  einem
Glaspipettenpuller (P-2000, Sutter Instrument Company, Novato, California, USA)
aus filamenthaltigen Borosilikatglaskapillaren (GB-100F, Lange 10cm, ID: 0,58
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mm; AD: 1,0 mm) der Firma Science Products GmbH, Hofheim, hergestellt.
Diese wurden mittels Mikrolader (Eppendorf, Hamburg) mit den verschiedenen
Substanzen beflllt. Als Transportmedium fir die Druckpulsapplikation der
Substanzen in den Mikropipetten wurde Stickstoff (N.) der Firma Linde, Miinchen,
verwendet. FiUr die Katheterisierung der V. jugularis und A. carotis wurden
Polyethylenkatheter vom Typ PE 10 (ID: 0,28 mm; AD: 0,61 mm) und PE 50 (ID:
0,5 mm; AD: 1,0 mm) von der Firma Schubert, Miinchen, geliefert. Diese Firma
lieferte auch die Polyethylenkatheter (ID: 0,86 mm; AD: 1,27 mm) aus denen der
Tubus fur die Trachea gefertigt wurde. Das chirurgische Nahtmaterial fur die
Praparation des M. Cremaster (atraumatischer monofiler Polypropylenfaden 6/0,

Prolene®) lieferte die Firma Ethicon, Hamburg.

2.2 Methoden

2.2.1 Versuchsvorbereitung
2.2.1.1 Anasthesie

Die Tiere wurden initial durch eine intraperitoneale Injektion von
Medetomidin (0,2 mg/kg, a»>-Agonist), Midazolam (1,8 mg/kg, Benzodiazepin) und
Fentanyl (0,2 mg/kg, Opiat) andsthesiert. Das Toleranzstadium wurde nach ca.
10 Minuten erreicht. Nachdem in der darauf folgenden Praparation die rechte V.
jugularis kantliert war, wurde Uber diesen Zugang die Narkose wahrend des
gesamten Versuches aufrechterhalten. Dazu wurden die Substanzen
Medetomidin (0,008 mg/h), Midazolam (0,072 mg/h) und Fentanyl (0,008 mg/h)
mittels einer Infusionspumpe (Typ 540101, Technical und Scientific Equipment
GmbH, Bad Homburg) infundiert. Die Tiefe der Narkose wurde wahrend der
gesamten Versuchsdauer in regelmaligen Abstdnden anhand des arteriellen
Mitteldruckes, der Herzfrequenz und der Reaktion auf mechanische Reize
(Dricken der Pfoten mit einer Pinzette) Uberprift. Die Infusionsgeschwindigkeit
der Anasthetika wurde dann ggf. angepasst. Nach Beendigung des Versuches
wurden die Tiere durch eine intrakardiale Injektion von 0,25 ml Pentobarbital

(16mg/100ml) euthanasiert.
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2.2.1.2 Intubation der Trachea

Zunéchst wurde das Tier in der Hals- und Thoraxregion sowie in der
Inguinal- und Genitalregion mit einem Tierhaarrasiergerat rasiert. Uber einen
medianen Hautschnitt am Hals des Tieres wurde die Trachea dargestellt und mit
zwei Baumwollfaden aufgespannt. Dann wurde sie mit einer Schere zwischen
zwei Knorpelspangen im oberen Drittel inzidiert und ein etwa 2 cm langer
Polyethylenschlauch als Tubus eingefiihrt, der mit den beiden Faden fixiert
wurde. Der Tubus sicherte die Spontanatmung der Maus und verhinderte eine
Verlegung der Atemwege. AulRerdem konnte das Tier Uber den Tubus mit einer
Beatmungsmaschine (7025 Rodent Ventilator, Hugo Sachs Elektronik, Freiburg)
mit einer Atemfrequenz von 120 - 130 Zigen pro Minute und einem
Beatmungsdruck von 3 - 6 cm H,O mechanisch ventiliert werden. Die
mechanische Beatmung hatte zwei wesentliche Vorteile: Erstens konnte das Tier
bei einer auftretenden Ateminsuffizienz maschinell beatmet werden und zweitens
eine evtl. vorhandene Ubertragung ausgepragter Bewegungen durch tiefe

Spontanatmung auf das Cremasterpréaparat verringert werden.

2.2.1.3 Katheterisierung von V. jugularis und A. carotis

Uber denselben Zugang am Hals wurde die rechte V. jugularis dargestellt
und freigelegt. Nach Inzision wurde sie mit einem Polyethylenschlauch (PE 10),
der mit 0,9 %iger NaCl-Losung gefullt war, katheterisiert Abbildung 2.1). Die
korrekte Lage wurde durch eine Aspiration von Blut Uberprift und der Katheter
mit drei Baumwollfaden festgeknotet. Nun wurde der venodse Katheter mit dem

Infusionsgerat verbundenund dariber die Narkotika appliziert.

Hékchen
Abbildung 2.1 Hals mit GefaR3, seitliche Ansicht
Katheter Das Schema zeigt den Vorgang der Kanilierung eines
F3 HalsgefalRes. Mit einer Mikroschere wurde im oberen Drittel des
aden N - . .
mit Faden aufgespannten Geféal3es eingeschnitten. Dann wurde
die GefaBwand mit einem Héakchen angehoben und der

Katheter in das Gefal3 vorgeschoben. AnschlieBend wurde der
Katheter mit den Faden fixiert.
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Bei einigen Tieren wurde auch die rechte A. carotis freiprapariert und
kanuliert. Der arterielle Katheter, gefullt mit 0,9 %iger NaCl-Losung, wurde mit
einem Druckaufnehmer (Bell und Howell, Pasadena, California, USA) verbunden.
Durch Lagerung auf einer heizbaren Platte (Werkstatt des Institutes) wurde die
Korpertemperatur der Maus bei ca. 36° - 37°C konstant gehalten und mit einer

Temperatursonde (GTH 1150, Greisinger Elektronik, Regenstauf) kontrolliert.

2.2.1.4 Praparation des M. cremaster

Die Praparation des Cremastermuskels zur Intravitalmikroskopie wurde
nach der von Baez beschriebenen Methode (Baez, 1973) mit geringfligigen
Modifikationen durchgefuhrt. Hierzu wurde das Versuchstier ruicklings auf eine fur
die Intravitalmikroskopie  angefertigte  Plexiglasplatte mit Heizelement
(Mikroskopierblhne, Werkstatt des Instituts) gelegt. Zunachst wurde das rasierte
rechte Skrotum an seiner Apex mit einem kleinen Schnitt erdffnet und dieser
anschliel3end nach kranial paramedian rechts bis in die Inguinalregion verlangert.
Ab dem Zeitpunkt der Skrotumerdffnung wurde der Cremastermuskel
kontinuierlich  mit 37°C warmer Krebs-Pufferlosung (Abschnitt 2.1.4)
superfundiert um eine Austrocknung des Muskels wahrend der Praparation zu
verhindern. Jetzt wurde die Spitze des rechten M. cremaster mit chirurgischem
Nahtmaterial fixiert, vertikal aufgespannt und das ihn umgebende Bindegewebe
vorsichtig entfernt (Abbildung 2.2).
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Abbildung 2.2 Praparation
des M. cremaster |

Der Cremastermuskel wurde
an seiner Apex Kkurzzeitig
vertikal aufgespannt und das
ihn  umhillende Bindege-
webe entfernt. Am oberen
Bildrand sient man die
Applikation der
Superfusionslésung.

AnschlieRend wurde der Muskelsack vertikal zwischen den Hinterbeinen
der Maus Uber ein Deckglas am Ende der Platte gezogen und an einem
Silikonring mit dem Faden fixiert. Danach wurde der Muskel von seinem Pol bis
zur Basis ventromedial erdffnet. Die Seitenrédnder wurden mit je zwei bis drei
Einzelndhten am Silikonring befestigt, so dass der Muskel flach Uber dem
Deckglas zu liegen kam (Abbildung 2.3). Die bindegewebige Verbindung
zwischen Nebenhoden, Hoden und Cremastermuskel wurde durchtrennt und
Hoden mit Nebenhoden in die Bauchhohle zurtickgeschoben. Dabei wurden
sichtbare Gefal3e geschont. Hierdurch wurde das beobachtbare Feld im Muskel
vergroRert und die Erreichbarkeit des Praparats mit Mikropipetten erleichtert.
AnschlieBend wurden zwei zusatzliche Einzelknopfndhte jeweils links und rechts
von der Basis des Muskels gesetzt und am Silikonring fixiert (Zigelung). Distal
dieser Nahte wurde der Cremastermuskel von beiden Seiten nach medial bis
kurz vor die ihn versorgenden Blutgefal3e eingeschnitten. Wurden diese beiden
Einzelknopfnahte nun unter Zugspannung genommen, wurde eine Ubertragung

der Atembewegung auf das zu untersuchende Praparat verhindert.
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Abbildung 2.3 Praparation des M. cremaster Il

Skizze: Der M. cremaster wurde locker (ber dem Deckglas aufgespannt und mit
Einzelknopfnédhten am Silikonring fixiert.

Originalbild: Hoden, Nebenhoden und Fettgewebe wurden wieder in die Bauchhdhle
zurlickgeschoben.  Zusatzlich wurden zwei Zlgelungsfaden angebracht, um die
Bewegungsubertragungen der Atemexkursionen zu verhindern (Abschnitt 2.2.3).

Unter einem Praparationsmikroskop (Typ 778293, Leitz, Wetzlar) mit 25-
facher VergroR3erung wurden 2 - 4 Arteriolen vorsichtig tUber eine Lange von
einigen Millimetern mit einer Mikroschere von der umgebenden Skelettmuskulatur
abgesetzt (Abbildung 2.4). Zuletzt wurde der praparierte Muskel auf ewvtl.

vorhandene Blutungen untersucht. Am Rand des Praparats auftretende
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Blutungen wurden mit einem Lo6tkolben (Ersa®, Sprint 860, Miuinchen)

kauterisiert.

Abbildung 2.4 Isolierung einer
Arteriole

Abgebildet ist ein Ausschnitt aus
der Cremastermikrozirkulation
unter einem
Praparationsmikroskop. Bei 25-
facher VergréRerung wurde eine
Arteriole (ca. 50um
Durchmesser) auf einer Lange
von ca. 2 mm von der
umgebenden Skelettmuskulatur
abgesetzt. Dies ermdglichte
einen ungehinderten Zugang zu
den  Gefal3zellen mit der
Mikroelektrode.

2.2.2 Apparativer Versuchsaufbau

2.2.2.1 Messung von Blutdruck und Herzfrequenz

Uber den arteriellen Katheter konnte der mittlere arterielle Druck und die
Herzfrequenz der Tiere wahrend eines Versuches gemessen werden. Dazu
wurde der Katheter mit einem Druckaufnehmer (Bell & Howell, Pasadena,
California, USA) verbunden. Das umgewandelte elektronische Signal wurde
digital verstarkt (Elektronikwerkstatt des Institutes) und der arterielle Druck
konnte abgelesen werden. Das Signal wurde uber ein Oszilloskop (Digitale
Storage Oscilloscope 0S4000, Gould Advance, Hainault, Essex, England)
dargestellt und die Pulsationen dort beobachtet. Der arterielle Mitteldruck
bewegte sich in einem Bereich von 60 — 90 mmHg, die Herzfrequenz lag bei 250
— 300 Schlagen/min. Die Messung des arteriellen Mitteldrucks sowie der
Herzfrequenz diente in erster Linie der Narkosetberwachung. Die Daten wurden

in dieser Arbeit nicht weiter ausgewertet.
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2.2.2.2 Intravitalmikroskopie

Wie bereits bei der Praparation, wurde der Cremastermuskel auch
wahrend der gesamten Dauer des Versuches mit Krebs-Pufferldsung
superfundiert. Die Pufferlosung befand sich in einem Vorratsgefal3, welkches tber
ein Ausgleichsrohr eine freie Verbindung zur Umgebung besal3, wodurch das
Volumen der austretenden Krebs-Lésung durch Raumluft ersetzt wurde. In einem
zweiten doppelwandigen Gefald zwischen Vorratsgefal3 und Praparat wurde die
Pufferlosung erwarmt und Uber eine Glasfritte mit einem Gasgemisch (95% N
und 5% CO,) equilibriert. Hierdurch wurde bei der vorhandenen
Bikarbonatkonzentration ein pH-Wert von 7,40 erreicht. Der Flussigkeitsspiegel in
diesem Gefall wurde wahrend der gesamten Versuchsdauer durch das
Ausgleichsrohr im VorratsgefaR auf einem konstanten Niveau gehalten. Das
Niveau wurde durch die Hohe der unteren Offnung des Ausgleichsrohres
bestimmt. Hierdurch wurde gewabhrleistet, dass ein konstanter Perfusionsdruck
herrschte und eine konstante Flie3geschwindigkeit eingestellt werden konnte.
Das genaue FlieRvolumen wurde durch einen Drehregler im nachfolgenden
Schlauch auf 8 ml/min eingestellt. Zusatzlich wurde die Superfusionsliésung in
einem nachgeschalteten Durchlauferwdrmer angewarmt, so dass die Losung bei
Erreichen des Préaparates eine Temperatur von 36°C aufwies @Abbildung 2.5).
Die ummantelten GlasgefaRe wurden von einem Warmebad (Haake FE, Haake,
Karlsruhe) mit Umwalzpumpe aus beheizt. Der O,-Partialdruck der Superfusion
auf dem Préaparat betrug 30 mmHg. Diese Kontamination mit O, ist bedingt durch
die umgebende Raumluft und die Verwendung von gasdurchléassigen Schlauchen

Im Superfusionssystem kurz vor dem Praparat.
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Gaszufuhr:
95% N, + 5% CO,
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Abbildung 2.5 Superfusionssystem der Intravitalmikroskopie

Das Schema zeigt vereinfacht das Prinzip des Superfusionssystems, das wahrend der
Intravitalmikroskopie verwendet wurde. Die Superfusion verhinderte ein Austrocknen und
Auskiihlen des Cremastermuskels und ermdglichte zugleich das Mikroskopieren mit der
Immersionstechnik. Aus dem Vorratsgefafld wurde die Krebs-L&sung in ein zweites Gefal geleitet,
wo es mit einem Gasgemisch equilibriert wurde, um den pH-Wert konstant bei 7,40 zu halten und
einen niedrigen O,-Gehalt zu erreichen. Durch den Warmemantel um das zweite Gefald und den
Durchlauferwarmer konnte die Lésung mit einer Temperatur von 36°C Uber das Praparat traufeln.
Uber einen vorgeschalteten Infusionsregler wurde die Menge der Superfusion konstant auf 8
ml/min eingestellt.

Die Mikrozirkulation des M. cremaster wurde mit einem binokularen
Durchlichtmikroskop (ZEISS Axioskop ZFS, Zeiss, Jena) beobachtet. Dieses
Mikroskop besitzt eine fixierte Arbeitsplattform (,fixed stage“, FS). Die
Mikroskopierbtihne mit dem Versuchstier, die Messelektrode und die
Glaspipetten zur Substanzapplikation sind Uber Stative fest mit dem ruhenden
Tisch verbunden, wahrend das Mikroskop auf einer beweglichen Bihne (Luigs &
Neumann, Ratingen) steht. Zur Durchmusterung des Préparats wird hierbei nicht
wie normalerweise Ublich das Objekt, sondern das Mikroskop verschoben. Somit
bleibt die Position des Préparats, der Messelektrode und der Glaspipetten
zueinander bei Beobachtung verschiedener Positionen im Praparat unverandert.

Dieses Vorgehen ist eine unabdingbare Vorraussetzung fir elektrophysiologische
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Messungen, wie sie in der vorliegenden Arbeit durchgefuhrt wurde. Zur
Beobachtung wurden  Wasserimmersionsobjektive mit einem  weiten
Arbeitsabstand mit einer 10-fachen (numerische Apertur: 0,3) bzw. einer 40-
fachen VergrofRerung (numerische Apertur: 0,8) verwendet. Der Kondensor hatte
ebenfalls einen weiten Arbeitsabstand und wies eine Apertur von 0,32 auf. Die
verwendeten Okulare hatten  eine 10-fache  VergroRerung. Zur
Durchlichtmikroskopie wurde eine Halogenleuchte mit 100 W verwe ndet.
Zusatzlich bot das Mikroskop die Mdoglichkeit zur Fluoreszenzmikroskopie.
Hierbei wurde eine Quecksilberlampe (Typ HBO 100 Watt, Osram, Minchen) und
ein Filtersatz zur Beobachtung von Fluoreszenz mit einer Anregungswellenlange
von 488 nm (Filtersatz Nr. 9, ZEISS) verwendet. Hierdurch konnten mit
Fluoreszenzfarbstoff beladene Zellen identifiziert werden. Das Bild wurde Uber
eine SchwarzWeil3-Videokamera (CCD TV Camera C3077, Hamamatsu
Photonics K.K.) bei Fluoreszenzmikroskopie unter Verwendung eines
Bildverstarkers (M4314-01, Hamamatsu Photonics K.K.) auf einen Bildschirm
(TC-14S1RC, Panasonic) dargestellt und mit einem Videorekorder (VCR 5700,

Panasonic) auf Videoband (S-VHS, Panasonic) aufgezeichnet.

2.2.2.3 Membranpotentialmessung

Beim Aufbau der Membranpotentialmessung wurde groRer Wert darauf
gelegt, Storfaktoren so weit wie moglich zu reduzieren. In erster Linie seien hier
Storfaktoren mechanischer und elektrischer Art zu nennen. Der Mikroskoptisch
wurde auf ein Luftfedersystem zur Schwingungsisolierung (Einfaltenbalg FS 70-7,
Druck: 3 bar, ContiTech, Hannover) gestellt, um zu verhindern, dass
mechanische Schwingungen der Umgebung auf das Praparat Ubertragen
wurden. Samtliche Gerate, die Vibrationen erzeugten (z. B. Warmebad und
Beatmungsgerat), wurden auf Tische neben dem Mikroskoptisch gestellt. Um
Vibrationen von Seiten des Experimentators wahrend der Punktion der Zellen
nicht zu Ubertragen, wurde ein motorbetriebener Mikromanipulator mit
Piezoelement und Fernsteuerung (PM 20H, Samwoo Scientific Co., Seoul,
Korea) verwendet (Abschnitt 2.2.3). Um die Messelektrode und den
Vorverstarker (Headstage) vor elektromagnetischer Strahlung zu isolieren, wurde

das Mikroskop von einem Faraday-Kéfig (Werkstatt des Institutes), der nur nach
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vorne gedffnet war, abgeschirmt. Alle Quellen fir elektrische Strahlung, wie z. B.
Netzgerate, Steckdosen etc., wurden aul3erhalb des Kafigs platziert. Um keine
elektromagnetischen Strome zu induzieren, wurde darauf geachtet, dass
elektrische Kabel keine Schlingen bildeten und nur Uber kurze Strecken im
Faraday-Kafig verliefen. Zusatzlich wurden alle metallischen Abschirmungen und

elektrischen Gerate zentral an einer Erdung in einer Steckdose verbunden
(Abbildung 2.6).

Abbildung 2.6
Mikroskopierplatz

Das Mikroskop wird von
einem Faraday-Kéfig elek-
tromagnetisch abgeschirmt.
Links im Bild ist das
Superfusionssystem zZu
sehen.

Zur Membranpotentialmessung wurde die Spitze der Mikroelektrode mit
5% Carboxyfluorescein-Farbstoff (in 3 mol/L KCI geldst) beladen und dann mit
KCIl-Losung (3 mol/L) gefullt. Die Mikroelektrode war in einem
Mikroelektrodenhalter befestigt, dessen Silberdraht in die KCI-Losung der
Elektrode eintauchte und das Signal an den Vorverstarker (Headstage)
weiterleitete. Der Silberdraht wurde regelmafiig in einer HCI-L6sung (0,1 mol/L)

mittels Anlegen einer Gleichstromspannung (9V) chloriert.

Ag+ ClI %5 AgCl + Elektron (e7)

Die Referenzelektrode wurde im Gewebe an der Basis des
Cremastermuskels positioniert und hatte Kontakt mit dem Tier Uber die

Superfusionslésung. Das Membranpotential wurde mit einem Potentialverstarker
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(SEC 1L, NPI Advanced Electronics, Tamm) gemessen, an dem das

Membranpotential auch digital abgelesen werden konnte.

Die Technik zur intrazellularen Membranpotentialregistrierung, die in
dieser Arbeit angewendet wurde, wird auch als ,bridge“-Technik bezeichnet. Die
Mikroelektrode ist dabei Giber einen Vorverstarker mit dem Verstarker verbunden,
der einen Eingangswiderstand hat, welcher um ein vielfaches groRer ist als
derjenige der Mikropipette und der Zelle. Der Ausgang des Verstarkers folgt dem
Potential an der Spitze der Mikroelektrode und kann somit das Membranpotential
wiedergeben. Der Strom durch die Elektrode wird dabei auf null ,geklemmt®. Zur
Orientierung im Gewebe wurde ein Stromimpuls generiert, der durch spezielle
Kompensationskreislaufe des Verstarkers subtrahiert werden konnte und damit
nicht mit der Messung interferierte. Diese Technik wird auch als ,Bridge Balance*
bezeichnet, weil dazu eine Briuckenschaltung verwendet wird (,Wheatstone-

Bricke®).

Mit einem Impulsgenerator (Anapulse Stimulator Model 302-T, W-P
Instruments, New Haven, USA) wurde ein rechteckférmiges repetitives Signal
von 25 ms Dauer, einer Verzégerung von 10 ms und einem Intervall von 65 ms
erzeugt. Dieses Signal wurde zum Verstarker geleitet, der darauf einen
Stromimpuls von +0,3 nA fir die gleiche Dauer generierte. Auf einem externen
Oszilloskop (HM 205-3, HAMEG, Frankfurt/Main) wurde sowohl! der elektrische
Impuls, als auch das Membranpotential der Mikroelektrode dargestellt. Uber
einen Drehregler am Verstarker konnte nun der Spannungsabfall, der sich aus
dem Produkt des Stromimpulses und des Widerstands der Mikroelektrode ergab,
abgeglichen werden. Gleichzeitig konnte der Widerstand der Mikroelektrode am

Drehregler abgelesen werden.

Nach der Bruckenkompensation erfolgte der Kapazitatsausgleich. Die
Kapazitat am Verstarkereingang hat mehrere Quellen: die Kapazitat Gber der
Glaswand der Mikroelektrode, die Kapazitat von dem Teil der Mikroelektrode, der
in die Superfusion eintaucht, die Streukapazitat des Mikroelektrodenhalters et
cetera. Am Verstarker wurden diese Kapazitaten ausgeglichen oder konnten

sogar Uberkompensiert werden, was die Penetration der Zellen etwas
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erleichterte. Widerstandsanderungen bei Kontakt der Elektrode mit der
Zellmembran konnten als Spannungsanderungen auf dem Oszilloskop
beobachtet werden. Eine Penetration der Zellmembran erfolgte durch kurze und
schnelle Vorwartsbewegungen der Mikroelektrode mit Hilfe des Piezoelements
des Mikromanipulators nach Berthren der Zellmembran. In manchen Féallen war
die Applikation eines kurzen hochfrequent-oszillierenden Stroms durch die
Mikroelektrode notwendig, um die Penetration zu erleichtern (,Buzzing“). Dabei
wird eine Anziehungskraft zwischen der Ladung an der Mikroelektrodenspitze

und den gebundenen Ladungen der Innenseite der Zellmembran erzeugt.

Das Membranpotential wurde tber eine Schnittstellenbox
(Elektronikwerkstatt des Instituts) in einen Computer (Celsius 400, Siemens)
eingespeist und mit dem Datenverarbeitungsprogramm XmAD (siehe 2.2.6) auf
der Festplatte mit einer Frequenz von 1000 Hz aufgezeichnet. Vor der Messung

erfolgte eine Kalibrierung des Datenverarbeitungsprogramms.

2.2.3 Prinzipieller Versuchsablauf

Nachdem das Praparat korrekt auf dem Mikroskoptisch ausgerichtet war,
wurde zundchst mit dem 10-fach Objektiv eine geeignete Stelle aufgesucht, an
der zuvor eine Arteriole von der umgebenden Skelettmuskulatur frei prapariert
wurde. Der nachste Schritt bestand darin, mogliche Bewegungen des Praparats
zu minimieren, die die Membranpotentialmessung empfindlich gestért hatten. Die
Ubertragung der Atemexkursionen konnte durch mechanische Beatmung
verringert werden. Zudem konnte mit Hilfe der Zigelungsfaden eine weitere

mechanische Isolierung des Muskels von der Maus erreicht werden.

Um die Anderung des Membranpotentials nach lokaler Stimulation mit den
genannten Pharmaka zu untersuchen, wurde eine Stimulationspipette zur
Applikation mit einem Spitzendurchmesser von 1 — 2 um am stromabwarts
gelegenen Ende der praparierten Arteriole mit einem mechanischen
Mikromanipulator (M-152, Narishige, Tokio) platziert. Das Membranpotential
wurde stets proximal von der Stimulationsstelle gemessen und somit konnte ein

konvektiver Transport der Substanzen mit dem Blutfluss ausgeschlossen werden.
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Abbildung 2.7 Lokale
Bolusapplikation

Eine Arteriole mit ca. 40
um  Durchmesser wurde
strikt lokal stimuliert. Durch
Zusatz  von  Carboxy-
fluorescein  konnte die
Bolusapplikation  visuali-
siert, und die Durch-
gangigkeit der Mikropipette
gepruft werden.

Uber ein in der institutseigenen Elektronikwerkstatt entwickeltes Gerat konnten
Pharmaka durch Druckpulse (1,5 bar) lokal appliziert werden. Durch Variieren der
Druckpulsdauer (10 — 3000 ms) konnten unterschiedliche Konzentrationen
erreicht werden. Zur Kontrolle der Durchgangigkeit der Stimulationspipette wurde
dieser eine kleine Menge Carboxyfluorescein (ca. 1:1000) beigemischt. Unter
Fluoreszenzmikroskopie konnte die Ejektion somit beobachtet werden
(Abbildung 2.7). Nun wurde die Mikroelektrode von der gegeniberliegenden
Seite am  Gefal  positioniert. Die  Mikroelektroden hatten einen
Spitzendurchmesser < 1 um und einen elektrischen Widerstand von ca. 80 - 120
M?. lhre Spitzen waren lang und flexibel, so dass sie sich mit der GefalRwand
bewegen konnten. Mit Hilfe eines elektronisch gesteuerten Mikromanipulators
(PM 20H, Samwoo Scientific Co., Seoul, Korea) wurde die Mikroelektrode in
einem Winkel von 45 — 90° zum GefalR3verlauf an die Gefallwand herangebracht.
Nach zunachst grober Positionierung der Mikroelektrode und der
Stimulationspipette wurden diese nun unter dem 40-fach Objektiv exakt
eingestellt. Die Stimulationspipette wurde mit einem 6lhydraulischen System am
Mikromanipulator in L&ngsrichtung vorgeschoben, bis sie einen Abstand von
etwa 5 — 10 um vor der Arteriole erreichte. Die Mikroelektrode wurde Uber einen
Joystick gesteuert und proximal der Stimulationspipette an die Gefalwand
herangefahren. Erreichte die Elektrodenspitze eine Zellmembran, zeigte das
Oszilloskop einen Spannungsabfall tber der Membran. Durch das Piezoelement

konnte diese Mikroelektrode jetzt in schnellen Schritten von 1 pm vorwarts
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bewegt werden. Hierdurch drang die Messelektrode entweder spontan oder nach
Oszillation der Elektrode (siehe oben) in die Zelle ein. Kriterien fir eine
erfolgreiche Punktion waren 1) eine steile negative Auslenkung des Potentials, 2)
ein geringer Widerstand Uber der Zellmembran, 3) ein stabiles Potential tber
mindestens 30 s, sowie 4) eine rasche positive Ablenkung des Potentials nach
dem Austritt der Elektrode aus der Zelle. Sobald die Mikroelektrode die

Zellmembran penetriert hatte, wurde der Stromimpuls am Verstarker
ausgeschaltet und die Messung begonnen.

2.2.4 Versuchsprotokolle

2.2.4.1 Wirkung von vasoaktiven Substanzen

Ny
4

G—
1
445—90°
VSM

ENEEEENEEN

EC

Abbildung 2.8 Schematische Darstellung der Messanordnung

Die Messelektrode (1) steckt in einem Winkel von 45 — 90° zur GefalRwand in einer Endothelzelle.
Uber eine Stimulationspipette (2) wurden Pharmaka zur Endothelstimulation appliziert. Uber eine
weitere Applikationspipette (3) konnte das GefaR lokal an der Stimulationsstelle mit Kca-
Kanalblockern behandelt werden (Abschnitt 2.2.4.2). Um eine Konvektion der
Stimulationssubstanzen mit dem Blutfluss zur Messelektrode zu vermeiden, wurde die
Stimulationspipette  (3) stromabwarts von der Messelektrode platziert. Wenn die
Signalausbreitung untersucht wurde (Abschnitt 2.2.4.3), wurde die Messelektrode (1) relativ zur
Stimulationspipette (3) nach stromaufwérts verschoben (0 — 1500 pm).
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In dieser Versuchsreihe wurde die Wirkung von Pharmaka auf das
Membranpotential von Endothelzellen und glatten Muskelzellen untersucht.
Hierzu wurde die Arteriole Uber die Applikationspipette lokal mit Acetylcholin (10
mmol/L) und SNP (sodium-nitroprusside, 10 mmol/L) stimuliert. Die lokale
Konzentration des Pharmakons wurde durch die Dauer des Druckpulses (10 —
3000 ms) variiert. Das Membranpotential wurde in einem definierten Abstand
stromaufwarts von der Applikationspipette registriert (Abbildung 2.8). Direkt im
Anschluss an die Messung, wurde die beobachtete Zelle identifiziert Abschnitt
3.1.1).

In einer weiteren Versuchsreihe wurden Arteriolen von Tieren, die defizient
/-
fur die endotheliale NO-Synthase (eNOS ) waren, mit Acetylcholin stimuliert, um

die Beteiligung von NO bei der Auslosung von Hyperpolarisationen zu
untersuchen (Abschnitt 3.2.6).

2.2.4.2 Untersuchung der beteiligten Kca-Kanéle

Hier wurde die Bedeutung von Kcsy-Kanalen fir die Auslésung von
Hyperpolarisationen nach ACh-Stimulation untersucht. Dazu wurden Uber eine
zweite Applikationspipette Abbildung 2.8), die in unmittelbarer Nahe der ACh-
Stimulationspipette platziert wurde, verschiedene Kc,-Kanalblocker appliziert
(Charybdotoxin, Iberitoxin, Apamin). Mit 5 bis 10 Druckejektionen (Dauer jeweils
1 s) wurde der GefaRabschnitt lokal um die Stimulationspipette mit den
Kanalblockern behandelt. AnschlieRend wurde erneut eine Zelle punktiert, Gber
die Stimulationspipette Acetylcholin appliziert und das Membranpotential
registriert (Abschnitt 3.3).

2.2.4.3 Ausbreitung der Hyperpolarisation

In dieser Versuchsreihe wurde der Frage nachgegangen, ob und wie sich
die Hyperpolarisation auf Acetylcholin entlang des GefaRRes ausbreitet. Daflr
wurde der Abstand der Messelektrode zum Stimulationsort verandert (0 — 1500
pum), indem die Messelektrode stromaufwarts verschoben wurde (Abbildung 2.8
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und Abschnitt 3.4). AnschlieBend wurde wie oben beschrieben mit Acetylcholin
in unterschiedlichen Konzentrationen (durch Variation der Stimulationsdauer)
stimuliert und das Membranpotential in Endothelzellen und glatten

GefalBmuskelzellen registriert.

2.2.5 Statistik und Datenbearbeitung

Die Ergebnisse sind als Mittelwert £ Standardfehler des Mittelwertes
angegeben (SEM). Fur statistische Vergleiche zweier Behandlungen wurde der t-
Test nach Student verwendet (fir gepaarte oder ungepaarte Werte).
Unterschiede wurden als signifikant erachtet, wenn die Irrtumswahrscheinlichkeit
kleiner 5% (p < 0,05) war. Die p-Werte von Mehrfachvergleichen wurden nach

Bonferroni korrigiert.

2.2.6 Verwendete Software zur Erstellung der Dissertation

Das Membranpotential wurde mit dem Datenverarbeitungsprogramm
XmAD (http://www.ibiblio.org/pub/Linux/science/lab) unter Linux aufgezeichnet
(Pentium 1ll, Siemens, Minchen) und mit dem Programm XmANA
(http://www.ibiblio.org/pub/Linux/science/lab) analysiert. Die Daten wurden mit
dem Statistikprogramm Stata 6,0° (Stata Corporation, College Station, Texas,
USA) weiterverarbeitet, indem GroRen abgeleitet und statistische Vergleiche
durchgefuhrt wurden. Die graphischen Darstellungen der berechneten Daten
wurde mit SigmaPlot® (Ver. 7.0, SPSS Inc., 2001, Richmond, California, USA)
erstellt. Einige Skizzen und Abbildungen wurden mit dem Programm
PowerPoint2002° (Microsoft, Munchen) angefertigt. Als
Textverarbeitungsprogramm diente Word2002® (Microsoft, Miinchen), erganzt
durch das Literaturbearbeitungsprogramm Reference Manager 9.5° (Research

Information System, Carlsbad, California, USA).
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3 ERGEBNISSE

3.1 Membranpotential und Farbstoffkopplung der Endothelzellen (EC)
und glatten Gefalmuskelzellen (VSM) unter Ruhebedingungen

3.1.1 Identifizierung der Zellen der GefalRwand

Das Kriterium zur Unterscheidung von EC und VSM war die

charakteristische Anordnung der Zellen in der GefaBwand. Um die gemessenen
Zellen mittels Fluoreszenzmikroskopie sichtbar zu machen, wurden sie mit dem
anionischen Farbstoff Carboxyfluorescein angefarbt. Carboxyfluorescein
diffundierte wahrend der Messung aus der Spitze der Mikroelektrode in die
Zellen, die treibende Kraft fur diesen Vorgang war das Konzentrationsgefélle.
Zusatzlich lag bis kurz vor und teilweise nach der Messung ein Strom von +0,3
nA Uber der Messelektrode an, der den Farbstoff iontophoretisch in die Zellen
beforderte.
Welsh und Segal konnten zeigen, dass Endothelzellen parallel zur
Gefalllangsachse angeordnet sind, wahrend glatte Muskelzellen quer zur
GefalRlangsachse liegen (Welsh und Segal, 1998). Somit konnten in dieser Arbeit
je nach Darstellung der Zellen, langs angeordnete Zellen als Endothelzellen
(Abbildung 3.1A) und quer angeordnete Zellen als glatte Muskelzellen
(Abbildung 3.1B) identifiziert werden.

Abbildung 3.1A Gefarbte Endothelzelle (EC)

Die linke Abbildung zeigt eine praparierte Arteriole im Durchlicht in deren GefaBwand die
Messelektrode steckt.

Die rechte Abbildung =zigt dasselbe Gefald im Fluoreszenzlicht. Deutlich zu erkennen ist die
parallel zur GefaRslangsachse angeordnete Zelle, die demnach als Endothelzelle identifiziert werden
kann. Diese fluoresziert durch den aus der Mikroelektrode aufgenommenen Farbstoff
Carboxyfluorescein.
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Abbildung 3.1B Geféarbte glatte Gefallmuskelzelle (VSM)

Die linke Abbildung zeigt eine mit Carboxyfluorescein angeféarbte Zelle, die nach ihrer Anordnung
quer zur Gefalllangsachse als glatte Muskelzelle identifiziert werden kann. Neben dem
Fluoreszenzlichtbild zeigt das Durchlichtbild den GefaRverlauf und seine Umgebung.

3.1.2 Farbstoffkopplung zwischen den Zellen

Wurde eine Endothelzelle mit Farbstoff beladen, so zeigte sich in wenigen
Fallen (< 5%) auch eine Anfarbung der benachbarten Endothelzelle, als
Ausdruck einer homozellularen Kopplung. Eine Ausbreitung zwischen glatten
GefalBmuskelzellen wurde aber nie beobachtet. Dies legt nahe, dass VSM
untereinander homozellular nicht ausreichend gekoppelt sind, um den Farbstoff
zu Ubertragen. Ebenso scheint auch die Farbstoffkopplung zwischen EC und
VSM nicht vorhanden zu sein. Bei Farbstoffbeladung einer glatten Muskelzelle
wurde keine Ausbreitung in benachbarte EC gesehen und vice versa. Zusatzlich
ist anzumerken, dass in einer Arteriole mehrere Messungen nacheinander
durchgefuhrt wurden wund bei diesen nachfolgenden Messungen eine
Farbstoffkopplung durch die vorher angefarbte Zelle nicht sicher beurteilt werden

konnte.

3.1.3 Membranpotential in EC und VSM

Das Membranpotential (MP) wurde bei jeder Zelle nach einer
Stabilisierungsphase von mind. 30 s nach Punktion der Zelle registriert. Das
durchschnittliche MP von 110 EC wurde in 39 Tieren bestimmt und betrug
-46,0 ? 1,0 mV. In 80 VSM aus 31 Tieren lag das durchschnittiche MP bei

-35,9 ? 0,9 mV (Abbildung 3.2). Der Vergleich dieser in vivo gemessenen Werte
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zeigt, dass das MP von EC um 10,1 mV negativer war als das von VSM (p <
0,05).

H

EC VSM

0
< Abbildung 3.2 Membranpotential (MP) in
E EC und VSM
8 20 Das MP in EC @rau, n = 110 Zellen in 39
*qc‘; Tieren) war um 10,1 mV niedriger als das
5 MP in VSM (schwarz, n = 80 Zllen in 31
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3.2  Effekt der lokalen Applikation vasoaktiver Substanzen auf das
Membranpotential der Gefal3zellen

3.2.1 Effekt der lokalen Applikation von Acetylcholin auf das MP in EC

Um zu untersuchen, inwieweit sich das MP nach Applikation vasoaktiver
Substanzen andert, wurde mit einer Stimulationspipette, die wenig stromabwarts
neben der Arteriole platziert war, zun&chst Acetylcholin (10 mmol/L in der Pipette)
lokal durch kurze Druckpulse (10 — 1000 ms; 1,5 bar) appliziert. Jede ACh-

Applikation l6ste eine Hyperpolarisation in EC aus, deren Amplitude abhangig
von der Dauer der Stimulation und damit der Konzentration war (Abbildung 3.3).
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Abbildung 3.3 Originalregistrierung des Membranpotentials in einer EC wéahrend lokaler
ACh-Stimulation

Dargestellt ist eine komplette Sequenz einer Membranpotentialregistrierung in einer EC wahrend
wiederholter Stimulation. Die Pfeile markieren die ACh-Bolusapplikationen. Die Rampen
verdeutlichen die Zunahme der lokalen ACh-Konzentration, was durch eine Verlangerung der
Applikationsdauer (10 — 3000 ms) erreicht wurde. Mit ansteigender ACh-Konzentration nahm
zunéchst die Amplitude, dann auch die Dauer der endothelialen Hyperpolarisation zu. Nach 300 s
wurde die Mikroelektrode disloziert. Es ist ein schneller Sprung auf den Nullpunkt zu erkennen als
Kriterium fir eine erfolgreiche vorherige Messung.

Eine Stimulation mit Acetylcholinapplikationen von 10 ms Dauer bewirkte
eine signifikante Anderung des Membranpotentials in EC (28 Beobachtungen in
18 Tieren) von -47,2 £ 1,8 mV auf ein Minimum von -51,5 £ 1,7 mV (p < 0,05).
Dieses Minimum wurde im Mittel nach 1,9 *= 0,2 s erreicht und die
Hyperpolarisation dauerte insgesamt 3,8 + 0.3 s. Bei einer Stimulationsdauer von
100 ms (49 Beobachtungen in 27 Tieren) anderte sich das Membranpotential von
-46,8 £ 1,5 mV auf ein Minimum von -54,3 £ 1,5 mV. Nach 2,3 + 0,2 s wurde
dieses niedrigste Potential erreicht und kehrte nach durchschnittlich 8,5 + 0,8 s
auf den Ruhewert zurlick. Betrug die Stimulationsdauer schliel3lich 1000 ms (51
Beobachtungen in 26 Tieren), so anderte sich das Membranpotential nach 2,5 +
0,1 s von -46,6 £+ 1,5 mV auf ein Minimum von -56,8 + 1,5 mV. Das

Ausgangspotential stellte sich nach 13,0 £ 1,0 s wieder ein.
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Abbildung 3.4 Originalregistrierung des Membranpotentials (MP) einer EC nach ACh

Dargestellt ist das Membranpotential einer EC nach lokaler ACh-Stimulation mit 10 ms (A), 100
ms @) und 1000 ms () Applikationsdauer in einer hoheren zeitlichen Auflosung. Die Pfeile
zeigen den Zeitpunkt der ACh-Ejektion an. Mit zunehmender ACh-Stimulationsdauer nehmen
sowohl Amplitude als auch Dauer der Hyperpolarisation zu. Die Hyperpolarisation erfolgt kurz

nach Applikation sehr schnell, wahrend die Rickkehr auf das Ausgangsniveau langsamer, aber
stetig erfolgt.
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Abbildung 3.5 Membranpotentialanderung in EC nach lokaler Stimulation mit ACh

In A - C sind die Membranpotentialanderungen aus allen EC zusammengefasst. Die Pfeile
(Zeitpunkt 0) markieren die Applikation von ACh. In A sind n = 28 Beobachtungen in 18 Tieren bei
10 ms Stimulationsdauer, in B n = 49 Beobachtungen in 27 Tieren bei 100 ms Stimulationsdauer
und in C n = 51 Beobachtungen in 26 Tieren bei 1000 ms Stimulationsdauer dargestellt. Bei

langeren Stimuli und somit héherer lokaler Konzentration sind die Hyperpolarisationen stéarker und
halten langer an. Mittelwerte + SEM

Vergleicht man die Zeitdauer bis zum Erreichen des Maximums der
Hyperpolarisationen, so zeigte sich ein signifikanter Unterschied zwischen 10 ms
und 1000 ms Stimulationsdauer (? t = 0,6 £ 0,2 s, p < 0,05), nicht jedoch

zwischen 10 ms und 100 ms ? t=0,4 £ 0,3 s, p = 0,12) oder zwischen 100 ms

+

und 1000 ms (? t=0,2£0,2 s, p = 0,33). Die Dauer der Hyperpolarisationen auf
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die verschieden langen Stimuli waren immer signifikant unterschiedlich
voneinander (At=4,7 + 1,0 s bei 10 ms vs. 100 ms; At=4,5+ 1,3 s bei 100 ms
vs. 1000 ms, jeweils p < 0,05). Ebenso waren die Amplituden immer
unterschiedlich voneinander (AmV = 3,2 + 1,3 bei 10 ms vs. 100 ms; AmV =2,7 £
1,3 bei 100 ms vs. 1000 ms, jeweils p < 0,05). Abbildung 3.4 zeigt eine
Originalregistrierung und Abbildung 3.5 den zeitlichen Verlauf der
Hyperpolarisationen bei unterschiedlichen Stimulationsdauern in einer
Zusammenfassung. Es wird deutlich, dass sowohl Dauer als auch Amplitude der

Hyperpolarisationen mit ansteigender ACh-Konzentration zunehmen.

3.2.2 Effekt der lokalen Applikation von Acetylcholin auf das MP in VSM

Mit derselben Messtechnik wurden auch glatte Muskelzellen (VSM)
untersucht. Bereits nach wenigen Messungen zeigte sich, dass auch VSM nach

lokaler ACh-Bolusapplikation hyperpolarisierten (Abbildung 3.6).

Abbildung 3.6 Ori-
ginalregistrierung des MP
0 - in einer VSM wahrend
ACh-Stimulation

ACh
Die Abbildung zeigt eine
4 g Membranpotentialmessung
-20 1 in einer VSM wahrend ACh-
l 1 1 1 1 1 1 1111 Stimulation. Die Pfeile geben
den Zeitpunkt der ACh-
Bolusapplikation an, nach
jedem Bolus ist eine
Hyperpolarisation Zu
erkennen. Die Amplitude ist
in dieser Registrierung im
Vergleich zu EC (siehe
Abbildung 3.3) jedoch
kleiner und die Dauer kirzer.

Membranpotential (mV)

50 100 150

Zeit (s)
Grundsatzlich ist zu erwdhnen, dass insgesamt weniger VSM als EC
beobachtet wurden. Dies lag vermutlich daran, dass sich die VSM in der auf3eren
Gefalischicht befinden, die Mikroelektrode bei der Messung also nur ein sehr

kurzes Stuck in der GefalBwand steckte. Feine Arteriolenpulsationen oder
Tonusanderungen der VSM kdnnten deshalb leicht zur Dislokation der Elektrode
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fuhren. EC hingegen, die das GefalRlumen auskleiden, werden von den VSM
umhtillt. Dies war offensichtlich ein entscheidender Faktor fiur die hohere
Erfolgsrate bei der Punktion der EC, denn die Spitze der Messelektrode wurde
durch ihren langeren Verlauf in der GefalBwand besser stabilisiert und verblieb

damit leichter tber einen langeren Zeitraum im Zellinneren.

Wurden VSM (12 Beobachtungen in 5 Tieren) lokal mit 10 — 30 ms
(Mittelwert: 16 + 2 ms) dauernden ACh-Applikationen stimuliert, anderte sich das
Membranpotential signifikant von -35,8 = 3,8 mV auf -38,0 = 3,5 mV (p < 0,05).
Das Maximum der Hyperpolarisation wurde nach 1,7 *= 0,2 s, das
Ausgangspotential nach 2,9 = 0,2 s wieder erreicht. Verlangerte man die
Stimulationsdauer auf 100 ms (10 Beobachtungen in 8 Tieren) so anderte sich
das Membranpotential von -36,3 = 3,5 mV auf -40,0 £ 3,8 mV. Dieser Wert wurde
innerhalb 2,1 + 0,2 s erreicht und das Membranpotential ging nach 4,2 + 0,4 s auf
das Ausgangsniveau zuriick. Bei einer Stimulationsdauer von 1000 ms anderte
sich das Membranpotential innerhalb von 2,2 + 0,2 s von -35,7 + 3,6 mV auf -40,5
+ 3,3 mV und erreichte nach 10,8 + 2,0 s wieder den Ausgangswert (10
Beobachtungen in 5 Tieren). Abbildung 3.7 zeigt eine Originalregistrierung mit
solchen Stimulationszeiten, in Abbildung 3.8 sind die Messungen

zusammengefasst dargestellt.
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Abbildung 3.7 Originalregistrierung des Membranpotentials in einer VSM wahrend lokaler
Stimulation mit ACh

Dargestellt ist das Membranpotential in einer VSM jeweils nach lokaler ACh-Stimulation mit 10 ms
(A), 100 ms B) und 1000 ms (C) Applikationsdauer. Die Pfeile zeigen den Zeitpunkt der ACh-
Ejektion an. Diese Beobachtung zeigt, dass mit zunehmender Stimulationsdauer sowohl
Amplitude als auch Dauer der Hyperpolarisation zunehmen. Allerdings sind die Unterschiede nur
gering.
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Abbildung 3.8 Membranpotentialanderung in VSM nach lokaler Stimulation mit ACh

In A - C sind die Membranpotentialanderungen in VSM zusammengefasst dargestellt. Die Pfeile
markieren die Applikation von ACh (Zeitpunkt 0). In A sind n = 12 Beobachtungen in 5 Tieren bei
16 ms Stimulationsdauer, in B n = 10 Beobachtungen in 8 Tieren bei 100 ms Stimulationsdauer
und in C n = 10 Beobachtungen in 5 Tieren bei 1000 ms Stimulationsdauer dargestellt.
Mittelwerte £ SEM

Die Zeitunterschiede bis zum Erreichen des Maximums zwischen 16 ms
und 100 ms (?t=0,4 + 0,3 s, p = 0,13), zwischen 16 ms und 1000 ms (?t=0,5 +
0,2 s, p=0,09), sowie zwischen 100 ms und 1000 ms Stimulationsdauer (?t = 0,1
+ 0,3 s, p = 0,76) waren auf dem Signifikanzniveau nicht verschieden. Vergleicht
man die Dauer der Hyperpolarisationen, so waren sowohl zwischen 16 ms und
100 ms (?t =1,3 £ 0,4 s), zwischen 16 ms und 1000 ms ?t=7,9 £+ 2,1 s), als
auch zwischen 100 ms und 1000 ms Stimulationsdauer (?t = 6,6 + 2,1 s)
signifikante Unterschiede festzustellen (jeweils p < 0,05). Beim Vergleich der
Amplituden war nur zwischen 16 ms und 1000 ms Stimulationsdauer ein
signifikanter Unterschied zu erkennen ?mV = 2,6 + 0,9, p < 0,05). Zwischen 16
ms und 100 ms ?mV = 1,5 + 0,7, p = 0,07), sowie zwischen 100 ms und 1000
ms Stimulation ?mV = 1,1 £ 1,0, p = 0,32) gab es keine Unterschiede. Somit
sind auch in VSM eine Zunahme der Dauer und ein geringflgiger Anstieg der

Amplitude bei ansteigender ACh-Konzentration zu beobachten.

3.2.3 Vergleich der Hyperpolarisationen in EC und VSM

Der Vergleich der Reaktionen dieser Zellen auf ACh-Stimulation ergibt
folgendes Bild: Die jeweiligen Dauern bis zum Erreichen des Maximums der

Hyperpolarisation unterschieden sich weder bei 10 ms bzw. 16 ms, noch bei 100
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ms oder 1000 ms Stimulationsdauer voneinander (Abbildung 3.9 und Tabelle
3.1). Hinsichtlich der Dauer der Hyperpolarisation auf ACh zeigte sich zwischen
EC und VSM bei einer Stimulationsdauer von 100 ms ein signifikanter
Unterschied (8,5 £ 0,8 sin EC vs. 4,2 £ 0,4 s in VSM, p < 0,05). Bei kiurzerer (10
ms bzw. 16 ms) oder langerer Stimulation (1000 ms) war die Dauer der Antwort
in beiden Zelltypen gleich (p = 0,09 bzw. p = 0,38). In EC und VSM nahm die
Dauer der Antworten mit den verschieden langen Stimuli zu. So verlangerte sich
die Dauer in EC bei 1000 ms Stimulation ca. um den Faktor 3,4 im Vergleich zu
10 ms Stimulation und in VSM ca. um den Faktor 3,8. Auch diese Daten sind in
Abbildung 3.9 und Tabelle 3.1 dargestellt.

16 Dauer der Hyperpolarisation: ~—@— VSM Abbildung 3.9 Vergleich des
b bi Maxi d :| \E/gM zeitlichen Verlaufs der
auernis zum Maximum der Hyperpolarisation in EC und VSM
Hyperpolarisation: —/— EC auf ACh

Dargestellt ist die Gesamtdauer und
die Dauer bis zum Erreichen des
Maximums der Hyperpolarisation
nach ACh-Stimulation in EC (weil3)
und VSM (schwarz) bei 10 ms (*: bei
VSM im Mittel 16 ms), 100 ms und
1000 ms Stimulationsdauer. Sowohl
in EC als auch in VSM nahm mit
steigender ACh-Konzentration die
Gesamtdauer der Hyperpolarisation
zu. Ein signifikanter Unterschied
zwischen EC und VSM bestand nur
0 T T T bei 100 ms Stimulationsdauer (*:p <
10 ms# 100 ms 1000 ms 0,05). Die Zeiten bis zum Erreichen
des Maximums unterschieden sich
nicht zwischen den zwei Zelltypen.
Die Anzahl der Beobachtungen und
Versuchstiere sind in Tabelle 3.1
dargestellt. Mittelwerte + SEM

12 4

Zeit (s)

ACh-Stimulationsdauer
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Tabelle 3.1
ACh Anzahl der Anzahl der
Zellen Stimulations- Beobachtungen :
Tiere
dauer (ms) (n)
16 12 5
VSM 100 10 8
1000 10 5
10 28 18
EC
100 49 27
1000 51 26

Tabelle 3.1 Anzahl der Beobachtungen (n) und der Versuchstiere
In der Tabelle sind die Anzahl der Beobachtungen (n) und die Anzahl der Versuchstiere
aufgefihrt, die in den Kapiteln 3.2.1, 3.2.2 und 3.2.3 ausgewertet wurden.

Vergleicht man schlie3lich die Amplitude der Hyperpolarisation in EC und
VSM bei den unterschiedlichen ACh-Konzentrationen, so zeigten sich signifikante
Unterschiede bei 100 ms und 1000 ms ACh-Stimulationsdauer. Wahrend bei 10
ms (bzw. 16 ms) lediglich eine Tendenz erkennbar war (EC: 4,3 + 1,0 mV vs.
VSM: 2,2 + 0,4 mV), die das Signifikanzniveau nicht erreichte (p = 0,17), so
hyperpolarisierten EC bei 100 ms Stimulationsdauer signifikant starker als VSM
(EC: 75 £ 0,8 mV vs. VSM: 3,7 £ 0,6 mV, p < 0,05). Auch bei 1000 ms
Stimulationsdauer war die Hyperpolarisation in EC signifikant starker als in VSM
(EC: 10,2 + 1,0 mV vs. VSM: 4,8 £ 0,8 mV, p < 0,05). In EC war mit jeder
10-fachen Steigerung der Stimulationsdauer eine Zunahme der Amplitude zu
beobachten. In VSM war lediglich zwischen 16 ms und 1000 ms, also bei
62-facher Steigerung der Stimulationsdauer ein signifikanter Unterschied
erkennbar. Diese Daten sind in Abbildung 3.10 und Tabelle 3.1 dargestellt.
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12 1

—O-EC Abbildung 3.10 Vergleich der
—&— vsm Amplitude der Hyperpolarisation
in EC und VSM
9 - Dargestellt ist die Amplitude der
Hyperpolarisation nach

*

unterschiedlicher Stimulationsdauer
in EC und VSM {: bei VSM 16 ms
6 9 * statt 10 ms). Die Amplitude der
Hyperpolarisation war bei langerer
Stimulationsdauer in EC groRRer als
in VSM (*: p < 0,05). Die Anzahl der
Beobachtungen und Versuchstiere
sind in Tabelle 3.1 dargestellt.
Mittelwerte £+ SEM

Amplitude (mV)

L) L) L)
10 ms# 100 ms 1000 ms

ACh-Stimulationsdauer

3.2.4 Effekt von NO (SNP) auf das Membranpotential in EC

Nitroprussid-Natrium (sodium-nitroprusside, SNP, NasFe(CN)sNO) setzt
spontan NO frei und wird daher auch NO-Donor genannt. Um zu untersuchen,
inwieweit NO das Membranpotential von Gefal3zellen in Arteriolen &ndert, wurden
die Gefal3e lokal mit SNP (10 mmol/L) stimuliert, Membranpotentiale registriert
und als Positivkontrolle ACh (10 mmol/L) verwendet. Die Auswertung von 34
Beobachtungen in 3 Tieren, in denen das Potential von EC gemessen wurde,
zeigte eine geringe, jedoch signifikante Hyperpolarisation von -39,5 £ 1,4 mV auf
-40,1 = 1,4 mV (p < 0,05). Die mittlere Stimulationsdauer betrug 474 + 58 ms. In
denselben Arteriolen (14 Beobachtungen) filhrte ACh zu einer Hyperpolarisation
von -38,5 £ 1,5 mV auf -43,3 + 1,6 mV (Abbildung 3.11). Vergleicht man den
maximalen Membranpotentialunterschied nach SNP-Stimulation (0,6 £ 0,1 mV)
mit dem der ACh-Kontrolle (4,8 mV £ 0,5 mV), so wird deutlich, dass ACh eine

signifikant groRere Hyperpolarisation ausloste (p < 0,05 vs. SNP).
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Abbildung 3.11 Membranpotential in EC nach lokaler Stimulation mit SNP

Die Abbildung zeigt das Membranpotential von EC nach lokaler Stimulation mit SNP (10 mmol/L,
weil) bzw. mit ACh (10 mmol/L, schwarz). Die Stimulation erfolgte jeweils zum Zeitpunkt O
(Pfeil). ACh fuhrte in denselben GeféalRen zu einer signifikant starkeren Hyperpolarisation als SNP
(*: SNP vs. ACh, p < 0,05). Mittelwerte + SEM

Betrachteter man  bei  SNP-Applikation die  unterschiedlichen
Stimulationsdauern (50 - 100 ms, 500 ms, 1000 ms) separat, so war nur bei der
langsten Stimulation eine signifikante Hyperpolarisation zu sehen (von -42,3 + 1,7
mV auf -43,0 £ 1,8 mV, p < 0,05). Bei 50 - 100 ms (p = 0,39) und 500 ms (p =
0,27) SNP-Applikation war keine signifikante Anderung des Membranpotentials
zu verifizieren. Dies weist darauf hin, dass SNP nur in sehr hohen

Konzentrationen zu einer geringgradigen Hyperpolarisation fuhrt (Abbildung
3.12).
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Abbildung 3.12 Membranpotential in EC nach lokaler Stimulation mit SNP bei
unterschiedlicher Stimulationsdauer

Dargestellt ist der Zeitverlauf der Membranpotentialanderung in EC nach lokaler Stimulation mit
SNP zum Zeitpunkt O (Pfeile) bei 50 — 100 ms (A), bei 500 ms (B) und bei 1000 ms
Stimulationsdauer (C). Eine signifikante Hyperpolarisation auf SNP war nur bei 1000 ms
Stimulationsdauer (p < 0,05) zu beobachten. Mittelwerte + SEM

3.2.5 Effekt von NO (SNP) auf das Membranpotential in VSM

Bei 13 Messungen des Membranpotentials in 3 Tieren, in denen Gefal3e
mit SNP stimuliert wurden (Stimulationsdauer 346 + 75 ms), anderte sich das
Membranpotential in VSM nicht signifikant (von -29,8 £ 2,1 mV auf -30,1 + 2,2
mV, p = 0,35). Eine Stimulation mit ACh zeigte in denselben Gefal3e wiederum
eine deutliche Hyperpolarisation (von -31,0 = 3,2 mV auf -34,8 + 3,4 mV,
p < 0,05, siehe Abbildung 3.13).
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VSM nach SNP

Abbildung 3.13
Membranpotenital in VSM
SNP/ACh —O— SNP nach lokaler Stimulation
—@— ACh mit SNP
Dargestellt ist das MP in
-25 1 VSM nach lokaler

Stimulation mit SNP (10
mmol/L, weil3) und mit ACh
(10 mmol/L, schwarz)
-30 0

jeweils zum Zeitpunkt
* (Pfeil). Das MP in VSM
anderte sich nicht nach
Stimulation mit SNP. Die
Kontrolle durch Stimulation
mit ACh in denselben
GefalRen zeigte signifikante
40 1 Hyperpolarisationen (*: ACh
vs. SNP, p < 0,05).
Mittelwerte + SEM

Membranpotential (mV)

-35 1

Zeit (s)

3.2.6 Lokale Stimulation von EC und VSM in eNOS-defizienten Mausen

(eNOS™) mit Acetylcholin

Um zu prifen, inwieweit die Hyperpolarisationen von der endothelialen
NO-Synthase abhéngen, wurden Untersuchungen in Mausen gemacht, welche
defizient fur die endotheliale NO-Synthase waren (eNOS™). In 2 eNOS™-Tieren
wurden 36 Messungen in EC wéahrend einer Stimulation mit ACh (10 mmol/L)
gemacht. Diese ergaben im Mittel starke Hyperpolarisationen von -43,4 = 1,1 mV
auf -55,3 £ 1,0 mV (mittlere Stimulationsdauer 901 + 210 ms, p < 0,05). Als
Kontrolle wurden 107 Beobachtungen in EC aus 24 C57BL/6-Tieren (eNOS*)
mit ahnlichen Stimulationszeiten ausgewahlt (mittlere Stimulationsdauer: 871 +
49 ms). Das Membranpotential anderte sich hier im Mittel von -44,5 £ 1,0 mV auf
54,3 + 1,2 mV (p < 0,05). Zwischen der Amplitude der Hyperpolarisation in
eNOS™-Tieren und der Amplitude der Kontroligruppe bestand kein signifikanter
Unterschied (11,9 + 1,3 mV vs. 9,8 £0,7 mV, p = 0,15, Abbildung 3.14).
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Abbildung 3.14 Zeitlicher Verlauf des Membranpotentials in EC wahrend ACh-Stimulation
in eNOS”- Mausen

Dargestellt ist das MP in EC in eNOS™- Mausen (grau) nach lokaler ACh Stimulation (10 mmol/L)
zum Zeitpunkt 0 (Pfeil). Sowohl in der eNOS--Gruppe als auch in der Kontrollgruppe (eNOS+/+,
schwarz) zeigten sich robuste Hyperpolarisationen, die sich in ihrer maximalen Amplitude nicht
signifikant voneinander unterschieden (p = 0,15, eNOS™ vs. eNOS+/+). Mittelwerte + SEM

Es wurden einzelne Beobachtungen in VSM von eNOS™-Tieren nach ACh-
Applikation gemacht. Auch hier konnten Hyperpolarisationen registriert werden.
Die Anzahl der Beobachtungen ist jedoch zu gering um einen statistischen
Vergleich zu fuhren. Diese Daten zeigen, dass ACh auch in Abwesenheit der
eNOS zu einer Hyperpolarisation in EC und VSM fuhrt.
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3.3  Lokale Stimulation mit Acetylcholin nach selektiver Blockade Ca**-

abhangiger K*-Kanale

Hyperpolarisationen konnen durch Aktivierung von Kalium-Kanalen
ausgelost werden. Eine Gruppe dieser Kanéle, die auch in vaskularen Zellen
exprimiert werden, sind die Ca®*-abhangigen Kalium-Kanéle (Kca-Kanale). Dabei
sind wiederum verschiedene Subtypen dieser Kanéle nach ihrer Leitfahigkeit
(,conductance”) zu unterscheiden: SKcz- (,small conductance®), [Kca-
(,intermediate conductance”) und BKcs- (,large conductance*) Kanale. Um die
Funktion dieser Kanale in denselben Gefalen zu untersuchen, wurden
verschiedene Toxine eingesetzt, die diese Kanale blockierten (,Blocker®):
Charybdotoxin (ChTx), Iberiotoxin (IbTx) und Apamin. Die Blocker wurden mittels
Mikropipette (100 umol/L) mehrfach lokal an der Stimulationsstelle der Arteriolen
appliziert. Innerhalb der nadchsten 30 min wurde das Membranpotential wéhrend
lokaler ACh-Stimulation registriert. Als Kontrolle dienten jeweils Messungen, die

vor der Behandlung mit den Kanalblocker gemacht wurden.

3.3.1 Blockade von BKcs- und IKca-Kanédlen mit Charybdotoxin (ChTx)

Um zu untersuchen, welche Rolle den BKca- und IKcs-Kanélen bei der
Entstehung von Hyperpolarisationen in EC und VSM zukommt, wurde zunachst
die Substanz Charybdotoxin (ChTx) eingesetzt. ChTx ist ein aus dem Skorpion
,Leiurus quinquestriatus“ gewonnenes Gift, das BK¢,- und IKc,-Kanale blockiert.
Die gezeigten Daten fur EC bzw. VSM sind an denselben GefalRen erhoben

worden.

3.3.1.1 Effekt von ChTx auf endotheliale Hyperpolarisationen

Wahrend Stimulation mit ACh (10 mmol/L, mittlere Stimulationsdauer: 282
+ 33 ms) anderte sich das endotheliale Membranpotential in 206 Beobachtungen
in 7 Tieren von -48,9 = 0,6 mV auf -59,1 + 0,6 mV. Nun wurde die Arteriole an der
Stimulationsstelle lokal mit ChTx (100 pmol/L) behandelt und anschlie3end
erneut mit ACh stimuliert. Auch nach ChTx war eine Hyperpolarisation zu

beobachten. So &nderte sich das endotheliale Membranpotential in 106
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Beobachtungen (mittlere Stimulationsdauer: 295 + 36 ms) signifikant von -53,5 £
1,0 mV auf -63,9 + 1,1mV. Der Vergleich der Amplituden vor und nach ChTx
zeigte keinen signifikanten Unterschied (p = 0,85). Abbildung 3.16 zeigt die
zusammengefassten Daten im zeitlichen Verlauf sowie die maximalen

Amplituden der Hyperpolarisationen nach ACh.

ACh
A —.— Chtx B
—@— Kontrolle
-48 -
* - 12
*
S
E
8 .54 - —
1= >
© 1S
° -8
o (0]
c ©
S 2
= | =
c -60 g-
g <
- 4
-66 -
T T T T 1 -0
0 5 10 15 20 ) N
{\Q\' o\\Q;
Zeit (s) o &
{_O

Abbildung 3.16 Anderungen des Membranpotentials in EC wahrend ACh-Stimulation vor
und nach Charybdotoxin (ChTx)

In Abbildung A sind die zusammengefassten Membranpotentiale in EC nach ACh-Stimulation
(20 mmol/L, Pfeil) vor (schwarz, Kontrolle) und nach Applikation von ChTx (grau, 100 pmol/L)
dargestellt. In Abbildung B wird jeweils die maximale Amplitude gezeigt. Sowohl vor (schwarz;
* p < 0,05 vs. MPy), als auch nach ChTx (grau, *: p < 0,05 vs. MPy) waren signifikante
Hyperpolarisationen auf ACh zu messen. Die Amplituden unterschieden sich nicht voneinander
(p =0,85).

n =106 (ChTx), n = 206 (Kontrolle) in 7 Tieren, Mittelwerte + SEM

3.3.1.2 Effekt von ChTx auf Hyperpolarisationen in VSM

In 36 beobachteten VSM (6 Tiere) betrug das mittlere Membranpotential
-43,2 = 1,3 mV, das sich wahrend lokaler ACh-Stimulation (10 mmol/L; mittlere
Stimulationsdauer: 140 + 27 ms) auf -47,8 + 1,5 mV anderte (p < 0,05). In
denselben Versuchstieren wurden nach lokaler Applikation von ChTx (100 umol/l)
27 Beobachtungen in VSM wahrend erneuter ACh-Applikation (mittlere
Stimulationszeit: 354 + 56 ms) gemacht. Das Membranpotential von -37,0 £ 1,3
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mV anderte sich nach Stimulation mit Ach nicht mehr (-37,5 £ 1,3 mV, p = 0,10).
Die Amplitude der Hyperpolarisation in VSM nach ChTx-Behandlung war somit
signifikant kleiner als in der Kontrolle (Abbildung 3.17). Die Daten sind in
Abbildung 3.17 im zeitlichen Verlauf und bezuglich der Amplitude illustriert.
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Abbildung 3.17 Anderungen des Membranpotentials in VSM wahrend ACh-Stimulation
vor und nach Charybdotoxin (ChTx)

In Abbildung A sind die zusammengefassten Membranpotentiale in VSM nach ACh-Stimulation
(10 mmol/L, Pfeil) vor (schwarz, Kontrolle) und nach Applikation von ChTx (grau, 100 pmol/L)
dargestellt. In Abbildung B werden die maximalen Amplituden gezeigt. Vor ChTx (schwarz)
waren signifikante (*: p < 0,05 vs. MPy) Hyperpolarisationen wéahrend ACh-Stimulation zu
beobachten. Nach ChTx-Behandlung (grau) waren keine signifikanten Hyperpolarisationen
mehr messbar (p = 0,10 vs. MPy). Der Vergleich der Amplituden zeigt die effektive Blockade der
Hyperpolarisationen in VSM durch ChTx (#: p < 0,05 vs. Kontrolle).

n =27 (ChTx), n = 36 (Kontrolle) in 6 Tieren, Mittelwerte + SEM

3.3.2 Blockade von BKca-Kanalen mit Iberiotoxin (IbTx)

In einer weiteren Versuchsserie wurde ein selektiver BKc,-Kanalblocker
eingesetzt. Iberiotoxin (IbTx) ist wie ChTx ein Skorpiongift. Es weist mit ChTx
eine Sequenz-Homologie von 68% auf und wird aus der Skorpionart ,Buthus
tannilus® gewonnen. Dabei hat es auf IK.,-Kanéle kaum Einfluss und ist damit
selektiver als ChTx. Auch hierbei sind die unten dargestellten Daten fir

Endothelzellen und glatte Muskelzellen in denselben Gefalen erhoben worden.



Ergebnisse 57

3.3.2.1 Effekt von IbTx auf endotheliale Hyperpolarisationen

Unter Kontrollbedingungen wurden 64 Beobachtungen in EC (5 Tiere)
wahrend lokaler Stimulation mit ACh (10 mmol/l, mittlere Stimulationsdauer: 416
+ 66 ms) aufgenommen. Dabei anderte sich das Membranpotential von -45,7 +
1,5 mV auf -53,5 + 1,8 mV. Nach lokaler Behandlung der Arteriolen an der ACh-
Stimulationsstelle mit IbTx (100 umol/l) hyperpolarisierten die Endothelzellen (70
Beobachtungen) weiterhin signifikant auf ACh (mittlere Stimulationsdauer: 432 +
71 ms) von -55,2 + 1,1 mV auf -68,2 £ 1,0 mV (p < 0,05). Dabei war die
Amplitude der Hyperpolarisation nach IbTx-Behandlung sogar grof3er als unter
Kontrollbedingungen (p < 0,05, Abbildung 3.18).
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Abbildung 3.18 Anderungen des Membranpotentials in EC wahrend ACh-Stimulation vor
und nach Iberiotoxin (IbTx)

In Abbildung A ist der zeitliche Verlauf der Membranpotentiale in EC nach ACh-Stimulation (10
mmol/L, Pfeil) vor (schwarz, Kontrolle) und nach der Applikation von IbTx (grau, 100 pmol/l)
gezeigt.

In Abbildung B sind die maximalen Membranpotentialunterschiede dargestellt. Sowohl unter
Kontrollbedingungen (schwarz) als auch nach IbTx-Behandlung (grau) waren signifikante
Hyperpolarisationen zu beobachten (*: p < 0,05 vs. MPy). Der Vergleich der Amplituden zeigt,
dass nach IbTx-Behandlung eine starkere Hyperpolarisation auftrat als unter
Kontrollbedingungen (#: p < 0,05).

n =70 (IbTx), n = 64 (Kontrolle) in 5 Tieren, Mittelwerte + SEM
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3.3.2.2 Effekt von IbTx auf Hyperpolarisationen in VSM

In den Versuchen, in denen das Potential der VSM gemessen wurde, hatte
IbTx &hnliche Effekte wie zuvor ChTx. Unter Kontrollbedingungen wurden 24
Beobachtungen in VSM (4 Tiere) wahrend lokaler ACh-Stimulation (10 mmol/L,
mittlere Stimulationsdauer: 635 £ 114 ms) aufgezeichnet. Das Membranpotential
anderte sich signifikant von -32,1 + 1,8 auf -35,7 £ 1,7 mV (p < 0,05). Nach
lokaler Behandlung mit IbTx (100 pmol/L) und erneuter Stimulation mit ACh
(mittlere Stimulationsdauer 566 + 62 ms), konnten in 41 Beobachtungen keine
Hyperpolarisationen mehr registriert werden (Abbildung 3.19). Zum Zeitpunkt,
an dem unter Kontrollbedingungen das Hyperpolarisationsmaximum auftrat war
nach IbTx keine Anderung des Potentials zu erkennen (von -31,0 + 0.9 auf -30,8
+0,9, p=0,12).
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Abbildung 3.19 Anderungen des Membranpotentials in VSM wahrend ACh-Stimulation
vor und nach Iberiotoxin (IbTx)

In Abbildung A sind die zusammengefassten Membranpotentiale wahrend ACh-Stimulation (10
mmol/L, Pfeil) in VSM im zeitlichen Verlauf vor (schwarz, Kontrolle) sowie nach der Applikation
von IbTx (grau, 100 umol/L) dargestellt. In Abbildung B werden die dazugehérenden maximalen
Membranpotentialunterschiede gezeigt. Wahrend VSM unter Kontrollbedingungen (schwarz)
signifikant hyperpolarisierten (*: p < 0,05 vs. MPy), waren zum selben Zeitpunkt nach IbTx-
Behandlung (grau) keine signifikanten Potentialanderungen mehr zu messen (p = 0,12 vs.
MPy). IbTx fuhrte zu einer Blockade der Hyperpolarisationen wahrend ACh-Stimulation (#: p <
0,05 vs. Kontrolle).

n =41 (IbTx), n = 24 (Kontrolle) in 4 Tieren, Mittelwerte + SEM
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3.3.3 Blockade von SKca-Kanalen mit Apamin

Apamin ist ein kleines Polypeptid und ein Bestandteil eines Bienengiftes.
Es hat eine hohe Affinitdt zu SKcs-Kanalen und blockiert diese selektiv. Die
Daten fur die hier angegebenen Potentialmessungen in Endothelzellen und

glatten Muskelzellen sind wieder in denselben Gefalien erhoben worden.

3.3.3.1 Effekt von Apamin auf endotheliale Hyperpolarisationen

Zunachst wurden in 6 Tieren 61 Beobachtungen in EC nach ACh (10
mmol/L, mittlere Stimulationsdauer: 612 * 87 ms) gemacht. Unter
Kontrollbedingungen mit ACh konnte eine signifikante endotheliale
Hyperpolarisation gemessen werden (von -43,5 £ 0,9 mV auf -50,3+ 1,1 mV, p <
0,05). Abbildung 3.20 zeigt, dass die Hyperpolarisationen wahrend ACh-
Stimulation (mittlere Stimulationsdauer: 1320 £ 94 ms) nach lokaler Behandlung
der Arteriolen mit Apamin (100 pmol/L) an der ACh-Stimulationsstelle vollstandig
blockiert wurden. In denselben Tieren konnte jetzt in 89 Beobachtungen in EC
keine signifikante Anderung des Membranpotentials von -42,3 + 1,0 mV auf -42,8
+ 1,1 mV (p = 0,12) registriert werden. Die maximale Amplitude unter
Kontrollbedingungen (6,7 £ 0,7 mV) war nach Apamin-Behandlung (0,5 £ 0,3 mV)

komplett aufgehoben.
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Abbildung 3.20 Anderungen des Membranpotentials in EC wahrend ACh-Stimulation vor
und nach Apamin

Abbildung A zeigt die Membranpotentiale in EC wahrend ACh-Stimulation (10 mmol/L, Pfeil) vor
(schwarz, Kontrolle) sowie nach der Behandlung mit Apamin (grau, 100 upmol/L). Die
Hyperpolarisation unter Kontrollbedingungen (*: p < 0,05 vs. MP,) war nach Apamin-Applikation
nicht mehr messbar. In Abbildung B sind die daraus berechneten maximalen
Membranpotentialunterschiede dargestellt. Unter Kontrollbedingungen (schwarz) konnte mit
ACh signifikante Hyperpolarisationen ausgeldst werden (*: p < 0,05 vs. MPy), wohingegen nach
Apamin-Behandlung (grau) das MP zum selben Zeitpunkt nach ACh-Applikation unverandert
war (p = 0,12 vs. Kontrolle). Der Unterschied zwischen den Amplituden war signifikant (#: p <
0,05).

n = 89 (Apamin), n = 61 (Kontrolle) in 6 Tieren, Mittelwerte + SEM

3.3.3.2 Effekt von Apamin auf Hyperpolarisationen in VSM

Das Membranpotential hyperpolarisierte in 13 VSM (4 Tiere) unter
Kontrollbedingungen  wahrend  ACh-Stimulation (10 mmol/L, mittlere
Stimulationsdauer: 608 + 147 ms) von -38,8 £ 2,6 mV auf -43,1 £ 3,0 mV (p <
0,05). Nach lokaler Behandlung mit Apamin (100 umol/L) konnte ACh (mittlere
Stimulationsdauer: 727 £ 79 ms) in denselben Gefal3e weiterhin signifikante
Hyperpolarisationen in 11 VSM ausldsen (von -35,4 + 1,2 mV auf -39,4 £ 1,3 mV,
p < 0,05). Die maximale Amplitude unterschied sich nicht von derjenigen vor
Apamin-Behandlung (p = 0,84), wurde jedoch erst 0,8 s spater erreicht
(Abbildung 3.21).

Amplitude (mV)
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Abbildung 3.21 Anderungen des Membranpotentials in VSM nach ACh-Stimulation vor
und nach Apamin

In Abbildung A sind die Membranpotentiale in VSM wahrend lokaler ACh-Stimulation (10
mmol/L, Pfeil) vor (schwarz, Kontrolle) sowie nach der Behandlung mit Apamin (grau, 100
pmol/L) dargestellt. Das Maximum der Hyperpolarisation wurde nach Apamin spéater erreicht
(0,8 s). Abbildung B stellt die maximalen Amplituden dar. Sowohl vor (schwarz) als auch nach
Apamin-Behandlung (grau) war eine signifikante Anderung zu beobachten (*: p < 0,05). Die
Amplituden unterschieden sich nicht voneinander (p = 0,84).

n =11 (Apamin), n = 13 (Kontrolle) in 4 Tieren, Mittelwerte £+ SEM

3.3.4 Membranpotential nach Behandlung mit K*-Kanalblockern

In Abbildung 3.22 sind die Mittelwerte des Membranpotentials von EC
und VSM jeweils vor sowie nach der Behandlung mit den K*-Kanalblockern ChTx,
IbTx und Apamin dargestellt. In EC fuhrte die Applikation der Blocker zu keiner
signifikanten Anderung des Membranpotentials. In VSM fiihrte lediglich die
Applikation von ChTx zu einer signifikanten Depolarisation der Zellen und Apamin

anderte das Membranpotential nicht.

Diese Messungen wurden jedoch nicht kontinuierlich wahrend der
Applikation der Substanzen durchgefihrt und aufgrund der Variation der

Membranpotentiale zwischen den einzelnen Messungen koénnen Kkleine
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Anderungen des Membranpotentials nach Applikation der Blocker nicht verifiziert

werden.
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Abbildung 3.22 Membranpotential (MP) von EC und VSM vor und nach Behandlung mit K*-
Kanalblockern

In Abbildung A sind die Membranpotentiale in EC dargestellt. Nach Applikation von ChTx, IbTx,
oder Apamin (weil3e Balken) anderte sich das MP nicht gegentiber dem jeweiligen Ausgangswert
(schwarze Balken).

In Abbildung B sind die MP von VSM dargestellt. Wahrend IbTx und Apamin zu keiner Anderung
des MP flihrten, depolarisierte ChTx die VSM (*: p < 0,05). Mittelwerte + SEM
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3.4 Ausbreitung ACh-induzierter Hyperpolarisationen entlang der

Arteriole

3.4.1 Endotheliale Membranpotentialanderungen nach Acetylcholin in

Abhéangigkeit von der Entfernung

Die Kommunikation zwischen Zellen der GefalRwand stellt einen wichtigen
Aspekt bei der Koordination von Geféal3funktionen in der Mikrozirkulation dar.
Lokal ausgeloste Hyperpolarisationen kénnen sich Gber Gap Junctions entlang
der Arteriole ausbreiten. Um dies zu untersuchen, wurde die Messelektrode in
unterschiedlicher Entfernung von der Stimulationspipette platziert. Hierzu wurde
in einer Gruppe mit niedriger und in einer zweiten Gruppe mit hoher ACh-
Konzentration (unterschiedliche Stimulationsdauer bei je 10 mmol/l) stimuliert und
das Membranpotential in EC registriert. Die mittlere Stimulationsdauer in der
ersten Gruppe betrug an den verschiedenen Messpositionen zwischen 30 und 40
ms. 21 Beobachtungen in EC (10 Tiere) wurden in einer mittleren Entfernung von
236 £ 39 um zur ACh-Stimulationsstelle gemessen. Nach 2,3 £ 0,2 s wurde die
maximale Amplitude von 10,5 + 1,3 mV registriert. Nach 8,5 + 0,9 s war das
Ausgangspotential wieder erreicht. Wurde in einer mittleren Entfernung von 724 +
37 um gemessen (23 Beobachtungen in EC in 8 Tieren), so betrug die Amplitude
nur noch maximal 7,5 + 1,0 mV (p = 0,07 vs. 236 um). Die Dauer der
Hyperpolarisation verringerte sich signifikant auf 5,3 £ 0,4 s (p < 0,05 vs. 236
pum), wahrend das Maximum nach 2,3 + 0,2 s (p = 0,89 vs. 236 um) erreicht
wurde. In einer noch groReren Entfernung (1047 + 18 um) betrug die Amplitude
(19 Beobachtungen in EC in 4 Tieren) nur noch 4,5 + 0,7 mV (p < 0,05 vs. 236
pum, p < 0,05 vs. 724 um), die nach 2,0 £ 0,1 s (p = 0,20 vs. 236 pum, p = 0,31 vs.
724 um) erreicht wurde. Die Zeit bis zur vollstdndigen Rlckkehr verkirzte sich
auf 3,5+ 0,2s (p <0,05vs. 236 um, p < 0,05 vs. 724 um). Diese Daten sind in
Abbildung 3.23 im zeitlichen Verlauf dargestellt und werden in Abbildung 3.25

mit den Daten bei héherer ACh-Konzentration verglichen.

Ahnliche Effekte konnten auch bei hoéherer lokaler ACh-Konzentration
beobachtet werden (Abbildung 3.24). Die mittlere ACh-Stimulationsdauer in
dieser Gruppe lag zwischen 1000 und 1300 ms. Betrug die mittlere Entfernung

259 + 46 um (16 Beobachtungen in EC in 10 Tieren), so wurde eine maximale
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niedrige ACh-Konzentration

ACh —@— 236 um
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Abbildung 3.23 Zeitlicher Verlauf des Membranpotentials in EC in unterschiedlicher
Entfernung bei niedriger lokaler ACh-Konzentration

Dargestellt ist das Membranpotential in EC wahrend ACh-Stimulation mit niedriger Konzentration
(mittlere Stimulationsdauer: 30 -40 ms, Pfeil) in 236 um (schwarz), 724 pm (weif3) und 1047 pm
(grau) Entfernung. Je groer die Entfernung von der Stimulationsstelle, desto kleiner wurde die
Amplitude der Hyperpolarisation.

236 pm: n =21 in 10 Tieren, 724 um: n = 23 in 8 Tieren, 1047 pm: n = 19 in 4 Tieren, Mittelwerte
+ SEM

Membranpotentialanderung von 14,2 + 2,3 mV nach 4,0 £ 0,5 s gemessen. Das
Ausgangspotential war nach 24,6 £ 2,0 s wieder erreicht. In einer Entfernung von
738 = 55 um (20 Beobachtungen in EC in 9 Tieren) wurde nach 3,0 £ 0,2 s (p =
0,10 vs. 259 pum) eine Amplitude von 9,7 =+ 1,1 mV (p = 0,09 vs. 259 um)
registriert. Die Dauer der Hyperpolarisation war mit 18,5 + 1,7 s signifikant kiirzer
als in 259 pum Entfernung (p < 0,05). In der gro3ten Entfernung (1180 £+ 41 pm)
wurden 15 Beobachtungen in EC (4 Tiere) registriert. Wie in der Gruppe, in der
die niedrige ACh-Konzentration zur Stimulation verwendet wurde, war auch hier
die Amplitude in der gré3ten Entfernung signifikant verringert (7,1 £ 1,1 mV, p <
0,05 vs. 259 um, p = 0,10 vs. 738 um). Bei der Dauer bis zum Erreichen des
Maximums der Hyperpolarisation (2,8 + 0,1 s) gab es keine Unterschiede zu den
anderen Entfernungen (p = 0,09 vs. 259 um, p = 0,32 vs. 738 pm). Auch die

Dauer der Hyperpolarisation, die in 1180 um Entfernung nur noch 11,5 + 1,0 s
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betrug (p < 0,05 vs. 259 um, p < 0,05 vs. 738 um), war in gré3erer Entfernung

signifikant verkirzt.
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Abbildung 3.24 Zeitlicher Verlauf des Membranpotentials in EC in unterschiedlicher
Entfernung bei hoher ACh-Konzentration

Dargestellt ist das Membranpotential in EC wahrend ACh-Stimulation mit hoher Konzentration
(mittlere Stimulationsdauer: 1000 — 1300 ms, Pfeil) in 259 um (schwarz), 738 um (weil3) und
1180 pum (grau) Entfernung. Ahnlich wie bei der Stimulation mit niedriger ACh-Konzentration
wurden auch hier mit zunehmender Entfernung die Amplituden der Hyperpolarisation kleiner.

259 um: n =16 in 10 Tieren, 738 um: n = 20 in 9 Tieren, 1180 um: n = 15in 4 Tieren

In Abbildung 3.25 sind die verschiedenen Parameter an den untersuchten
Messpunkten fur die unterschiedlichen ACh-Konzentrationen einander
gegenubergestellt. Die Abbildung zeigt, dass die maximale Amplitude mit
zunehmender Entfernung in beiden Gruppen abnahm. Auch die Dauer der
Hyperpolarisation nahm sowohl bei niedriger als auch bei hoher ACh-
Konzentration mit zunehmender Entfernung ab. Die Dauer der Hyperpolarisation
war bei hoher ACh-Konzentration im Vergleich zur niedrigen ACh-Konzentration

in denselben Entfernungen jeweils signifikant langer.
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3.4.2 Membranpotentialanderungen in VSM nach Acetylcholin in

Abhéangigkeit von der Entfernung

ACh-induzierte Hyperpolarisationen waren auch in VSM in der Entfernung
zu registrieren. Aufgrund der wesentlich geringeren Zahl von Messungen konnten
die Daten nicht nach unterschiedlichen Stimulationsdauern aufgeschlisselt
werden. Zur Auswertung wurden folgende Daten herangezogen: 9
Beobachtungen in 4 Mausen in einer mittleren Entfernung von 244 + 28 um von
der ACh-Stimulationsstelle (mittlere Stimulationsdauer: 223 + 49 ms), 17
Beobachtungen in 4 Mausen in einer mittleren Entfernung von 706 = 6 pum

(mittlere Stimulationsdauer: 447 £ 129 ms) und 10 Beobachtungen in 5 Mausen
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in einer mittleren Entfernung von 980 = 29 um (mittlere Stimulationsdauer: 515 +

187 ms). Die Amplitude der Hyperpolarisationen nahm mit gro3erer Entfernung

tendenziell

geringfugig ab, ein Unterschied liel3 sich jedoch auf dem

Signifikanzniveau nicht sichern. Aufgrund der geringen Zahl von ausreichend

langen Beobachtungen wurde auf die Analyse der Dauer der Hyperpolarisationen

verzichtet.

mVv

10 ~

—@— Amplitude in VSM
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Entfernung zur Stimulationsstelle (um)

1000

Abbildung 3.26 Amplitude der
Hyperpolarisation wé&hrend ACh-
Stimulation in VSM in
unterschiedlichen Entfernungen
Waéhrend Stimulation der Arteriolen mit
ACh (10 mmol/L) konnten auch noch in
einer Entfernung von 980 pm
Hyperpolarisationen registriert werden.
Mit zunehmender Entfernung nahm die
Amplitude  tendenziell ab, der
Unterschied war aber nicht signifikant.
244 ym: n = 9 Beobachtungen in VSM
in 4 Mausen

706 um: n = 17 Beobachtungen in
VSM in 4 M&usen

980 um: n = 10 Beobachtungen in
VSM in 5 M&usen

Mittelwerte + SEM
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4  DISKUSSION

4.1 Intravitale Membranpotentialmessung in der Mikrozirkulation der

Maus — Farbstoffkopplung und Membranpotential

Die Organdurchblutung von S&augetieren wird durch den Durchmesser und
damit den Widerstand der BlutgefalRe bestimmt. Der gréf3te Widerstand ist in den
kleinen Arterien und Arteriolen der Mikrozirkulation zu finden. Neben zentralen
Regulationsmechanismen kommt vor allem den endothelabhéngigen
Mechanismen zur Regulation des Gefal3tonus eine herausragende Bedeutung
zu. Zahlreiche Befunde zeigen die Bedeutung von Stickstoffmonoxid (NO) und
Prostaglandinen bei der endothelabhangigen Vasodilatation. In den letzten
Jahren riickte ein ,dritter Weg“ der endothelabhangigen Tonusregulation durch
einen endothelium-derived hyperpolarizing factor (EDHF) in den Mittelpunkt.
Dabei ist eine Anderung des endothelialen und glattmuskularen

Membranpotentials eine wichtige Zielgro3e dieses Mechanismus.

In dieser Arbeit wurden Membranpotentiale in Endothelzellen und glatten
Muskelzellen unter Ruhebedingungen und wahrend Stimulation mit Acetylcholin
in kleinen Arteriolen der Cremastermikrozirkulation in Mausen gemessen. Durch
Applikation spezifischer Blocker von Ca?*-abhangigen K*-Kanalen sollten die an
der Hyperpolarisation beteiligten Kanéle identifiziert werden. Schlief3lich sollte die
Fortleitung der Hyperpolarisationen entlang der Arteriolen untersucht werden.
Dabei stand im Vordergrund die Messungen in vivo durchzufiihren um samtliche
Einflussfaktoren der Durchblutungsregulation, wie sie unter physiologischen

Bedingungen vorkommen, zu berucksichtigen.

Zunachst wurden die verschiedenen Zelltypen anhand ihrer Morphologie
nach Anfarbung mit Carboxyfluorescein, einem anionischen Farbstoff, identifiziert
und das Membranpotential registriert. Aus Kenntnissen der Histologie und
Befunden anderer Autoren konnten die gefarbten Zellen eindeutig zugeordnet
werden: Endothelzellen sind langs zum GefalR3verlauf an der Gefal3innenwand

angeordnet, glatte Muskelzellen legen sich aul3en zirkular um die Endothelzellen
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(Uehara et al.; Segal und Bény, 1992; Welsh und Segal, 1998; Emerson und
Segal, 2000b). Benutzt man Farbstoffe wie Carboxyfluorescein, welche die
Zellmembran durch Gap Junctions passieren kénnen, kann man zudem anhand
ihrer Verteilung Hinweise auf die zellulare Kopplung gewinnen. Nach Punktion
von Endothelzellen zeigte sich in wenigen Féllen (< 5%) eine homozellulare
Farbstoffausbreitung in benachbarte Endothelzellen, jedoch nicht in glatte
Muskelzellen. Wurden glatte Muskelzellen punktiert, konnte weder eine
homozellulare, also in benachbarte glatte Muskelzellen, noch eine heterozellulare
Ausbreitung in Endothelzellen beobachtet werden. Little et al. pruften in vitro die
zellulare Kopplung in Arteriolen des Backentaschenmuskels von Hamstern mit
unterschiedlichen Farbstoffen (Little et al., 1995a). Neutrale Farbstoffe (Biocytin),
kationische Farbstoffe (Ethidiumbromid) und der anionische Farbstoff
Carboxyfluorescein zeigten eine gute homozellulare Kopplung zwischen
Endothelzellen und etwas eingeschrankt auch zwischen glatten Muskelzellen,
sowie eine streng unidirektionale Farbstoffausbreitung von Endothelzellen in
anliegende glatte Muskelzellen. Dies zeigt, dass die Permeabilitéat der Farbstoffe
durch Gap Junctions - zumindest in vitro - nicht primér von ihrer Ladung abhangig
ist. Der wie Carboxyfluorescein ebenfalls anionische Farbstoff Lucifer Yellow
zeigte in vitro ausschlie3lich eine interendotheliale Ausbreitung, obwohl Ladung
und Molekilgro3e &hnlich zu Carboxyfluorescein sind. Die Autoren sehen eine
mogliche Erklarung fur die ausschlie3lich endothelial-homozellulare Kopplung
von Lucifer Yellow in der Bindung von Sulfatgruppen an glattmuskulare Gap
Junctions, was zu einer selektiven Blockade der Ausbreitung fihrt. Die
Diskrepanz zwischen der Arbeit von Little et al. und der vorliegenden Arbeit im
Falle von Carboxyfluorescein kdnnte in Unterschieden zwischen den Spezies,
dem untersuchten Gefal3bett, der Gefal3gréfde oder aber zwischen in vitro- und in
vivo-Bedingungen liegen. Ein eindrucksvolles Beispiel fir letzteres zeigen
Befunde an Arteriolen des Backentaschenmuskels von Hamstern. Wahrend Xia
et al. an isolierten Arteriolen Hinweise fir eine elektrische myoendotheliale
Kopplung fanden, konnten Welsh und Segal unter in vivo-Bedingungen diese
myoendotheliale Kopplung nicht bestatigen (Xia et al., 1995; Welsh und Segal,
1998). Es scheint als ware die myoendotheliale Kopplung dynamisch reguliert, im
Vergleich zu einer eher wenig regulierten homozellularen Kopplung. Hier kbnnten

aktive Prozesse, die die Leitfahigkeit von Gap Junctions z. B. durch
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Phosphorylierung regulieren oder den Ein- und Ausbau von Gap Junctions in die
Membran beeinflussen, verantwortlich sein. Takano et al. konnten an isolierten
Mesenterialarterien von Ratten zeigen, dass sich der injizierte Farbstoff
Propidiumiodid zwischen Endothelzellen gut und nur in seltenen Fallen zwischen
glatten Muskelzellen ausbreitete. Jedoch registrierten sie teilweise auch eine
heterozellulare Farbstoffausbreitung, was zumindest auf eine abgeschwachte
myoendotheliale Kopplung hinweist (Takano et al., 2004). Zu betonen ist jedoch,
dass die elektrische Kopplung nicht zwangslaufig mit der Farbstoffkopplung
korreliert. Bei vorhandener myoendothelialer Farbstoffkopplung kann eine
elektrische myoendotheliale Kopplung fehlen (Bény et al., 1997). Umgekehrt
kann eine elektrische myoendotheliale Kopplung vorhanden sein, ohne dass
Endothelzellen und glatte Muskelzellen eine heterozellulare Farbstoffkopplung
zeigen (Bény, 1990; Kwak und Jongsma, 1996; Emerson und Segal, 2000a;
Coleman et al., 2001a). Die Abweichung hangt moglicherweise mit der
Permselektivitdt  bestimmter Gap  Junctions fir lonen  gegenuber
Farbstoffmolekilen zusammen (Veenstra et al., 1995; Brink et al., 1996) und
spiegelt sich auch in unterschiedlichen Begriffen wider: Permeabilitat als
Ausdruck der Diffusion tber Gap Junctions und Leitfahigkeit als Ausdruck der
elektrischen Kopplung. Permeabilitdt konnte somit ein Korrelat der Diffusion von
second messenger (z.B. IP3) darstellen (Lamboley et. al., 2005). Fasst man die
Befunde der Farbstoffkopplung in der Mikrozirkulation der verschiedenen Autoren
zusammen, so ist die homozellulare Kopplung von Endothelzellen meist gut
ausgepragt, wahrend sich die heterozellulare und die homozellulér-
glattmuskulare Kopplung heterogen darstellen. Da die Farbstoffkopplung von
mehreren Faktoren wie z. B. der MolekllgroRe oder Ladung der Substanz
abhangt und folglich sehr variabel ist, ist die Permeabilitdt kein gutes Mal3 fur die
elektrische Kopplung. Die Farbstoffkopplung darf nicht als alleiniger Maf3stab fur
die zellulare Kopplung herangezogen werden, sondern muss in Zusammenhang
mit elektrophysiologischen Befunden, die die Leitfahigkeit darstellen, wie sie in
dieser Arbeit durch Messungen des Membranpotentials erhoben wurden,

gesehen werden.?

Das Membranpotential von Zellen wird von intra- und extrazellularen

lonenkonzentrationen, passiven und aktiven lonenfliissen tber die Membran und
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der Zufuhr von ATP bestimmt. In Arteriolen der Mikrozirkulation korreliert das
Membranpotential der glatten Muskelzellen mit dem Gefafldtonus. Ein negativeres
Membranpotential von glatten Muskelzellen geht mit einer Vasodilatation einher,
eine positiveres Membranpotential mit einer Vasokonstriktion. Effektoren sind
hierbei spannungssensitive Ca®'-Kanale, die bei einer Depolarisation einen
vermehrten Ca?*-Einstrom erlauben. Eine Anderung des Membranpotentials in
Endothelzellen kdnnte Uber myoendotheliale Kopplung das Membranpotential der
glatten Muskelzellen beeinflussen. Umgekehrt kénnten glatte Muskelzellen tGber
eine myoendotheliale Kopplung eine Riickmeldung tber den Kontraktionszustand
vermitteln, so dass die endothelabhangige Tonusregulation im Sinne einer

wechselseitigen Beeinflussung der Gefal3zellen reguliert werden kdnnte.

Zunéchst wurde das Membranpotential von Endothelzellen und glatten
Muskelzellen in vivo mittels intrazellularer Mikroelektroden gemessen. Durch die
Stabilisierungsphase des Potentials von ca. 30 s wurden Registrierungen z. B.
durch mechanisch irritierte oder rupturierte Zellen, die sich in einem instabilen
Potential durch einen stetigen Potentialverlust aufl3erten, ausgeschlossen. Die
Messungen ergaben, dass das Membranpotential von Endothelzellen signifikant
negativer war als das der glatten Muskelzellen @bbildung 3.2). Dies ist ein
erster Hinweis auf eine eingeschrénkte elektrische myoendotheliale Kopplung in
vivo, denn bei ausgepragter Kopplung im Sinne eines elektrischen Synzytiums
ware kein Potentialunterschied zwischen den Zellen zu erwarten. Bény et al.
konnten an Koronararterien von Schweinen in vivo zeigen, dass Endothelzellen
und glatte Muskelzellen nicht farbstoffgekoppelt waren. Zudem fand sich ein
signifikanter Unterschied der Membranpotentiale, wenngleich die glatten
Muskelzellen starker hyperpolarisiert waren als die Endothelzellen (Bény, 1990).
Befunde von Segal und Bény an Arteriolen des Backentaschenmuskels von
Hamstern in vivo zeigten einen tendenziellen Unterschied der Membranpotentiale
mit starker hyperpolarisierten Endothelzellen (Segal und Bény, 1992). Betrachtet
man einige Arbeiten die unter in vitro Bedingungen durchgefiihrt wurden, so
zeigen sich dort meist identische Ruhemembranpotentiale von glatten
Muskelzellen und Endothelzellen (Xia et al.,, 1995; Coleman et al., 2001a;
Emerson und Segal, 2000a; Takano et al., 2004). Hierbei stellt sich erneut die

Frage, ob in vivo eine aktive Regulation der myoendothelialen Kopplung
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stattfindet. Zudem lasst sich bei Befunden, die in vivo erhoben wurden (Bény,
1990; Welsh und Segal, 1998, 2000; Crane et al., 2004), erkennen, dass sich die
gemessenen Membranpotentiale in einem starker depolarisierten Bereich
befinden als diejenigen, die unter in vitro Bedingungen registriert wurden (Knot
und Nelson, 1995; Xia und Duling, 1995; Xia et al., 1995; Hirst et al., 1997;
Coleman et al., 2001). Grunde hierfir sind zum einen, dass Arteriolen in vivo
physiologischem transmuralen Druck, Blutfluss und Wandschubspannung
ausgesetzt sind, was per se zu einer starkeren Depolarisation der Zellen fuhrt
(Harder, 1984). Zum anderen kann die Praparation von Arteriolen fir
Beobachtungen in vitro zu negativeren Membranpotentialen fiihren. Schliel3lich
kann auch eine unterschiedliche O»- und CO.-Spannung sowie die
Elektrolytzusammensetzung oder der pHWert in den Superfusaten den Tonus
und damit das Membranpotential der Gefalie beeinflussen. Die
Hauptdeterminante des Membranpotentials der meisten Zelltypen ist eine basale
K*-Leitfahigkeit. Die Expression von K*-Kanadlen kann jedoch betrachtlich
zwischen verschiedenen Spezies und Gefal3en variieren. Beispielsweise konnten
einwarts-gleichrichtende K'-Kanale (Kig) in frisch isolierten Endothelzellen aus
Koronargefal3en von Meerschweinchen nachgewiesen werden (von Beckerath et
al., 1996), wahrend sie bei Untersuchungen von Dittrich und Daut im gleichen
GefaRbett nicht exprimiert waren (Dittrich und Daut, 1999). Neben Ca®*-
abhangigen K'-Kanalen sind an der Regulation des Membranpotentials auch
andere Kandle wie beispielsweise spannungsabhéngige K*-Kaniale (Ky), CI-
Kandle oder Ca®-Kanile beteiligt (Jackson, 2000; Jackson, 2005). Die
heterogene Expression dieser lonenkandle tragt folglich auch zur hohen

Variabilitat des Membranpotentials in vaskularen Zellen bei.

4.2  Effekt der lokalen Applikation vasoaktiver Substanzen auf das

Membranpotential von Endothelzellen und glatten Muskelzellen

Die glattmuskulare Hyperpolarisation ist ein wesentlicher Bestandteil der
endothelabhangigen Dilatation, die durch einen ,EDHF-Mechanismus” mediiert
wird. Spannungsabhangige Ca?*-Kanale in glatten Muskelzellen schlieRen sich in

Folge einer Membranhyperpolarisation, der Ca®"-Einstrom in die Zellen wird
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reduziert und eine Relaxation resultiert (Sobey, 2001). Gegenstand aktueller
Diskussionen ist die Frage, ob die Hyperpolarisation durch direkten Stromtransfer
via myoendothelialer Gap Junctions von Endothelzellen auf glatte Muskelzellen
ubertragen wird, oder ob eine Hyperpolarisation nach Ubertragung eines
diffusiblen chemischen Faktors induziert wird. In zahlreichen Arbeiten konnte
gezeigt werden, dass sich Hyperpolarisationen mit verschiedenen Substanzen
auslésen lassen. Zu den dabei am haufigsten verwendeten Stimuli gehoren
Acetylcholin und Bradykinin (Chen und Cheung, 1992; Nakashima et al., 1993;
Welsh und Segal, 1998; Edwards et al., 1998; 2000), EETs (Campbell et al.,
1996; Li und Campbell, 1997; Gebremedhin et al., 1998) oder Substanz P (Bény
und Brunet, 1988; Keeble et al., 2005).

In diesem Teil der Arbeit sollte geprift werden, ob sich mit Acetylcholin
Hyperpolarisationen in  Endothelzellen und glatten Muskelzellen von
Widerstandsarteriolen in vivo induzieren lassen. Die Analyse von Amplitude und
Dauer der Hyperpolarisationen sollte weitere Hinweise auf die myoenotheliale
Kopplung in vivo liefern. Acetylcholin ist eine Substanz, die sich aufgrund ihres
physiologischen Vorkommens und der langjahrigen Verwendung in der
Kreislaufforschung als besonders vorteilhaft erweist. Neben der Wirkung z. B. als
Transmitter an der neuromuskuléaren Endplatte, in vegetativen Ganglien und in
der Ubertragung vom Parasympathikus zum Organ, fihrt Acetylcholin zur
rezeptorvermittelten Stimulation des Endothels. Das Membranpotential wurde in
Endothelzellen bzw. glatten Muskelzellen registriert und die Arteriole nach einer
Stabilisierungsphase von 30 s mit Acetylcholin stimuliert. Hohere lokale ACh-
Konzentrationen wurden durch Verlangerung der Ejektionsdauer aus der
Mikropipette erzielt. Sowohl Endothelzellen als auch glatte Muskelzellen zeigten
deutliche Hyperpolarisationen nach ACh-Stimulation (Abbildungen 3.5 und 3.8).
Zunachst erfolgte ein sehr rascher Abfall des Membranpotentials, die Rickkehr
zum Ausgangshiveau erfolgte langsamer, aber stetig. In beiden Zelltypen flhrten
ansteigende ACh-Konzentrationen am Stimulationsort zu einer Zunahme der
Amplitude und der Dauer der Hyperpolarisation. Bei den jeweils gleich hohen
ACh-Konzentrationen war jedoch die Amplitude der Hyperpolarisation in
Endothelzellen groRer als in glatten Muskelzellen (Abbildung 3.10). Das

Maximum der Hyperpolarisation wurde in beiden Zellarten unabhéangig von der
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ACh-Konzentration jeweils gleich schnell erreicht. Dies ist ein Hinweis darauf,
dass in Endothelzellen und glatten Muskelzellen ahnliche lonenkanale aktiviert
werden, die zur Hyperpolarisation flihren. Tendenziell war die Dauer der
Hyperpolarisation in glatten Muskelzellen kirzer als in Endothelzellen, bei
mittlerer ACh-Konzentration war der Unterschied signifikant (Abbildung 3.9).

Crane et al. zeigten an Arteriolen im Backentaschenmuskel von Hamstern
in vivo, dass die Hyperpolarisation in Endothelzellen signifikant kiirzer dauerte als
in glatten Muskelzellen (Crane et al., 2004). Sie erklarten dies durch einen langer
anhaltenden Effekt von EDHF am glatten Muskel, der zu einer langer
anhaltenden Offnung von K*-Kanalen und/oder Na'/K'-ATPase-Aktivitat fiihrt,
welches die Aktivitat von Acetylcholin im Endothel Uberdauert. Auch Welsh und
Segal regqistrierten im selben Gefal3bett von Hamstern in vivo eine beinahe
doppelt so lang andauernde elektrische Antwort in glatten Muskelzellen im
Vergleich zu Endothelzellen nach AChStimulation (Welsh und Segal, 1998).
Welsh und Segal werteten die unterschiedliche elektrische Antwort der Zellen auf
Acetylcholin als einen Hinweis flr eine schlechte myoendotheliale Kopplung der
Zellen. Auch in der vorliegenden Arbeit war die Dauer der Hyperpolarisation in
Endothelzellen und glatten Muskelzellen verschieden, was daher auch auf eine
schlechte oder nicht vorhandene Kopplung hinweist. Weshalb in den zitierten
Experimenten die Dauer der Hyperpolarisation in glatten Muskelzellen langer war
als in Endothelzellen, also umgekehrt zu den Befunden dieser Arbeit, bleibt
spekulativ, mag jedoch spezifisch fir dieses Gefal3bett oder die Spezies sein.
Dies konnte beispielsweise durch unterschiedliche Substanzen, die das Substrat
,EDHF" darstellen, bedingt sein, wenn diese chemisch verschiedenen
Substanzen unterschiedliche Halbwertszeiten besitzen. Im Gegensatz zu in vivo-
Experimenten wurden bei Untersuchungen in vitro meist keine Unterschiede in
der Hyperpolarisationsdauer zwischen Endothelzellen und glatten Muskelzellen

registriert.

Eindeutiger als der Unterschied in der Dauer der Hyperpolarisation nach
Stimulation mit Acetylcholin war der Unterschied in der Amplitude zwischen den
Zelltypen. Bei mittleren und héheren ACh-Konzentrationen war die Amplitude der

Hyperpolarisation in Endothelzellen groRer als in glatten Muskelzellen. Bei
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ausgepragter myoendothelialer Kopplung wirde man erwarten, dass die
Amplitude der Hyperpolarisation bei gleicher Stimulationsdauer in Endothelzellen
und glatten Muskelzellen gleich grol3 waren. Die signifikant kleinere Amplitude in
glatten Muskelzellen konnte einerseits bedingt sein durch einen hohen
myoendothelialen Widerstand, sodass die Amplitude der Endothelzellen nur mit
einem deutlichen Verlust auf die glatten Muskelzellen Ubertragen wird.
Andererseits konnte ein loslicher Faktor im Sinne eines EDHF eine geringere
Amplitude in glatten Muskelzellen auslosen. Untersuchungen in vitro zeigten in
der Amplitude der Hyperpolarisationen keine Unterschiede zwischen
Endothelzellen und glatten Muskelzellen (Emerson und Segal, 2000a). Die
Diskrepanz zwischen in vitro und in vivo Befunden ist mdglicherweise bedingt
dadurch, dass in vitro meist gréRere GefalRe untersucht werden. Das Vorkommen
myoendothelialer Gap Junctions variiert mit der Gefal3groRe und zeigt eine
heterogene Verteilung (Sandow und Hill, 2000; Sandow et al., 2004).
Andererseits kbnnen in vivo, wie bereits erwahnt, aktive Prozesse die

myoendotheliale Kopplung regulieren.

Zu diesen Mechanismen muss man in erster Linie den Blutfluss und die
Wandschubspannung €hear stress) zahlen, die in in vitro Untersuchungen fir
gewohnlich fehlen (siehe 4.3). Dehnung der Gefallwand oder pulsatile
Druckanderung, die hauptsachlich vertikal zu den Endothelzellen ausgerichtet
sind, oder Schubspannung (shear stress), als tangentiale Kraft aufgrund des
Blutflusses, sind mechanische Stimuli, die von Endothelzellen wahrgenommen
werden konnen. Viele endotheliale Antworten werden durch Anderungen von
Blutfluss und Blutdruck moduliert: die Sekretion von Prostaglandinen und NO, die
Expression von Proteinen wie tPA oder zahlreichen Adhaesionsmolekilen,
Wachstumsfaktoren, Anderungen des Zytoskeletts et cetera. Die Frage, wie
Endothelzellen mechanische Stimuli wahrnehmen kénnen, was also der Sensor
ist, ist Gegenstand aktueller Untersuchungen. Es konnten beispielsweise
lonenkanéle als Mechanosensoren dienen und mechanische Krafte in elektrische
Antworten umsetzen. Es konnte gezeigt werden, dass durch mechanische
Dehnung der Zellmembran einige unselektive lonenkanéle ihre Leitfahigkeit fur
monovalente Kationen, oder Ca®* und Ba** erhéhen. Der dadurch resultierende

2+]i

Anstieg des [Ca“]; ist ausreichend, um z.B. BKca zu aktivieren und die Membran
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zu hyperpolarisieren (Hoyer et al., 1994; Popp et al., 1992). Anderungen der
Schubspannung aufgrund von pulsatilem Fluss oder Anderungen der Viskositat
konnen ebenfalls zur Aktivierung von SKca- und BKca-Kanalen fuhren (Daut et al.,
1994; Davies, 1995; Davies und Barbee 1994). Vor kurzem konnten Qiu et al.
unterschiedliche Effekte von phasisch-wechselnder (pulsatiler)
Wandschubspannung (shear stress) im Vergleich zu statisch-kontinuierlicher
Wandschubspannung auf das endotheliale Membranpotential nachweisen. Darin
zeigte sich, dass Kcg-abhangige Hyperpolarisationen durch pulsatile
Wandschubspannung getriggert werden und so zur Vasorelaxation fuhren.
Hingegen resultierte statische Wandschubspannung in  Cl-abhéangiger
Depolarisation der Endothelzellen (Qiu et al, 2003). Daneben scheinen
verschiedene andere lonenkanale wie z.B. spannungsabhangige K*-Kanéle (Fan
und Walsh, 1999) oder Cl-Kandale (Barakat et al., 1999; Nakao et al., 1999) eine
Bedeutung bei der Wahrnehmung von mechanischen Stimuli zu haben.
Mechanosensible Kanéle sind jedoch noch nicht molekular identifiziert und auch
die Signaltransduktion vom mechanischen Stimuus zum Offnen und SchlieRen
oder der Modulation der betreffenden lonenkanéle ist derzeit noch nicht
hinreichend geklart. Durch diese mechanischen Stimuli konnte das
Membranpotential in Endothelzellen in vivo starker hyperpolarisiert sein und so
die myoendotheliale Kopplung beeinflusst werden. AufRerdem kdnnte aktiven
Regulationsmechanismen eine grol3e Bedeutung bei der myoendothelialen
Kopplung in vivo zukommen, die in vitro fehlen. So konnte gezeigt werden, dass
(myoendotheliale) Gap Junctions tUber second messenger wie CAMP oder EETs
in ihrer Leitfahigkeit reguliert werden (Griffith et al., 2002; Popp et al., 2002).
Nicht nur aktive Regulationsmechanismen konnten die Ursache fir den
beobachteten Unterschied sein, sondern das Fehlen einer ausgepragten
myoendothelialen Kopplung kann auch spezifisch fur dieses Gefal3bett im
Cremastermuskel der Maus sein. Die meisten Daten, die eine gute Kopplung
zeigen, wurden in vitro in anderen Gefal3betten erhoben. Schlielilich Iasst sich
auch nicht vollig ausschlieBen, dass die vorsichtige Préaparation der Arteriolen
vom umgebenden Skelettmuskel, die fur die Membranpotentialmessung eine
Voraussetzung ist, oder das Eindringen der Mikroelektrode in die Zellen zu einer
myoendothelialen Entkopplung fihrte. Jedoch spricht die Tatsache, dass

Endothelzellen nach Stimulation der Arteriole mit Acetylcholin an einer entfernten
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Stelle hyperpolarisierten gegen eine vollstandige Entkopplung der gemessenen

Endothelzellen von den sie umgebenden Zellen (siehe 4.4).

Die Daten dieser Arbeit legen nahe, dass das Membranpotential von
glatten Muskelzellen in vivo offensichtlich nicht durch direkten Stromtransfer von
Endothelzellen geregelt wird. Dies schliel3t jedoch nicht aus, dass beispielsweise
Kalzium oder andere Botenstoffe als Antwort auf intrazellulare Erh6hung des
Kalziums oder auf Hyperpolarisationen Uber homo- oder heterozellulare Gap
Junctions Ubertragen werden (Taylor et al., 2003). Mdglicherweise wird die
Ubertragung von elektrischem Strom und von Botenstoffen durch verschiedene
Mechanismen reguliert (Figueroa et al., 2004). In Versuchen, in denen die Zellen
mit Halothan oder Heptanol entkoppelt wurden, konnten endothelabhangige
Hyperpolarisationen in glatten GefalBmuskelzellen nicht blockiert werden (Bény
und Pacicca, 1994; Béeny und Chabaud, 1996; Zygmunt und Hogestatt, 1996).
Andererseits liegen Daten vor, die zeigen, dass spezifischere Gap Junction-
Blocker wie die Connexin-mimetischen Peptide (z.B. Gap 26 oder Gap 27)
endothelabhangige VSM-Hyperpolarisationen abschwéachen kénnen (Dora et al.,
1999; Ujiie et al., 2003). Diese kurzen synthetischen Peptide, die homolog zu
unterschiedlichen Domé&nen der Connexine sind, storen durch kleine
Abweichungen in ihrer Aminosauresequenz die Funktion der Gap Junctions.
Wichtig scheint auch hier die GefaRgrofRe zu sein, denn je kleiner das Gefal,
desto groRRer die Anzahl der myoendothelialen Gap Junctions (Sandow und Hill,
2000). Elektronenmikroskopisch konnte von Sandow et al. nachgewiesen
werden, dass das Ausbleiben einer Antwort von glatten Muskelzellen auf eine
ACh-induzierte endotheliale Hyperpolarisation mit einem Fehlen von

myoendothelialen Gap Junctions korreliert (Sandow et al., 2002).

Die endotheliale  Hyperpolarisation ist also offensichtlich ein
entscheidender Faktor. Schon 1980 zeigten Furchgott und Zawadzki in ihrer
bahnbrechenden Arbeit, dass Acetylcholin nur in Anwesenheit eines intakten
Endothels zu einer Dilatation fuhrt (Furchgott und Zawadzki, 1980). Acetylcholin
wird deshalb als endothelabhéngiger Dilatator bezeichnet. Dabei sind mehrere
Mechanismen an der endothelvermittelten Dilatation beteiligt. Zundchst kommt
2+]

dem Anstieg der intrazellularen Kalzium-Konzentration ([Ca“'];) in Endothelzellen
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eine zentrale Rolle zu. Der voriibergehende Anstieg von [Ca®7 fihrt in
Endothelzellen durch die Offnung von Ca**-aktivierten K*-Kanadlen zu einer
Hyperpolarisation. Da eine Senkung der extrazellularen Ca®*-Konzentration, die

Pufferung der [Ca®]

-Erhéhung mit einem Chelator oder die Blockade des
kapazitiven Ca®*-Eintrittes (siehe unten) mit 2-APB (2-Aminoethoxydiphenyl) eine
Abschwachung der EDHF-vermittelten Antwort zur Folge hat, lasst sich
schlieBen, dass der Anstieg von endothelialem [Ca®']; einen entscheidenden
initialen Schritt darstellt (Chen und Suzuki, 1990; Marchenko und Sage, 1993;
Frieden et al., 1999; Ohashi et al., 1999; Iwasaki et al., 2001). Der endotheliale
[Ca**]-Anstieg kann durch Agonisten wie Acetylcholin oder Bradykinin
rezeptorabhéngig ausgelost werden (Luckhoff et al., 1988; Johns et al., 1988),
oder auch rezeptorunabhéangig induziert werden. Letzteres kann durch
Applikation von Ca®*-lonophoren oder durch die Gabe von Inhibitoren der
sarkoplasmatischen Ca®*-ATPase (Thapsigargin oder Zyklopiazonsaure) erreicht
werden (llliano et al., 1992; Fukao et al., 1995). Ob bei dem rezeptorabhéangigen
[Ca?]-Anstieg Ca?* aus den Speichern des Endoplasmatischen Retikulums nach
Aktivierung der Phospholipase C (PLC) und Freisetzung von Inositol-1,4,5-
trisphosphat (IP3) (Fleming et al.,, 1996), direkter mechanischer Kopplung mit
dem IP3-Rezeptor (Kiselyov et al., 1998), oder uber einen I6slichen zytosolischen
JKalzium-Influx-Faktor* erfolgt (Trepakova et al.,, 2000), oder ob weitere
Mechanismen (Ma et al.,, 2001) daran beteiligt sind (wie die fir Kationen
permeablen TRP-(,transient rezeptor potential“) Kanéle in Endothelzellen (Nilius
et al., 2003)), ist derzeit noch nicht abschlieRend geklart. Es gibt jedoch sehr gute
Belege dafiir, dass durch einen kapazitiven Ca?*-Einstrom tiber Membrankanéle,
deren Funktionalitit eng mit der Entleerung von Ca®'-Speichern aus dem
Sarkoplasmatischen Retikulum verbunden ist, die Offnung von Kcs-Kanélen
gefordert wird (Marchenko und Sage, 1993; Sedova et al., 2000; Nilius und
Droogmans, 2001). Wahrend BKcs-Kanéle einerseits Uber den Anstieg des
inrazellularen Ca®*, andererseits iber das Membranpotential aktiviert werden
konnen, sind SKcsy-Kanale nicht spannungssensitiv (Nilius und Droogmanns,
2001). Der endotheliale Ca®"-Anstieg kann nicht nur Kanile, sondern auch

Enzyme aktivieren.
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Bekannt ist, dass Acetylcholin die endotheliale NO-Synthase stimuliert, die
aus L-Arginin NO abspaltet und L-Citrullin bildet (Palmer et al., 1988). NO
diffundiert zum glatten Muskel und stimuliert dort die l6sliche Guanylatzyklase
(sGC) (Stone und Marletta, 1996), die aus dem Substrat GTP zyklisches GMP
(cGMP) produziert (Koesling et al., 1990). Der intrazellulare Botenstoff cGMP
kann mit verschiedenen Proteinen reagieren. Im Falle der Aktivierung der
Proteinkinase G (cGMP abhangige Proteinkinase, cGK) durch cGMP werden
verschiedene Proteine phosphoryliert, was zu einem Abfall der intrazellularen
Ca?*-Konzentration fiihrt und der glatte Muskel relaxiert. In Saugetieren wurden
bisher drei Formen der NO-Synthase isoliert: die neuronale NOS (nNOS), die
endotheliale NOS (eNOS) und die induzierbare NOS (iNOS). Eine dominierende
Rolle bei der Tonusregulation spielt die konstitutiv exprimierte eNOS (Dudzinski
et al., 2006). Um zu untersuchen, inwieweit NO bei der ACh-induzierten
Hyperpolarisation beteiligt ist, wurden zwei verschiedene Ansatze gepriift. Einmal
wurde statt Acetylcholin SNP, ein NO-Donor, zur lokalen Stimulation verwendet
und das Membranpotential in Endothelzellen und glatten Muskelzellen registriert.
Andererseits sollte im Praparat von Mausen (die fir die eNOS defizient waren,
eNOS™) geprift werden, ob sich mit Acetylcholin Hyperpolarisationen in

Endothelzellen und glatten Muskelzellen auslésen lassen.

Wurden die GefaRe lokal mit SNP stimuliert, so zeigte sich in den
Endothelzellen eine geringe, jedoch signifikante Hyperpolarisation. Unterscheidet
man nach der SNP-Konzentration so wird deutlich, dass nur mit sehr hohen SNP-
Konzentrationen eine signifikante Hyperpolarisation in Endothelzellen auszulésen
war. Wurden dieselben Gefal3e mit Acetylcholin stimuliert, so war die Amplitude
der Hyperpolarisation mehrfach hoher im Vergleich zur SNP-Stimulation. Das
Membranpotential von glatten Muskelzellen zeigte nach SNP-Stimulation keine
signifikante Anderung. Auch hier konnten in der Kontrolle mit Acetylcholin
Hyperpolarisationen in glatten Muskelzellen gemessen werden, was die Intaktheit
des glatten Muskels anzeigt. Dies verdeutlicht, dass NO selbst keine
Hyperpolarisationen (mit Ausnahme der schwachen Hyperpolarisationen bei
hoher SNP-Konzentration in Endothelzellen) in den hier untersuchten
Gefal3zellen auslost und damit im Sinne der klassischen Definition kein EDHF ist.

Zwar gibt es Arbeiten die zeigen, dass bei sehr hohen NO-Konzentrationen BKc,-
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Kanale entweder direkt (Bolotina et al., 1994) oder tber einen cGMP abhangigen
Mechanismus (Archer et al., 1994; Sausbier et al., 2000) aktiviert werden kdnnen.
Dies scheint aber nur in wenigen Gefal3en oder bei sehr hohen NO-
Konzentrationen relevant zu sein. Umgekehrt lasst sich vermuten, dass
Acetylcholin nicht Gber NO zur endothelabhangigen Hyperpolarisation fiihrt. Dies
konnte weiter verifiziert werden in Versuchen an eNOS™- und cGKI"-Mé&usen, bei
denen Anderungen des arteriolaren GefaRdurchmessers in demselben GefaRbett
in vivo gemessen wurden. Dabei zeigte sich, dass der NO/cGMP/cGKI-Signalweg
fur die ACh-induzierte Dilatation nicht essentiell ist. In diesen Gefal3en fiihrte
auch Indometacin, das die Zyklooxygenase und damit die Prostaglandin-Bildung
hemmt, zu keiner Abschwéchung der ACh-induzierten Dilatationen. Da jedoch
Iberiotoxin, ein BKca-Kanalblocker, die Dilatationen signifikant schwachte, lasst
sich schlieRen, dass Acetylcholin eine EDHF-Aktivitat durch das Offnen von
BKca-Kanédlen mit konsekutiver Hyperpolarisation und Relaxation der glatten

Muskelzellen initiiert (Koeppen et al., 2004).

Wurden eNOS-defiziente (eNOS™) Mause lokal mit Acetylcholin stimuliert,
konnten in Endothelzellen robuste Hyperpolarisationen registriert werden
(Abbildung 3.14). Diese unterschieden sich bei vergleichbarer ACh-
Konzentration nicht signifikant vom Kontrollkollektivder C57BL/6-M&use. Auch in
glatten Muskelzellen der eNOS”-Tiere konnten nach ACh-Stimulation
Hyperpolarisationen erfasst werden. Jedoch wurden insgesamt zu wenige Zellen
gemessen, um einen sinnvollen statistischen Vergleich zu fihren. Diese Befunde
verdeutlichen, dass die von endothelabhdngigen Agonisten (Acetylcholin)
ausgelosten Hyperpolarisationen in Endothelzellen und glatten Muskelzellen
unabhangig von der endothelialen NO-Produktion sind. Huang et al., die
ebenfalls eNOS-defiziente Mé&use untersucht hatten, konnten ebenfalls zeigen,
dass ACh-induzierte Hyperpolarisationen EDHF-mediiert sind (Huang et al.,
2000). Auch Befunde in vitro zeigten Hyperpolarisationen, die unabhangig von

NO und Prostaglandinen (Hutcheson et al., 1999) waren.

Zusammengefasst zeigen diese Befunde, dass EDHF in den
Widerstandsgefal3en der Mikrozirkulation auf3erordentlich wichtig ist. Bel
fehlender basaler NO-Produktion in eNOS” Mausen kann EDHF die
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Tonusregulation moglicherweise kompensieren (Nishikawa et al., 2000). Es gibt
Hinweise darauf, dass EDHF mit abnehmendem GefalRdurchmesser an
Bedeutung gewinnt und sogar der wichtigste Mechanismus der
endothelabhangigen Tonusregulation sein kann (Shimokawa et al., 1996). Auch
Prostaglandine koénnen kompensatorisch eine Rolle spielen. So sind
flussabhangige Dilatationen in eNOS”-Mausen durch Prostaglandine mediiert
(Sun et al., 1999, Sun et al., 2006). Die Tatsache, dass NO Antworten vom
EDHF-Typ abschwacht, lasst vermuten, dass in Gefal3en, in denen primar NO die
Dilatationen vermittelt, EDHF die Funktion bei Versagen des NO-Mechanismus
Ubernehmen konnte und im Sinne eines Backup-Mechanismus funktionieren

kann (Bauersachs et al., 1996).

4.3 Lokale Stimulation mit Acetylcholin nach selektiver Blockade von

Kca-Kanéalen

Um die K'-Kanile, die an der Hyperpolarisation in Endothelzellen und
glatten Muskelzellen nach ACh-Stimulation beteiligt sind, zu identifizieren,
wurden spezifische Blocker von Kcgs-Kanédlen eingesetzt. Wie im
vorangegangenen Protokoll wurde lokal mit Acetylcholin stimuliert und jeweils im
selben Praparat vor, sowie nach lokaler Behandlung der GefalRwand mit den
Kanalblockern die Membranpotentiale in Endothelzellen und glatten Muskelzellen

registriert.

Apamin, ein selektiver Blocker von SKcs-Kanélen verhinderte wahrend
ACh-Stimulation komplett die Hyperpolarisationen in Endothelzellen und fihrte in
glatten Muskelzellen zu einer etwas verzogert einsetzenden Hyperpolarisation,
die in ihrer Amplitude jedoch keinen Unterschied zu den Werten vor der
Behandlung mit dem Blocker aufwies (Abbildungen 3.20 und 3.21). Hingegen
waren Hyperpolarisationen in glatten Muskelzellen sowohl nach Charybdotoxin
(ChTx), einem Blocker von BKca- und IK c5-Kénalen, als auch nach Iberiotoxin
(IbTx), einem selektiven BKca-Kanalblocker mit Acetylcholin  nicht mehr
auslosbar: Beide Substanzen blockierten die Hyperpolarisationen in glatten

Muskelzellen komplett. Im Gegensatz dazu wurden die Hyperpolarisationen in
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Endothelzellen nicht abgeschwéacht (Abbildungen 3.16 - 3.19). Nach
Behandlung mit IbTx waren die endothelialen Hyperpolarisationen in ihrer
Amplitude sogar etwas groRRer als in der unbehandelten Kontrolle. Die Tatsache,
dass in glatten Muskelzellen keine Hyperpolarisation bei erhaltener
Hyperpolarisation der Endothelzellen zu detektieren war, zeigt, dass die
Hyperpolarisation der Endothelzellen nicht direkt elektrotonisch via Gap Junctions
in die glatten Muskelzellen Ubertragen wird. Vielmehr scheint ein Faktor beteiligt
zu sein, der zu einer Aktivierung von BKca-Kanalen und zur Hyperpolarisation der
glatten Muskelzellen fihrt. Diese Hypothese wird weiter gestutzt durch die
Beobachtung, dass trotz Blockade der endothelialen Hyperpolarisationen mit
Apamin weiterhin Hyperpolarisationen in glatten Muskelzellen gemessen werden
konnten. Wirde eine rein elektrotonische Ubertragung der endothelialen
Hyperpolarisation in die glatten Muskelzellen erfolgen, so sollte nach Apamin
auch in glatten Muskelzellen keine ACh-induzierten Hyperpolarisation mehr zu
messen sein. Die endothelabhangige Hyperpolarisation in glatten Muskelzellen
hangt offenbar somit nicht unmittelbar von einer Hyperpolarisation der
Endothelzellen ab. In einer Arbeit, in der die mechanischen Antworten im selben
GefalRbett in vivo gemessen wurden, zeigte sich, dass Dilatationen nach ACh-
Stimulation weder (Uber Cytochrom-P450-Monooxygenasen noch Uber
NO/cGMP/cGKI mediiert werden, sondern durch die Aktivierung von Kca-Kanélen
Uber einen ,EDHF* ausgelost werden (Koeppen et al., 2004). Die ACh-
induzierten Dilatationen waren unabhangig von NO und Prostaglandinen, da
Indometacin, ein Zyklooxygenasehemmer und N?-nitro-L-Arginin (L-NA), ein NO-
Synthasehemmer, die ACh-Dilatationen nicht weiter reduzierten. Dagegen
schwéchte IbTx die ACh-induzierten konzentrationsabhangigen Dilatationen
signifikant ab (Siegl et al.,, 2005). Apamin alleine flhrte zwar auch zu einer
Abschwéchung der Dilatationen, die jedoch weniger stark war als nach IbTx.
Apamin und IbTx schwachten die Dilatationen nicht weiter ab als IbTx alleine.
Dies verdeutlicht, dass die Aktivierung von SKca; an der mechanischen Antwort
teilnimmt und offenbar dazu dient, eine Dilatation vom EDHF-Typ zu verstarken.
Der entscheidende Beitrag zur ACh-induzierten Dilatation folgt jedoch aus der
Aktivierung der BKcy-Kanale in glatten Muskelzellen. Wurden diese Kanale
spezifisch blockiert, so war die fur die ACh-induzierte Dilatation entscheidende

Hyperpolarisation der  glatten Muskelzellen vollstandig gehemmt.
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Zusammengefasst  bleibt  festzuhalten, dass BKcs-Kanédle fur die
Hyperpolarisation der glatten Muskelzellen aktiviert werden mussen. Dies
geschieht offensichtlich nicht Gber eine direkte elektrotonische Fortleitung der
Uber SKca-Kandale induzierten Hyperpolarisation in Endothelzellen via Gap
Junctions, sondern uber einen diffusiblen EDHF. Die Identitat eines solchen
Faktors, der zur Aktivierung der BKca-Kanale fuhrt, ist noch nicht bekannt. Die
Komplexitat der Aktivierung von BKca-Kanédlen verdeutlichen verschiedene
Arbeiten in denen beispielsweise Vasodilatatoren, die Uber cGMP- und cAMP-
Kaskaden wirken (Paterno et al., 1996), EETs (Campbell et al., 1996) oder CO
(Wang et al., 1997a; Wang et al.,, 1997b) zur Kanalaktivierung fuhrten. Die
Relevanz von BKcs-Kandlen konnte in einer Funktion als negativer Feedback-
Mechanismus liegen, um eine aktive Vasokonstriktion zu limitieren und so vor
Vasospasmen schitzen. Letzteres unterstitzen Befunde, die in der
Mikrozirkulation im Cremastermuskel von Hamstern erhoben wurden. Dort konnte
gezeigt werden, dass BKcs-Kanale wahrend aktiver Vasokonstriktion auch durch
Noradrenalin oder durch eine erhdhte Sauerstoffspannung aktiviert werden

kénnen und so der Vasokonstriktion entgegenwirken (Jackson und Blair, 1998).

Um zu untersuchen, inwieweit diese Kcy-Kandle einen Beitrag zur
Einstellung des Membranpotentials haben, wurde das Membranpotential vor und
nach Behandlung der GefaRe mit den verschiedenen Kcy-Kanalblockern
verglichen. Das Membranpotential von Endothelzellen wurde von den
verschiedenen K'-Kanalblockern nicht beeinflusst. Charybdotoxin depolarisierte
hingegen die glatten Muskelzellen, wahrend Iberiotoxin und Apamin keinen
Einfluss auf das Membranpotential dieser Zellen hatte. Dabei gilt es zu
beriicksichtigen, dass das Membranpotential bei diesen Untersuchungen nicht
kontinuierlich gemessen wurde und so kleine Anderungen nach Applikation der
Blocker nicht nachgewiesen werden konnen. Der Nachweis von Anderungen ist
zudem erschwert durch die Variation der Membranpotentiale. Erstaunlich ist,
dass ChTx glatte Muskelzellen depolarisierte, IbTx jedoch nicht. Dies deutet
darauf hin, dass vor alem IKcz- und nicht so sehr BKcy-Kandéle basal aktiviert
sind. Um dies genauer beurteilen zu konnen sind allerdings weitere

Untersuchungen erforderlich.
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Die Hyperpolarisation im Endothel auf Acetylcholin ist ganz wesentlich
vermittelt durch Aktivierung von SKcs-Kanédlen. Apamin blockierte die
endothelialen Hyperpolarisationen nach ACh-Stimulation vollstandig, wahrend in
glatten Muskelzellen weiterhin Hyperpolarisationen gemessen werden konnten.
Deren Amplituden verzdgerten sich jedoch im Durchschnitt um 800 ms im
Vergleich zur Kontrolle. Die zeitlich leicht verzégerte Hyperpolarisation in glatten
Muskelzellen nach lokaler Behandlung mit Apamin konnte jedoch ein Hinweis
dafir sein, dass die endotheliale Hyperpolarisation die Freisetzung eines
diffusiblen Faktors, der zur Hyperpolarisation der glatten Muskelzellen fihrt,
beschleunigt. Die differierende Effektivitat der verschiedenen Blocker auf die
ACh-induzierte  Hyperpolarisation zeigt andererseits auch, dass die
myoendotheliale Kopplung in diesem Gefal3bett in vivo nicht ausgepragt ist und
die glattmuskulare Hyperpolarisation nicht elektrotonisch via Gap Junctions aus
Endothelzellen Gbertragen wurde. Es gibt allerdings Hinweise dafir, dass die
Offnungswahrscheinlichkeit von endothelialen Kcs-Kanalen durch Signale aus
den glatten Muskelzellen beeinflusst werden kann. Uber myoendotheliale Gap
Junctions kénnen IP3; oder Ca®-lonen aus aktivierten glatten Muskelzellen in

Endothelzellen diffundieren, dort [Ca®]

erhohen, die Kca-Kanal vermittelte
Hyperpolarisation férdern und Uber eine negative Rickkopplung zu einer
Relaxation der glatten Muskelzelle fihren (Dora et al., 1997; 2000; Yashiro und
Duling 2000; Budel et al., 2001). Theoretisch kdnnte auch die Méglichkeit von
glatten Muskelzellen, die endotheliale Ca?*-Homéostase zu modulieren, zu dem
scheinbaren Paradoxon beitragen, dass Kca-Kanalblocker in isolierten

Y. abschwachen

Endothelzellen eine agonisteninduzierte Erhdhung des [Ca
(Kamouchi et al., 1999), jedoch nicht in intakten Arterien (Yamanaka et al., 1998;

Bolz et al., 1999; Ghisdal und Morel, 2001; Ungvari et al., 2002).

Die Blockade der Hyperpolarisationen in Endothelzellen durch Apamin
unterstreicht Befunde, die zeigen konnten, dass SKca-Kanéle hauptsachlich in
Endothelzellen und nicht in glatten Muskelzellen exprimiert werden (Edwards et
al., 1998; Doughty et al., 1999; Walker et al., 2001). Da in vielen Fallen die
Kombination der Blocker Apamin und Charybdotoxin verwendet wird und oft nur
die Kombination dieser beiden eine endothelabhangige Hyperpolarisation

verhindert, lasst sich vermuten, dass K als EDHF fungieren konnte. Es gibt
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jedoch auch zahlreiche Befunde, die eine Effektivitit von Apamin in
Mesenterialarterien von Hasen und Ratten alleine beschreiben und damit diese
Hypothese widerlegen (Murphy und Brayden, 1995; Chen und Cheung, 1997,
Ayajiki et al., 2000). Unterschiede kdnnten mit der verschiedenen Bedeutung in
den verschiedenen Spezies, Gefal3betten oder in vivo vs. in vitro zu erklaren
sein. An isolierten Mesenterialarteriolen von Mausen konnte durch eine erhdhte
Expression von SK3-Kandlen (ein Subtyp des SKcsp-Kanals) eine
Hyperpolarisation sowohl in Endothelzellen als auch in glatten Muskelzellen,
sowie ein erniedrigter Gefal3tonus gemessen werden (Burnham et al.,, 2002;
Taylor et al., 2003). Die Endothelzellen und glatten Muskelzellen dieser isolierten
Arteriolen waren offenbar besser myoendothelial gekoppelt. Diese Befunde
stellen jedoch den direkten Zusammenhang zwischen Expression von Kca-
Kanédlen und Gefal3tonus und dem Einfluss des Membranpotentials auf das
Membranpotential der glatten Muskelzellen und den Kontraktionszustand heraus.
Was letztlich die Hyperpolarisation und die Dilatation am glatten Muskel ausldst

wurde in der Arbeit nicht weiter untersucht.

Zusammengefasst sind dies die ersten Befunde aus der Mikrozirkulation
des Cremastermuskels von Mausen aus Untersuchungen in vivo, bei der eine
selektive Blockade der Kcy-Kanéle deren unterschiedliche Beteiligung bei der
Antwort auf ACh-Stimulation zeigt. SKcs-Kanadle sind fur die Initiierung der
Hyperpolarisation in Endothelzellen verantwortlich, hingegen haben BKca-Kanéle
ihre Bedeutung fur die Hyperpolarisation der glatten Muskelzellen. Dies ist einer
der wesentlichen Befunde, die unterstreichen, dass zwischen Endothelzellen und
glatten Muskelzellen in der Cremasterzirkulation von Mausen in vivo keine
ausgepragte myoendotheliale Kopplung besteht, da die Hyperpolarisationen in

beiden Zellen tber die Aktivierung verschiedener K c,-Kanéle ausgeldst werden.
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4.4  Ausbreitung ACh-induzierter Hyperpolarisationen entlang der

Arteriolen

Die Ausbreitung vasomotorischer Antworten ermdglicht die Koordinierung
der GefalRantworten und der Perfusionsverteilung im GefaRnetzwerk (Segal und
Duling, 1986; Welsh und Segal, 1997). Im arteriolaren Netzwerk des
Skelettmuskels tragt einerseits die flussinduzierte Dilatation, die bei Erhohung der
Wandschubspannung zu einer endothelialen Produktion von vasodilatatorischen
Autakoiden fuhrt (Pohl et al., 1986; Koller et al., 1994) zur koordinierten Dilatation
bei. Andererseits kdnnen sich vasoaktive Signale auch von Zelle zu Zelle
ausbreiten. In zahlreichen Arbeiten konnte gezeigt werden, dass sich sowohl
lokal induzierte Dilatationen als auch Konstriktionen entlang eines GefalRes
ausbreiten koénnen. Dies wurde mit unterschiedlichen Stimuli gezeigt: mit
rezeptorgebundenen Pharmaka wie Acetylcholin, Bradykinin (de Wit et al., 2000;
Weston et al., 2005), Noradrenalin, Phenylephrin (Welsh und Segal, 1998), nach
lokaler Muskelkontraktion (Segal und Jacobs, 2001) oder lokaler elektrischer
Stimulation von Arteriolen (Emerson und Segal, 2001). Hierbei spielt die

Ausbreitung von lokal ausgeldsten Potentialanderungen eine wesentliche Rolle.

In dieser Arbeit wurde die Ausbreitung von AChinduzierten
Hyperpolarisationen analysiert. Dabei sollte die Fortleitung der Hyperpolarisation
bei unterschiedlicher Stimulationsstarke untersucht, sowie ein Vergleich zwischen
Endothelzellen und glatten Muskelzellen hinsichtlich der Anderung der Amplitude,
der Dauer bis zum Hyperpolarisationsmaximum und der Dauer der
Hyperpolarisation gefuhrt werden. Wie in den vorherigen Experimenten wurde
Acetylcholin Uber eine Mikropipette lokal am untersuchten Gefal3 appliziert. Um
einen konvektiven Transport des Pharmakons mit dem Blutstrom auszuschlie3en
wurde die Stimulationspipette am stromabwaérts gelegenen Ende der frei
praparierten  Arteriole platziert und die Messelektrode relativ  zur
Stimulationspipette verschoben. Bei Stimulation sowohl mit niedriger als auch mit
hoher ACh-Konzentration zeigte sich mit zunehmender Entfernung zur
Stimulationsstelle zwar eine Abnahme der Amplitude der endothelialen
Hyperpolarisationen. Es waren aber auch noch in einer Entfernung von uber

1000 um signifikante Hyperpolarisationen zu messen (Abbildung 3.23 und 3.24).
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Im Gegensatz dazu nahm die Amplitude in glatten Muskelzellen mit
zunehmender Entfernung zur Stimulationsstelle nicht ab. Die Amplituden in
glatten Muskelzellen waren dabei sowohl lokal als auch in der Entfernung stets
Kleiner im Vergleich zu den Amplituden in Endothelzellen. Auffallend war, dass
mit zunehmender Entfernung vom Stimulationsort sowohl die Amplitude als auch
die Dauer der Hyperpolarisation in Endothelzellen abnahmen. Dies zeigt, dass
auch der endothelialen Fortleitung von Membranpotentialanderungen ein
Widerstand entgegengesetzt ist und die homozellulare Kopplung gegebenenfalls
auch aktiv reguliert wird. Die Dauer der Hyperpolarisation in Endothelzellen
anderte sich nicht nur in Abhéangigkeit von der Entfernung sondern auch mit der
applizierten ACh-Dosis: Wurde mit hoher Konzentration stimuliert, war die Dauer
der Hyperpolarisation in allen drei Entfernungen signifikant langer als bei
niedriger Konzentration (Abbildung 3.25). Mit zunehmender Entfernung nahm
die Dauer der Hyperpolarisation bei beiden Konzentrationen signifikant ab. Es
wurden auch Hyperpolarisationen distal von der ACh-Stimulationsstelle
gemessen. Diese wurden jedoch nicht weiter untersucht, da an der distalen
Position ein Beitrag durch einen konvektiven Transport der Substanz an diesen
Ort nicht ausgeschlossen werden konnte. Steinhausen et al. konnten an
Nierenarteriolen in vivo zeigen, dass sich vasomotorische Antworten nach lokaler
elektrischer Stimulation sowohl nach proximal als auch nach distal ausbreiten.
Dabei zeigten sich aber unterschiedliche Langskonstanten (Steinhausen et al.,
1997) und die Langskonstante stromabwarts war mehr als doppelt so grof3 als
stromaufwarts. Dies kann jedoch ein spezifisches Phanomen in Nierenarteriolen
sein, denn Untersuchungen an Arteriolen des Backentaschenmuskels von
Hamstern und des Cremastermuskels von Ratten in vivo zeigten bidirektional

dieselbe Langskonstante (Delashaw und Duling, 1991; Segal, 1991).

Wenn man die verschiedenen mdglichen Signaltransduktionswege
betrachtet, kann nicht entschieden werden, ob die glatten Muskelzellen
homozellular besser gekoppelt sind als Endothelzellen. Mdglicherweise wird das
elektrische Signal priméar Uber die Endothelzellen fortgeleitet und dann utber
myoendotheliale Gap Junctions auf die glatten Muskelzellen lbertragen. Das
Ausmal} einer sekundaren Signalausbreitung auf die glatten Muskelzellen kénnte

dann beispielsweise lber eine aktive Anderung der Leitfahigkeit myoendothelialer
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Gap Junctions gesteuert werden. Unter Bertcksichtigung der vorher
geschilderten Ergebnisse dieser Arbeit, die Hinweise auf eine reduzierte
myoendotheliale Kopplung in der Cremasterzirkulation der Maus in vivo liefern,
ware es vorstellbar, dass das Endothel aufgrund seiner guten homozellularen
Kopplung die Hyperpolarisation elektrotonisch entlang des Gefal3es fortleitet. Die
endotheliale Hyperpolarisation fuhrt dann zur Freisetzung eines EDHFs, der eine
Hyperpolarisation der darunter liegenden glatten Muskelzelle zur Folge hat. Wird
dabei eine bestimmte Schwelle bei der endothelialen Hyperpolarisation
uberschritten, fuhrt dies moglicherweise zur Freisetzung einer stets identischen
Menge eines EDHFs, was die gleich bleibende Amplitude der glattmuskularen
Hyperpolarisation erklaren konnte. Bei einer rein elektrotonischen Fortleitung der
Membranpotentialanderung von Endothelzellen in die glatten Muskelzellen
konnte der Potentialverlust auf eine schlechte myoendotheliale Kopplung
zuruckgefuhrt werden. Ein anderer denkbarer Weg der Signalausbreitung ware,
dass die endothelabhangige Hyperpolarisation im glatten Muskel elektrotonisch
parallel zur Hyperpolarisation der Endothelzellen fortgeleitet wird. Dies wuirde
eine gute homozellulare Kopplung der glatten Muskelzellen voraussetzen,
worlber die Ergebnisse dieser Arbeit jedoch keine Aussage zulassen. Die rasche
Ausbreitung der Hyperpolarisation schlie3t eine Diffusion des Stimulus
Acetylcholin aus. Nach Untersuchungen von Naka, der fur Acetylcholin eine
Diffusionsgeschwindigkeit von 1,0 x 10° cm?s gemessen hat, wiirde die

Signalausbreitung durch reine Diffusion wesentlich langsamer sein (Naka, 1999).

Die einzelnen Signaltransduktionswege konnen sich  zwischen
verschiedenen Spezies und GefaBen unterscheiden. In Arteriolen des
Retraktormuskels in Hamstern zeigten die glatten Muskelzellen eine schlechte
Kopplung, wéhrend Endothelzellen gut miteinander gekoppelt waren (Segal et al.,
1999; Emerson und Segal, 2000a,b). In diesen Experimenten stellten die
Endothelzellen den Hauptweg fur die Fortleitung von
Membranpotentialanderungen dar, die durch Acetylcholin (Emerson und Segal,
2000a) oder Strominjektionen (Emerson und Segal, 2000b) ausgeldst wurden. In
Mesenterialarteriolen von Meerschweinchen konnten Yamamoto et al. zeigen,
dass das Endothel als Weg fir eine elektrotonische Fortleitung mit geringem

Widerstand dient. Wurde eine glatte Muskelzelle mit direkter Strominjektion
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hyperpolarisiert, so zeigte sich mit zunehmender Entfernung rasch eine
Abschwéchung der Amplitude in glatten Muskelzellen, welche einen wesentlich
hoheren interzellularen Widerstand als Endothelzellen aufwiesen (Yamamoto et
al., 2001). Untersuchungen in Arteriolen des Backentaschenmuskels von
Hamstern in vivo zeigten, dass Endothelzellen und glatte Muskelzellen jeweils gut
homozellular, jedoch nicht myoendothelial gekoppelt waren. Die unterschiedliche
Form und Dauer der Hyperpolarisationen in beiden Zellschichten zeigte, dass
Endothelzellen und glatte Muskelzellen in Abhéangigkeit des Stimulus als
getrennte Signaltransduktionswege fungieren konnen (Welsh und Segal, 1998).
In ihren Untersuchungen dauerte die Hyperpolarisation im glatten Muskel fast
doppelt so lange wie in Endothelzellen, was eher fir die Freisetzung eines

EDHFs als fiir eine Ubertragung von elektrischem Strom spricht.

Crane et al. konnten mit Hilfe einer Computersimulation nachweisen, dass
sich Membanpotentialanderungen rein passiv nicht so weit ausbreiten kdnnen
wie man es in Experimenten an Arteriolen, wie in der vorliegenden Arbeit,
beobachtet (Crane et al.,, 2001). Es muissen also offenbar Mechanismen
vorhanden sein, die die Ausbreitung des Signals verstarken. Eine solche
Verstarkung kénnte maglicherweise durch Acetylcholin selbst getriggert werden,
wie es Emerson et al. in ihrer Arbeit zeigten (Emerson et al., 2002). An isolierten
Arterien des Retraktormuskels von Hamstern wurden Hyperpolarisationen nach
ACh-Stimulation tber eine etwa 60% langere Strecke fortgeleitet und hatten auch
eine signifikant gréRere Amplitude als Hyperpolarisationen, die durch elektrische
Stimulation erzeugt wurden. lhrer Meinung nach konnte dies darin begriindet
sein, dass neben der Offnung von Kca-Kanélen, die die Hyperpolarisation
erzeugen, eine durch Acetylcholin getriggerte Erhohung der intrazellularen
Kalzium-Konzentration das Endothel (Busse et al., 1988) zur NO-Produktion und
Steigerung des Arachidonsduremetabolismus stimuliert. Dies wiederum kann den
Membranwiderstand reduzieren und/oder die Offnungswahrscheinlichkeit von
Gap Junctions erhéhen (Lu und McMahon, 1997) und so den
GefalRlangswiderstand herabsetzen (Rose und Loewenstein, 1974). Welsh und
Segal messen in einer Arbeit an Arteriolen des Backentaschenmuskels von
Hamstern NO eine modulierende Rolle bei der EDHF-Hyperpolarisation bei, da

die Hemmung der NO-Synthase zu einem 10%igen Abschwachung der ACh-
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induzierten Hyperpolarisation fuihrte (Welsh und Segal, 2000). Alternativ kdnnte
eine Verstarkung der Antwort auf Acetylcholin auch durch aktive Generierung
eines  zusatzlichen elektrischen  Stroms unter Beteiligung einwarts-
gleichrichtender K*-Kanale (K g) vermittelt werden (Quayle et al., 1997; Nilius und
Droogmans, 2001; Rivers et al., 2001). Kr werden durch Hyperpolarisation und
Erhéhung der der extrazellularen K*-Konzentration aktiviert und fithren durch
zusatzlichen K'-Ausstrom zur Verstarkung der Hyperpolarisation. Eine daneben
diskutierte Mdoglichkeit der Verstarkung ACh-induzierter Hyperpolarisationen ist
das SchlieRen von Kationen-Kanalen, die hauptsachlich fir Na™ leitend sind, wie
es bisweilen in neokortikalen Pyramidenzellen gezeigt werden konnte (Stuart,
1999).

1986 konnten Segal und Duling zum ersten Mal in vivo eine bidirektionale
Ausbreitung einer Vasodilatation nach Stimulation von Arteriolen mit Acetylcholin
im Backentaschenmuskel von Hamstern zeigen (Segal und Duling, 1986). Welsh
und Segal konnten spater den direkten Zusammenhang zwischen einer NO- und
Prostaglandin-unabhangigen Hyperpolarisation glatter Muskelzellen und einer
Vasodilatation sowohl lokal, als auch in der Ferne, demonstrieren, indem sie das
Membranpotential und den GefaRdurchmesser parallel registrierten (Welsh und
Segal, 1998). Es blgten zahlreiche Arbeiten, die zeigen konnten, dass ACh-
induzierte Dilatationen unabhangig von NO und Prostaglandinen sowohl lokal an
der Stimulationsstelle, als auch in gréRerer Entfernung entstehen (Hungerford et
al., 2000; Hoepfl et al., 2000; 2002). Diese Arbeiten betonen zusammen mit den
Befunden der vorliegenden Arbeit die Bedeutung der Fortleitung von
Hyperpolarisationen bei der Ausbreitung von Vasodilatationen. Geht man davon
aus, dass die Ausbreitung der Hyperpolarisation elektrotonisch entlang des
GefalRes erfolgt, so kommt Gap Junctions, die Endothelzellen bzw. glatte
Muskelzellen untereinander koppeln, eine grol3e Bedeutung zu. Mit
verschiedenen Substanzen wie beispielsweise Heptanol (Xia und Duling 1995),
hyperosmolarer Sucroselésung (Cohen et al., 2000) oder R-Glycerrethinsaure
(Murrant und Sarelius, 2000), welche Gap Junctions hemmen, konnte die
Ausbreitung von Dilatationen gehemmt werden. Dass vor allem ein gut
gekoppeltes Endothel bei der Ausbreitung von Dilatationen eine entscheidende

Funktion hat, unterstreichen Untersuchungen in Tieren, die fir das Connexin 40,
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das vor allem Endothelzellen untereinander koppelt (Yeh et al., 1997; Gabriels
und Paul, 1998), defizient sind. So konnten de Wit et al. in der
Cremastermikrozirkulation von Connexin 40-defizienten Mausen eine signifikante
Abschwachung der fortgeleiteten Dilatationen nach ACh-Stimulation gegentber
Wildtyp-Tieren zeigen (de Wit et al., 2000). Die Tatsache, dass dort die
Hemmung der Ausbreitung weniger ausgepragt war, als bei unspezifischen Gap
Junction Hemmern zeigt, dass unterschiedliche Connexine an der Fortleitung
beteiligt sind.

Zusammengefasst zeigen die Ergebnisse, dass sich Hyperpolarisationen
in der Mikrozirkulation des Cremastermuskels von Mausen in vivo Uber eine weite
Strecke ausbreiten und zur Koordination im arteriolaren Netzwerk beitragen. Der
Signalweg konnte zwar nicht eindeutig identifiziert werden, die schlechte
myoendotheliale Kopplung der Arteriolen bei guter Kopplung der Endothelzellen
lasst jedoch auf eine primar elektrotonische Signalausbreitung entlang des
Endothels mit sekundarer Freisetzung eines EDHF schliel3en, wenngleich eine
parallele Signalausbreitung im Endothel und in den glatten Muskelzellen

ebenfalls denkbar ist.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Die bedarfsorientierte Versorgung der einzelnen Organe mit Sauerstoff
und Nahrstoffen ist eine wesentliche Voraussetzung des Organismus, die
eigenen Ressourcen 6konomisch zu nutzen. Dies geschieht effektiv durch eine
Koordination der Gefal3antwort, deren Ursprung in der Mikrozirkulation der
Organe selbst liegt. Die Durchblutung wird gesteigert indem lokal ausgeschuittete
Autakoide und Gewebsmetaboliten zur Gefal3erweiterung in diesem Bereich
fuhren. Eine wesentliche Rolle spielen dabei Prostaglandine, Stickstoffmonoxid
(NO) und ein noch nicht identifizierter Faktor (EDHF), der zu einer
endothelabhangigen Hyperpolarisation des glatten Muskels mit konsekutiver
Relaxation fuhrt und deren Fortleitung entlang des Gefalies eine aufsteigende
Vasodilatation mit Erhéhung der Blutzufuhr beispielsweise zum arbeitenden
Skelettmuskel bedingt. Das Membranpotential der arteriolaren Endothelzellen
und glatten Muskelzellen hat bei dem letztgenannten Mechanismus eine zentrale
Funktion in der Kontrolle des Gefaf3tonus. Fir diese Arbeit wurde eine Methode
entwickelt, die es ermdglicht, in vivo Membranpotentiale und deren Anderung auf
pharmakologische Stimuli sowohl lokal als auch in gréRerer Entfernung in der
Cremastermikrozirkulation von Mausen zu messen. Durch Verwendung
spezifischer Blocker konnten die verschiedenen beteiligten Kca-Kanale

identifiziert werden.

Zunéchst wurde das Membranpotential von Endothelzellen und glatten
Muskelzellen durch direkte Punktion mittels Mikroelektroden bestimmt. Die
verschiedenen Zellen wurden durch Anfarben mit Carboxyfluorescein eindeutig
identifiziert. Das Membranpotential von Endothelzellen war mit einer Differenz
von 10,1 mV signifikant negativer als das der glatten Muskelzellen. Dies und die
Tatsache, dass der Farbstoff sich nicht zwischen den Endothelzellen und glatten
Muskelzellen ausbreitete ist ein erster Hinweis auf eine eingeschrankte

myoendotheliale Kopplung in vivo.

Nach lokaler Applikation von Acetylcholin konnten sowohl in

Endothelzellen als auch in glatten Muskelzellen Hyperpolarisationen ausgelost
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werden, die sich jedoch, im Gegensatz zu Untersuchungen in vitro, in ihrer
Amplitude deutlich voneinander unterschieden. Dies zeigt, dass das
Membranpotential offensichtlich nicht durch direkten Stromtransfer von
Endothelzellen auf glatte Muskelzellen Ubertragen wird, was ein weiterer
Ausdruck einer eingeschrankten myoendothelialen Kopplung in vivo ist. NO ist in
diesen GefalRen kein Akteur im Sinne eines EDHF, da der NO-Donor Sodium-
Nitroprusside (SNP) in glatten Muskelzellen keine Hyperpolarisation ausléste und
sich andererseits die mit Acetylcholin ausgeldosten Hyperpolarisationen in
Endothelzellen und glatten Muskelzellen eNOS-defizienter Tiere nicht vom

Kontrollkollektiv unterschieden.

Durch Applikation verschiedener Kca-Kanalblocker wurde die Beteiligung
der verschiedenen Kcy-Kanale bei der ACh-induzierten Hyperpolarisation
untersucht. Dabei zeigte sich, dass Charybdotoxin (ChTx), ein Blocker von BKca-
und IKc-Kandlen, und Iberiotoxin (IbTx), ein selektiver Blocker von BKca-
Kandlen, die Hyperpolarisation in glatten Muskelzellen vollstdndig blockierte,
wahrend sie keinen Einfluss auf die endotheliale Hyperpolarisation hatten. Im
Gegensatz dazu verhinderte Apamin, ein Blocker von SKcs-Kanélen, nur die
endotheliale Hyperpolarisation, wahrend es zu keiner Abschwachung der
glattmuskularen Hyperpolarisation kam. Somit sind SKcz-Kanéle bei der
endothelialen und BKcs-Kanédle bei der glattmuskularen Hyperpolarisation
beteiligt. Die Beteiligung unterschiedlicher Kc-Kanéle bei der Hyperpolarisation
in beiden Zellen unterstreicht die Hypothese, dass Hyperpolarisationen der
Endothelzellen nicht elektrotonisch auf glatte Muskelzellen Ubertragen werden,
sondern vielmehr ein I@slicher Faktor bei der Aktivierung der Kcs-Kandle in

glatten Muskelzellen beteiligt sein muss.

SchlieRlich wurde die Ausbreitung von Hyperpolarisationen entlang der
Arteriole analysiert, indem Membranpotentialanderungen von Endothelzellen und
glatten Muskelzellen nach Stimulation mit Acetylcholin in verschiedenen
Entfernungen zur Stimulationsstelle gemessen wurden. Zwar nahm mit
zunehmender Entfernung von der Stimulationsstelle die Amplitude der
Hyperpolarisation in beiden Zelltypen ab, jedoch konnten auch noch in grél3eren

Entfernungen signifikante Hyperpolarisationen gemessen werden. Bei der
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Fortleitung der Hyperpolarisation missen Verstarkermechanismen beteiligt sein,
da der Widerstand entlang des Gefales ansonsten bereits nach kurzer Strecke

zu einem Verlust der Membranpotentialanderung fithren wirde.

Diese Befunde zeigen, dass die myoendotheliale Kopplung in den
Arteriolen der Cremastermikrozirkulation in Mausen in vivo nicht ausgepragt ist.
Dafir sprechen die unterschiedlichen Membranpotentiale von Endothelzellen und
glatten Muskelzellen in Ruhe, die fehlende myoendotheliale Farbstoffausbreitung,
die unterschiedlichen Amplituden der Hyperpolarisationen nach Stimulation mit
Acetylcholin und die Beteiligung verschiedener Kcsp-Kandle in beiden Zellen.
Letzteres lasst aul3erdem darauf schlieen, dass die endothelabhangige
Hyperpolarisation durch einen diffusiblen Faktor und nicht durch eine
elektrotonische Ubertragung der Hyperpolarisation von Endothelzellen auf glatte
Muskelzellen vermittelt wird. Die Identifizierung dieses endothelabhangigen
hyperpolarisierenden Faktors (EDHF), der zur Aktivierung der BKca-Kanale in

glatten Muskelzellen fuihrt, erfordert weitere Untersuchungen.
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