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1 Einleitung

Die glatte Muskulatur von BlutgefaRen ist in der Lage zeitlich variable Kontraktionen
auszubilden, die Gber Anderungen des GefaRdurchmessers zur Regulation des Blutflusses
in den versorgten Regionen beitragen. Hierdurch wird durch das GefaRRsystem sowohl
Einfluss auf den systemischen Blutdruck genommen, als auch eine bedarfsgerechte
Perfusion individueller Organe sichergestellt.

Die Regulation des Tonus der vaskularen Muskulatur ist fur den Verlauf vieler Erkrankungen,
wie Dbeispielsweise der arteriellen Hypertonie und deren Folgeerkrankungen, von
entscheidender Bedeutung. Insbesondere zeigt sich dies bei einer kardiovaskularen
Mortalitat von 417,4 pro 100.000 Einwohner im Jahr 2014 [1]. Durch das zunehmende
Verstandnis der Prozesse des glatten Muskels haben sich beispielsweise heute die
sogenannten Calciumantagonisten, die direkt in den Kontraktionsvorgang der glatten
Muskulatur eingreifen, als ,first line“ Therapie der arteriellen Hypertonie etabliert.
Kontraktionen der GefaBRmuskulatur kdnnen durch zentrale Aktivierung des sympathischen
Nervensystems oder durch vasoaktive Hormone ausgelést werden. Dem Gefalisystem
stehen jedoch auch intrinsische Mechanismen zur Verfigung auf lokal veranderte
Gegebenheiten des Blutflusses den Gefaldtonus zu variieren.

Diese Arbeit beschaftigt sich mit der Untersuchung eines dieser intrinsischen Phanomene
unter Zuhilfenahme der Organbadmyographie am Modellpraparat der Mesenterialarterie der
Ratte. Der verwendete Versuchsaufbau und die durchgefiihrten Experimente dienen in
dieser Arbeit der Untersuchung der funktionellen Kopplung der Aktivitdt von glatter
Muskulatur und dem perivaskularen nervalen Netzwerk zur Entstehung autonomer
rhythmischer Kontraktionen der Gefal3strukturen.

Im Folgenden sollen zunachst Formen von autonomer muskularer Aktivitat im vaskularen
Gewebe vorgestellt werden, um dann den Forschungsschwerpunkt dieser Arbeit aus diesem

Kontext herauszuarbeiten.

1.1 Autonome Aktivitat der GefaBmuskulatur

Variationen des Gefalltonus als Folge eines veranderten Blutflusses wurden bereits 1902
von Bayliss postuliert, nachdem er nach der Freigabe eines kurzen Verschlusses der Aorta
des Hundes eine libermalig gesteigerte Umfangszunahme der unteren Extremitat feststellte
[2]. Jedoch erst funfzig Jahre spater fand, durch die Arbeit von Folkow [3] an denervierten
Gefalipraparaten, die bis dahin wenig beachtete Theorie zur autonomen muskularen Aktivitat
internationale Beachtung.

Unter dem letztlich nach Bayliss benanntem Effekt werden Kontraktion von glatten

Muskelzellen der Gefalwande auf Grund einer gesteigerten Wandspannung und Aktvierung
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von Mechanorezeptoren zusammengefasst, wodurch eine konstante Perfusion der
versorgten Organe gewahrleistet wird [4].

GefaBmuskel sind jedoch auch in der Lage Kontraktionen mit héherer zeitlicher Variation
auszubilden. Gegenstand der Untersuchungen zur Regulation der Widerstandsgefalte und
Mikrozirkulation ist seit der Erstbeschreibung von T.W. Jones 1852 in den Venen der
Fledermausfligel ein Vasomotion genanntes Phanomen. Unter diesem Begriff werden
rhythmische Anderungen des GefaRtonus auf Grund synchronisierter Schwankungen der
glattmuskularen, intrazellularen Calciumkonzentration subsummiert, die unabhangig einer
extravasalen Stimulation generiert werden [5, 6].

Solche rhythmischen Kontraktionen konnten im lymphatischen und ventdsen Gefallsystem
beobachtet werden [7]. Im lymphatischen GefalRsystem tragen diese zum aktiven
Flissigkeitstransport bei [8]. Auch in der Portalvene dienen rhythmische Kontraktionen zur

Verbesserung des Blutflusses in die Leber [9].

Ebenso konnte im arteriellen Stromgebiet das Auftreten von spontanen Kontraktionen
demonstriert werden. Einen grundlegenden Beitrag zu Untersuchungen von Vasomotion in
Arterien leisteten Nicoll et al. [11]. Im Verlauf konnten beispielsweise durch Kawasaki et al.
[10] in proximalen Koronararterien spontane Kontraktionen registriert werden. Aalkjaer und
Nilsson [12] postulierten spater, dass sich Formen von Vasomotion wahrscheinlich in fast

jedem Gefald finden lassen. Die Charakteristik weist dabei jedoch deutliche Unterschiede

A 10 min

1 mN

1 min

Abbildung 1 spontane Kontraktionen von Koronararterien (A) und der Portalvene der Ratte (B)

Zu sehen ist zundchst ein deutlicher Frequenzunterschied, zudem zeichnen sich die Kontraktionen der
Koronararterien durch einen zweiphasigen Anstieg aus. Hingegen erreichen die Kontraktionen der
Portalvene ihr Maximum auf direktem Wege. In beiden Praparaten finden sich Uberlagerungen mehrerer
Kontraktionen. Der Tonus der Portalvene kehrt nach Erreichen des Kontraktionsmaximums auf ein stabiles
Grundniveau zuriick aus dem sich weitere Kontraktionen entwickeln. In der Koronararterie ist das

Tonusminimum durch den Zeitpunkt des Auftretens der Folgekontraktion bestimmt.
(A) modifiziert nach Kawasaki et al. [10]
(B) Beispieldaten aus der Arbeitsgruppe in der Organbadmyographie



zwischen den Gefaltypen auf. So sind beispielhaft in

Abbildung 1 die Kontraktionen von Koronararterien und der Portalvene abgebildet.

Wahrend fur die Portalvene, die auf Grund ihrer kombinierten Eigenschaften von vaskuldrem
und intestinalem Gewebe eine Sonderrolle im Gefalbett einnimmt, als Ursprung der
rhythmischen Kontraktionen vaskulare Cajalzellen als Schrittmacherzellen diskutiert werden
[13], so ist der Ursprung synchronisierter Calciumfreisetzungen in anderen Gefallen noch
immer unklar. Zusatzlich werden fur individuelle GefaRabschnitte unterschiedliche
Mechanismen als Ursache vermutet [6].

Durch die einfache Verfligbarkeit und die Bedeutung fiir die Regulation des systemischen
Widerstandes sind Mesenterialarterien in Bezug auf Vasomotion ein viel untersuchtes
Modellpraparat. Unter Ruhebedingungen zeigen Mesenterialarterien keine spontanen
Kontraktionen, dies wird vor allem auf den physiologisch verringerten myogenen Tonus der
Arterien zurlickgefuhrt [5]. Rhythmische Kontraktionen konnten in diesen Gefallen durch
submaximale Stimulation mit vasoaktiven Substanzen, wie beispielsweise Noradrenalin und
Vasopressin, aber auch mittels elektrischer Stimulation in der Organbadmyographie sichtbar
gemacht werden [14]. Synchronisierte Calciumoszillationen wurden unter anderem durch
Lamboley et al. [15] und Seppey et al. [16] in der Mesenterialarterie der Ratte dargestellt.
Wahrend die Bedeutung der Kopplung der glatten Muskelzellen zu einem Netzwerk fur
synchronisierte Aktionen einen breiten wissenschaftlichen Konsens erfahrt [17-19], spielt die
Betrachtung des Zusammenwirkens weiterer zellularer Komponenten in der Gefaldwand im
Bereich der Vasomotion eher eine untergeordnete Rolle. In der grundlegenden Arbeit von
Nicoll et al. [11] wurden zwar bereits die mdglichen Einflisse durch chemische, physikalische
und nervale Reize diskutiert, jedoch werden mehr als modulierende Eigenschaften dem
Nervensystem auch heute nicht zugesprochen [5, 19, 20].

In dieser Arbeit soll sich verstarkt mit der Frage auseinandergesetzt werden, in wie weit eine
Interaktion von glattmuskularem und nervalem Netzwerk fur die Entstehung rhythmischer
Kontraktionen in der Mesenterialarterie der Ratte notwendig ist. Daflr wurden zunachst
rhythmische Kontraktionen der Mesenterialarterien in der Organbadmyographie etabliert und
diese quantitativ analysiert. Um im nachsten Schritt die Rolle des zellularen Netzwerkes flr
die Entstehung dieser Kontraktionen zu untersuchen, erfolgte die pharmakologische
Inhibition essentieller Strukturen fur die Funktionsweise und Interaktion von glatten

Muskelzellen und sympathischen Nervenfasern.

1.2 Physiologische Bedeutung von Vasomotion im arteriellen Stromgebiet

Die Bedeutung von Vasomotion fiir die Regulation des Blutflusses und der Mikrozirkulation
ist bisher nur wenig verstanden. Aalkjaer und Nilsson [12] begrindeten dies mit einem
Mangel an experimentellen Daten und der Schwierigkeit Vasomotion unter physiologischen
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Bedingungen zu beobachten. Pradhan und Chakravarthy [20] arbeiteten in ihrem
Ubersichtsartikel heraus, dass das Auftreten von Vasomotion unter physiologischen
Bedingungen gewebeabhangig sei. In einigen zugrundeliegenden Studien sei Vasomotion
vielmehr mit dem Vorkommen von metabolischem Stress oder verminderter Perfusion in
Verbindung gebracht worden. In diesem Zusammenhang ist der durch Daut et al. [17]
herausgestellte Vorteil der elektrischen Kopplung glatter Muskelzellen fur die Weiterleitung
metabolischer Signale wie ATP zu betrachten.

Nilsson und Aalkjaer [5] verbinden die gehauften Beobachtungen von Vasomotion wahrend
Stresssituationen mit einer gesteigerten sympathischen Aktivitdt. Diese erhdhe den fir
Vasomotion bendétigten basalen Gefaldtonus.

Beispielhaft konnten Schmidt et al. [21] zeigen, dass die Reduktion des Blutdruckes von
Hasen durch Okklusion der Aorta zum Auftreten von zyklischen Flussveranderungen in der
Femoralarterie fihrte. Ob Vasomotion in diesen Stresssituationen einen physiologischen
Kompensationsmechanismus oder einen Teil der pathologischen Kaskade darstellt ist dabei
unklar [12].

Gangige Uberlegungen zur physiologischen Bedeutung von Vasomotion sind die
verbesserten Flusseigenschaften und eine verbesserte Gewebeoxygenierung durch
Schwankungen des Sauerstoffpartialdruckes in betroffenen Regionen. Diese moglichen
Vorteile beruhen jedoch hauptséchlich auf theoretischen Uberlegungen, eindeutige
experimentelle Hinweise konnten bisher nicht erbracht werden [20]. Dagegen stehen
experimentelle Daten aus denen eine erhdhte zerebrale Ischamierate bei zunehmenden

rhythmischen Kontraktionen der Gefaldmuskeln hervorgeht [22].

1.3 Komponenten der GefaBwand und deren moéglicher Beitrag zur Vasomotion

Neben den Zellen der glatten Muskulatur, in denen es letztendlich zu synchronisierter
Calciumfreisetzung kommt, beinhaltet die GefaBwand noch weitere zellulare Strukturen die
einen maoglichen Einfluss auf Vasomotion nehmen kénnen. Auf die potentiellen Rollen dieser
Strukturen soll hier eingegangen werden. Einen Uberblick Uber die Zellstrukturen ist

nachfolgend in Abbildung 2 dargestellt.
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Abbildung 2 Ubersicht iiber Komponenten der GefaRwand
mit Darstellung wichtiger lonenkanéale und Rezeptoren, modifiziert nach Nausch et al. [23]

1.3.1 Vaskulédre Cajal — dhnliche Zellen

Uber die Ausbildung spontaner ,Calcium slow waves‘ und die elektrische Kopplung an
benachbarte Muskelzellen bilden Cajalzellen innerhalb der glatten Muskulatur des
Gastrointestinaltraktes den zellularen Schrittmacher fur die Generierung spontaner
Kontraktionen [24]. Durch Pucovsky et al. [25] konnte der Nachweis von Cajal — ahnlichen
Zellen in den Mesenterialarterien des Mehrschweinchens gelingen. Formey et al. [26] wiesen
deren Existenz auch in den Mesenterialarterien der Ratte nach. Die tragende Rolle von
Cajalzellen fur die Initierung von Spontanaktivitat im Verdauungstrakt ist weithin akzeptiert.
In der Portalvene werden diese Zellen ebenfalls als Schrittmacherzellen diskutiert [13]. In
den Mesenterialarterien des Mehrschweinchens und der Maus wurden in Cajal — ahnlichen
Zellen durch Harhun et al. [13] spontane niederfrequente Calciumstrome in das Zytoplasma
beobachtet. Depolarisation fuhrte in diesen Zellen jedoch reaktiv zu Auswartsstromen, die
das Membranpotential stabilisierten.

Ein Beitrag zur Vasomotion in Mesenterialarterien wird auf Grund des stabilen

Membranpotentials bisher nicht gesehen [19, 27].



1.3.2 Endothel

Die Rolle des Endothels im Rahmen der Vasomotion erfahrt eine kontroverse Diskussion, da
die experimentellen Daten fur Gefaltypen verschiedener Regionen aber auch gleichen
Ursprunges abweichende Ergebnisse zeigen [19]. Prinzipiell werden zwei Mechanismen
diskutiert, Uber die sich das Endothel an der Vasomotion beteiligen kann. Dies kann zum
einen Uber die elektrische Kopplung zwischen den Endothelzellen untereinander und
Verbindung zu glatten Muskelzellen Gber gap junctions geschehen [28, 29], zum anderen
Uber die Produktion und Diffusion von Metaboliten, wie beispielsweise NO [19].

Der, wahrend Vasomotion, propagierende Calciumanstieg entlang der Endothelzellen geht
laut Dora et al. [30], auf Grund der schlechten Diffusionseigenschaften des Calciums, auf
einen depolarisierenden Strom entlang der glatten Muskelzellen und sekundare
Calciumerhéhung in den Endothelzellen zurick.

Hauptsachlich sei die Erhéhung der endothelialen Calciumkonzentration jedoch vor allem
durch die Diffusion von IP; aus dem glatten Muskel ber myoendotheliale Verbindungen
verursacht [23]. Diese myoendotheliale Kopplung hatte in den Untersuchungen von Haddock
et al. [31] in der Basilararterie der Ratte einen synchronisierenden Effekt fir die Vasomotion.
Auch zeigten Peng et al. [32], dass Vasomotion in der Mesenterialarterie der Ratte auf die
Integritat des Endothels angewiesen sei. lhre Ergebnisse implizierten den Bedarf von cGMP
im glatten Muskel, dessen Vorkommen von der endothelialen NO — Produktion abhing.
Hingegen gelang es Mauban und Wier [33], ebenfalls in der Mesenterialarterie der Ratte,
Vasomotion nach Inhibition der NO — und auch der cGMP — Produktion auszuldsen.

Fir Seppey et al. [34] spielte in der Mesenterialarterie der Ratte das endothelial produzierte
NO vor allem eine Rolle in der Erhaltung repetitiver Kontraktionen. Eine Reduktion der NO —

Produktion fihrte zum Ubergang in eine tonische Kontraktion

1.3.3 Sympathische Nerven

Reize des sympathischen Nervensystems werden Uber sich in der Adventitia befindliche
Nervenstrange Uber Transmitter vermittelt, die aus Varikositaten genannten Abschnitten
freigesetzt werden. Diese gruppieren sich in der Gefaltwand zu ,hot spots” in denen eine
gesteigerte Transmitterfreisetzung registriert werden kann [35]. Die beiden Haupttransmitter
sind dabei Noradrenalin und ATP. Wahrend durch ATP Uber Bindung an P2X — Rezeptoren
ein direkter Calciumeinstrom aus dem Extrazellularraum erfolgt [36], entfaltet Noradrenalin
seine Wirkung indirekt, durch eine intrazellulare Signalkaskade an dessen Ende die Freigabe
von Calcium aus dem SR durch IPs steht. Die Bindung von Noradrenalin erfolgt vorrangig an
a1 — Rezeptoren der zellularen Membran, einem Vertreter der G-Protein gekoppelten
Rezeptoren [37]. Wahrend ein Grofdteil des einstrdomenden Calciums bei einer
noradrenalininduzierten Kontraktion tatsachlich aus intrazellularen Speichern zur Verfiigung

gestellt wird, so erfolgt sekundar als Folge der Membrandepolarisation ein Einstrom von
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extrazellularem Calcium durch Ca, — Kanale. Dieser nifedipinsensible Teil einer
Noradrenalinkontraktion macht in der Mesenterialarterien der Ratte einen Anteil von 30% bis
40% an der Gesamtkontraktion aus [38, 39]

Nilsson und Aalkjaer [5] sehen die Rolle des vegetativen Nervensystems in einer
Beeinflussung des Grundtonus der glatten Muskulatur durch die Variation der zentral
gesteuerten sympathischen Aktivitat. Neben der sympathischen Grundaktivitat konnten an
isolierten Praparaten beispielhaft von Brain et al. [40] im vas deferns der Maus und von
Yamaguchi [41] in der Mesenterialarterie der Ratte jedoch auch spontane, repetitive
Schwankungen des Membranpotentials der glatten Muskelzellen im Bereich dieser
Varikositaten festgestellt werden. Brock et al. [42] stellten zudem eine spontane Freisetzung

von Noradrenalin aus Varikositaten der Mesenterialarterie der Ratte fest.

1.3.4 Glatte Muskelzellen

Wie bereits unter Punkt 1.1 erlautert beruht Vasomotion auf einer synchronen Erhéhung der
intrazelluldaren Calciumkonzentration im glatten Muskel. Bei einem ausreichenden Anstieg
fuhrt dies Uber eine Aktivierung der Myosin — leichte — Ketten — Kinase zur Ausbildung einer
Kontraktion [43].

Die Freisetzung von Calcium folgt dabei keinem einheitlichen Muster. Vielmehr finden sich,
abhangig vom Stimulus, verschiedene Formen der Calciumfreisetzung. Diese unterscheiden
sich sowohl in der Herkunft der Calciumionen als auch in der raumlichen und zeitlichen
Auflésung. Besondere Reaktionszonen fur diese Prozesse bilden Junctionszonen genannte
Bereiche, die ca. 15% der Membranoberflache der Zellen ausmachen. Dies sind Regionen in
denen sich die Membranen des SR der der Zelle bis auf wenige Nanometer anndhern. Durch
die eingeschrankten Diffusionsmoglichkeiten ist es dort moglich Schwankungen der
lonenkonzentrationen zu erzeugen ohne Einfluss auf die gesamte Zelle zu nehmen [44]. Auf
Grund der Bedeutung fur die Vasomotion soll tber die Mechanismen der Calciumfreisetzung

und Elimination im Folgenden ein kurzer Uberblick gegeben werden.

1.3.4.1 Calciumfreisetzung im glatten Muskel

Dem glatten Muskel stehen mit dem Extrazellularraum und dem sarkoplasmatischen
Retikulum zwei potentielle Kompartimente zur Verfigung aus denen Calciumionen zur
Erhdhung der intrazellularen Calciumkonzentration gewonnen werden konnen. Wahrend der
Grofdteil des Einstroms von extrazellularem Calcium Uber spannungsabhangige L-Typ
Calciumkanale, hauptsachlich durch Cay1.2, geleistet wird [45, 46], findet der Einstrom aus
dem SR sowohl Uber IP3 — als auch Uber calciumsensitive Ryanodinrezeptoren (RyR) statt
[47]. Die Charakteristik der Calciumfreisetzung unterscheidet sich dabei sowohl in der

zeitlichen und raumlichen Aufldsung, sowie anhand der primar beteiligten lonenkanale [47].



Wahrend durch Aktivierung purinerger Rezeptoren ausgeldste junctionale Calciumtransients
regelhaft im Rahmen der nervalen Stimulation zu einer kleinen initialen Kontraktion fihren
[47, 48], so sind beispielsweise die Reaktionen auf Calcium sparks in Abhangigkeit der
lokalen Gegebenheiten zu betrachten. Diese lokalen Calciumstrome aus RyR die im
Zusammenhang mit nervaler Stimulation stehen [49, 50], kénnen bei Co- Lokalisation mit
calciumabhangigen Chloridkanalen zu einer Depolarisation und weiterem Calciumeinstrom
beitragen [27, 47, 51]. In Nachbarschaft von calciumabhangigen Kaliumkanalen (BK —
Kanale) fiuhren diese lokalen Calciumstrome zu einer gesamtzellularen Hyperpolarisation
und Relaxation [50-52].

Auf Grund der selbstverstarkenden Prozesse und des folgenden gesamtzellularen Anstieges
der Calciumkonzentration spielen Calciumwaves eine entscheidende Rolle in der Entstehung
von Vasomotion [15, 19, 20]. Sie beruhen auf einem sequenziellen Calciumstrom durch
Ryanodin — und IPs — Rezeptoren aus dem SR [47] sowie Ca, — Kanalen der
Plasmamembran [53]. Ihr Auftreten konnte sowohl spontan als auch eine Zunahme der
Frequenz durch Agonisten am as — Rezeptor in einigen wenigen Regionen, in unmittelbarer
Nahe der Plasmamembran beobachtet werden, die deshalb als ,frequent discharge sites*
bezeichnet wurden [27, 47].

1.3.4.2 Calciumelimination im glatten Muskel

Der Elimination von Calciumionen Uber die Zellmembranen stehen zwei vorrangige
Mechanismen zur Verfugung. Zum einen ist es der aktive Transport von Calcium durch
Pumpen, P — ATPasen, die durch Spaltung von ATP Energie gewinnen, um den
Konzentrationsgradienten zu Uberwinden. Auf Grund der ubiquitdren Verteilung Uber die
Zellmembranen und der gesteigerten  Aktivitdt bei  erhdhter intrazellularer
Calciumkonzentration wird ihnen die Regulation eines globalen Calciumanstieges
zugesprochen [45, 54]. Auf Grund der Generierung von Calcium waves aus Kanalen des SR
hat die Funktion der SERCA (P — ATPase des SR) fur die Vasomotion eine besondere
Bedeutung, so koénnen nach Inhibition der SERCA Aktivitdt keine repetitiven
Calciumoszillationen mehr beobachtet werden [12, 19].

Einen weiteren Beitrag zur Calciumelimination bilden Natrium — Calcium Tauscher, die
sekundar aktiv den Natriumgradienten als Energiequelle nutzen um Calcium aus dem
Zellinneren zu transportieren [45]. Wegen der niedrigen Affinitat fur Calciumionen bei jedoch
hoher Kapazitat liegt die Hauptaufgabe des Transporters im schnellen Wiederherstellen der
Ruhe — Calciumkonzentration nach abgelaufenen Calcium transients im Bereich der
Junctionszonen [44, 45]. Eine weitere wesentliche Eigenschaft ist die Fahigkeit, die

Transportrichtung ab einem Membranpotential von -35,7mV umzukehren [55]. Uber diesen
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Mechanismus leistet der Na/Ca — Tauscher auch einen Beitrag zum Calciumeinstrom
wahrend Kontraktionsvorgangen [56].

Um den stetigen Verlust von Calciumionen aus den Speichern des SR auszugleichen finden
im Bereich der Junctionszonen regulatorische Prozesse statt, die der SERCA Calciumionen
bereitstellen [45, 57, 58]. Bei einem Abstand der Plasmamembran vom SR von circa 20nm
bestehen sehr eingeschrankte Moglichkeiten erzeugte lonenkonzentrationsunterschiede
durch Diffusion auszugleichen, was das Auftreten lokalisierter Calciumstréme ermdoglicht [44,
55]. Zusatzlich wird Uber die Interaktion des Na/Ca — Tauschers mit einer speziellen Na/K —
ATPase das Umkehrpotential des Na/Ca — Tauschers in Richtung des lokalen
Membranpotentials bewegt [59]. Eine funktionelle Kopplung zwischen Na/Ca — Tauschern
und Na, — Kanalen postulierten Ho et al. [56] auf Grund ihrer Ergebnisse an Untersuchungen

der Mesenterialarterien der Ratte.

1.4 Oszillatoren und Synchronisation

Wahrend es im vorherigen Abschnitt um die Mechanismen und Konsequenzen der
verschiedenen Calciumevents ging, so soll im Folgenden naher auf die Bedingungen und
notigen Interaktionen der verschiedenen Strukturen eingegangen werden, die fur eine
synchrone, wiederholte Calciumfreisetzung erforderlich sind. Ergebnisse in der Literatur
stammen vorrangig aus mathematischen Modellen. Dies ist vor allem der Tatsache
geschuldet, dass die Vasomotion ein Gleichgewicht aus basaler und gesteigerter Aktivitat
der synchronisierenden und desynchronisierenden Faktoren erfordert. Unter aktuellen
experimentellen Bedingungen ist es jedoch sehr schwierig basale Aktivitat zu belassen und
ausschliel3lich gesteigerte Aktivitat zu hemmen [6, 12]. Es besteht daher ein groRer Bedarf
an Daten aus experimentellen Studien [20].

In frGheren Arbeiten konnte gezeigt werden, dass Vasomotion das Ergebnis einer
Synchronisation der Oszillationen mehrerer glatter Musekelzellen ist. Siehe dazu beispielhaft
fur Mesenterialarterien der Ratte Lamboley et al. [15]. Neben der Betrachtung mdglicher
Mechanismen fir wiederkehrende Calciumevents werden daher in die Betrachtung der
Vasomotion auch Strukturen und Ablaufe mit einbezogen, die fir die interzellulare

Synchronisation momentan diskutiert werden.

1.4.1 Hypothesen zum Ursprung repetitiver Calciumevents

Die Rolle des SR als Ursprung der Calciumoszillationen ist in der wissenschaftlichen
Literatur vielfach beschrieben [19, 20]. Akute Inhibition einzelner Mechanismen, die den
Calciumhaushalt des SR beeinflussen, wie zum Beispiel den Na/Ca — Tauscher [44], die

SERCA [19] oder IP3R und RyR [44, 60], fihren zu veranderten Charakteristiken oder zur
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absoluten Inhibition der Vasomotion. Ebenfalls, mit Ausnahme der Irisarterien, ist die
Funktion von Ca, — Kanalen nétig um Vasomotion aufrechtzuerhalten. In Mesenterialarterien
der Ratte ist die Antwort auf nervale Stimulation zusatzlich abhangig von diesen Kanalen [19,
50].

Oszillationen der Calciumkonzentration wurden sowohl spontan, als auch nach Zugabe von
vasoaktiven Substanzen in Mesenterialarterien der Ratte beobachtet. Die Freisetzung von
Calcium aus dem SR erfolgt dabei in Sequenzen. Einem konstanten Ausstrom von Calcium
aus dem SR werden in der Literatur einige Mechanismen entgegengestellt. Beispielsweise
verringere die abfallende Calciumkonzentration im SR den Antrieb fir die Calciumfreigabe.
Weiterhin vermindere die adaptive Inaktivierung von RyR und eine zeitabhangige
Inaktivierung von IP3R und RyR kurzfristig die Stimulierbarkeit dieser Calciumkanale durch
ihre Liganden. Dies wird durch die Beobachtungen gestitzt, dass die Steigerung der
Oszillationsfrequenz durch pharmakologische Stimulation nur bis zu einem gewissen Grad
moglich ist [14]. Eine weitere Limitierung durch die Calciumaufnahme in Mitochondrien
wurde durch Schuster et al. [61] beschrieben.

Basierend auf den Beobachtungen, dass Oszillationen der Calciumkonzentration
Uberwiegend auf Calciumwaves zurtickzufiihren sind [20], wurden intrinsische Mechanismen
postuliert, die Uber eine dauerhafte oder repetitive Stimulation von IPsR und RyR eine
Freigabe von Calcium aus dem SR bewirken wirden. Die calciumindizierte
Calciumfreisetzung (CICR) und eine intrinsische Aktivierung der PLC, Subtyp ©, durch
Calcium stehen dabei im Fokus der Betrachtungen. Stimulationen durch nervale Einflisse
oder durch Anderungen des intraluminalen Druckes wurden bisher nur modulierende Effekte

zugeschrieben [14].

1.4.1.1 Calciuminduzierte Calciumfreisetzung (CICR)

Wie bereits unter dem Punkt 1.3.4.1 beschrieben, konnte gezeigt werden, dass nicht nur
RyR, sondern auch IP3R Calcium als o6ffnenden Liganden aufweisen. Diese
calciuminduzierte Calciumfreisetzung wird als Grundlage der Calciumwaves angesehen [27].
Dreja et al. [60] konnten beispielsweise zeigen, dass es nach einer langsamen Reduktion der
RyR Expression, nach entsprechender Stimulation, immernoch zu Calciumwaves kam. Sie
schlossen daraus dass es kompensatorisch zu einer vermehrten Calciumfreisetzung aus
IPsR kam. In Verbindung mit den von Aalkjaer und Nilsson [12] zusammengefassten
mathematischen Modellen  schlussfolgerten  sie, dass die calciuminduzierte
Calciumfreisetzung aus RyR und IP3R im Wechsel mit der Calciumelimination durch die

SERCA in der Lage ist eine anhaltende Oszillation aufrechtzuerhalten.
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1412 PLC- 08

Neben der PLC — (3 als Teil der klassischen Kaskade, ausgel6st durch Stimulation des a;-
Rezeptors, existieren noch weitere Subtypen, von denen speziell der PLC - & eine
gesonderte Rolle fir die Vasomotion zugeschrieben wird. lhre Expression ist auch fir die
Mesenterialarterien der Ratte beschrieben [62]. Sie ist mit ca. 85kDa kleiner als die weiteren
Subtypen und hat im Vergleich zu ihnen die héchste Affinitat fir Calcium. Die Bindung von
Calcium an der PLC - © geht mit einer gesteigerten enzymatischen Aktivitat einher. Eine
Verbindung von ai-Rezeptoren und der Aktivierung der PLC - 0 ist zuséatzlich beschrieben
[63]. Auf Grund dieser Eigenschaften wird eine selbsterhaltende IP3; Produktion der PLC - &
diskutiert, ausgeldst durch die IP3 induzierte Calciumfreisetzung [18]. Das mathematische
Modell im Bereich Vasomotion von Kapela et al. [6] zeigte jedoch, dass diese
selbstinduzierte Aktivitat der PLC - O alleine nicht ausreichend sei um die

Calciumoszillationen aufrechtzuerhalten.

1.4.2 Synchronisation und Desynchronisation

Vasomotion wird als Ergebnis von synchronisierten Einzeloszillationen der glatten
Muskelzellen beschrieben. Diese einzelnen Oszillationen, die auf Grund der natlrlichen
Variationsbreite in unterschiedlichen Phasen auftreten, bendtigen um als Vasomotion wirken
zu konnen eine Ubergeordnete Synchronisation [6]. Matchkov [14] beschrieb, dass sich
Vasomotion sowohl zwischen verschiedenen Spezies aber auch innerhalb dieser und sogar
innerhalb des gleichen Stromgebietes unterscheidet. Es wird daher vermehrt von Faktoren
gesprochen, die die Vasomotion, also die Synchronisation von Einzeloszillationen, negativ
oder positiv beeinflussen. Unbestritten dabei ist beispielsweise die Kopplung der glatten
Muskelzellen durch gap junctions als synchronisationsfordernd. Eindeutige Aussagen Uber
das Signal, welches durch die gap junctions transportiert wird bestehen bisher jedoch nicht
[6, 12, 18]. Matchkov et al. [64] beschrieben zusatzlich einen durch Calcium aktivierten,
cGMP abhangigen Chloridkanal, dem Uber eine Depolarisation die Fahigkeit zur
interzelluldren Synchronisation zugesprochen wird.

Dem gegeniber stehen die Beobachtungen, dass die Hyperpolarisation, ausgeldst durch BK
— Kanale, die Empfindlichkeit fir nervale Stimuli herabsetzen [50] und einer interzellularen

Synchronisation entgegenwirken [6, 65].

1.4.2.1 Kopplung durch gap junctions

Die Kopplung der glatten Muskelzellen durch gap junctions ist eine feste Bedingung in vielen

Modellen zur Synchronisation der Vasomotion [6, 18, 65]. Diese Annahmen basieren auf
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experimentellen Daten, die zeigten, dass ein Herabsetzen der interzellularen Leitfahigkeit
durch gap junctions zu einer Desynchronisation der Oszillationen fiihrte [66, 67].

Unklarheit herrscht dagegen Uber das durch die gap junctions transportierte Signal. Wahrend
von Koenigsberger et al. [18] die Diffusion von Calciumionen als absolut nétig erachtet wird,
geht aus den Modellen von Jacobsen et al. [65] und Kapela et al. [6] hervor, dass die
Diffusion von Calcium eine untergeordnete Rolle flir die Synchronisation spielt. In dem
Modell von Kapela et al. [6] wirde eine hundertfach erhéhte gap junction Leitfahigkeit flr
Calcium bendtigt werden um eine Synchronisation zu erzeugen.

Umgekehrt verhalten sich die AuRerungen tber die mégliche Rolle von IPs. Kapela et al. [6]
sowie Koenigsberger et al. [18] beschrieben fir IP; im Vergleich zu Calcium verbesserte
Diffusions- und Passageeigenschaften durch gap junctions. Ein potentieller Beitrag zur
Synchronisation wahrend Vasomotion wurde jedoch nur von Kapela et al. [6] abgeleitet.

Eine von Jacobsen et al. [65] favorisierte Verbindung besténde in der elektrischen Kopplung
durch gap junctions. Sie beziehen sich dabei auf Beobachtungen, dass Vasomotion auf3er in
den Arterien der Iris mit Schwankungen des Membranpotentials einhergeht [12, 19] und die
Aktivitat von spannungsabhangigen Calciumkanalen besonders in den Mesenterialarterien
der Ratte notwendig flr das Auftreten von Vasomotion ist [12, 68]. Kapela et al. [6] sehen in
ihrem Modell dagegen die Verschiebung des Membranpotentials als sekundare Folge des
Calciumeinstromes und der durch DAG aktivierten Kationenkanale. Die elektrische Kopplung
hat in ihrem Modell eher desynchronisierende Auswirkungen. Zu ahnlichen Ergebnissen

kommen auch Koenigsberger et al. [18].

1.4.2.2 Calciumsensitiver cGMP abhangiger Chloridkanal

Matchkov et al. [64] beschrieben in ihrer Arbeit einen depolarisierenden Strom der
wahrscheinlich von Chloridionen getragen wird. In einem spateren mathematischen Modell
konnte die gleiche Arbeitsgruppe zeigen, dass cGMP in einer kritischen Konzentration, in
diesem Modell 6umol/l, in der Lage ist, bestehende Oszillationen im Zellverbund zu
synchronisieren [65]. Kapela et al. [6] begrindeten diesen Effekt durch eine Antagonisierung
der repolarisierenden Strome der BK —Kanale.

Eine erhdhte cGMP Konzentration gehe dabei mit einer Senkung der Oszillationsfrequenz
der einzelnen Muskelzellen einher [65]. Sie beziehen sich dabei auf die Arbeit von Rahman
et al. [69] und schreiben diesen Effekt einer durch cGMP gesteigerten Aktivitat der Na/K —
ATPase zu. Eine Sensitivierung des BK- Kanals fir Calcium durch die cGMP abhangige
PKG ist jedoch ebenfalls mdglich [47, 65].
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1.4.2.3 BK-Kanal

Der BK — Kanal ist ein Kaliumkanal hoher Leitfahigkeit, der durch intrazelluléare Bindung von
Calciumionen 6ffnet. Die aus der Offnung resultierende Hyperpolarisation wirkt einem
verstarkten Calciumeinstrom durch weitere Membrandepolarisation entgegen [47]. Im
Zusammenhang mit Vasomotion konnte von McNeish et al. [70] in Cerebralarterien der Ratte
beobachtet werden, dass durch Blockade der Leitfahigkeit der BK — Kanale die Oszillationen
des Membranpotentials zunahmen. Im Modell fir Mesenterialarterien der Ratte von Kapela
et al. [6] wurde eine desynchronisierende Wirkung der BK — Kanale beschrieben, indem sie
den Depolarisationen durch nicht selektive Kationenkandle und cGMP abhéangigen

Chloridkanalen entgegenwirkten.

1.5 Begriffsdefinition

Aalkjaer und Nilsson [12] beschrieben, dass sich Formen von Vasomotion wahrscheinlich in
fast jedem Gefal} finden lassen. Auch die spontanen Kontraktionen der Portalvene werden
mit Vasomotion in Verbindung gebracht [71]. Der Begriff trgt jedoch den variierenden
zugrundeliegenden Mechanismen, die in Abhangigkeit des Gefalibettes diskutiert werden,
wenig Rechnung. Weiterhin kénnen auf Grund der hier verwendeten experimentellen
Methode nur Rickschlisse auf die intrazellulare Calciumkonzentration getroffen werden, der
synchrone Anstieg der Konzentration also nicht direkt beobachtet werden. Fur die
untersuchten Kontraktionen der Mesenterialarterien werden daher in dieser Arbeit die von
Golenhofen gepragten, deskriptiven Begriffe der phasischen und tonischen Aktivitat

verwendet [72].

1.6 Fragestellung

In dieser Arbeit soll die Fragestellung bearbeitet werden, in wie weit zyklische Entladungen
der nervalen Varikositaten zu rhythmischen Kontraktionen der glatten Muskulatur der Gefalle
fuhren kénnen.

Diese Untersuchungen sollen am Beispielpraparat der Mesenterialarterie der Ratte anhand
der Organbadmyographie am isolierten GefaRabschnitt durchgeflihrt werden. Hierzu sollen
nach zuvor erfolgter Induktion rhythmischer Kontraktionen der glatten Muskulatur, unter
Zuhilfenahme von Tetraethylammonium, die Reaktionen auf die Zugabe Nifedipin, Prazosin
und Tetrodotoxin, die verschiedene Ebenen der nervalen Signallibertragung gezielt
inhibieren, untersucht werden. Weiterhin sollen durch den Vergleich mit standardisierten
Kontraktionen, ausgeldst durch Noradrenalin, elektrischer Feldstimulation und kaliumreicher
Lésung Erkenntnisse Uber die Signalweiterleitung innerhalb des zellularen Netzwerkes

wahrend den untersuchten rhythmischen Kontraktionen gewonnen werden.
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2 Methoden

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgeflihrten Untersuchungen dienten der Identifizierung der
involvierten Zelltypen an der Entstehung von phasischer und tonischer Aktivitat in den
Mesenterialarterien der Ratte. Die ermittelten Daten entstammen Experimenten, die mit
einem Organbadmyographen durchgefiihrt wurden, der speziell fir die Messung von Kraften
ausgelegt ist, die bei der Kontraktion von Gefalen entstehen.
Die Verarbeitung der Daten wund Erstellung der Grafiken wurden mit dem
Datenverarbeitungsprogrammen Excel und SPSS durchgefiihrt. Im folgenden Abschnitt 2.1
wird zunachst der Versuchsaufbau erlautert, um im weiteren Verlauf auf die einzelnen

Experimente und verwendeten Pharmaka einzugehen.

21 Experimentelle Methode

2.1.1 Funktionsweise der Organbadmyographie

Das Prinzip der Organbadmyographie ist es Kontraktionen von isolierten muskularen
Geweben aufzuzeichnen. Dazu werden muskelhaltige Praparate unterschiedlichen
Ursprunges isoliert und unter Umspllung mit Salzlésungen in ein physiologisches Milieu
gebracht. Um Messungen vornehmen zu kdnnen werden die Praparate zwischen zwei
Halterungen eingespannt, wobei eine von beiden mit einem Kraftmessgerat verbunden ist
und so die Kraft, die auf diese Halterung ausgetibt wird aufgezeichnet werden kann. In dem
fur  diese  Arbeit verwendeten  Myographen wurde die  Reduktion des
Gefallinnendurchmessers von Mesenterialarterien aufgezeichnet, indem zwei parallel
verlaufende 0,1mm dicke Drahte aus rostfreiem Stahl durch die Gefalle gezogen wurden
und mit dem Myographen verbunden wurden. Siehe dazu auch Abbildung 3. Die Methodik
wurde malgeblich durch die Arbeiten von Mulvany etabliert, siehe dazu Mulvany und
Halpern [73].

Das in diesen Experimenten verwendete Kraftmessgerat war dabei in der Lage der
erzeugten Kontraktion in geringem Ausmald nachzugeben, sodass die gemessenen
Kontraktionen einen auxotonischen Charakter hatten. Kontraktionen der Gefalte wurden
mittels Zugabe von Pharmaka und der Applikation von elektrischem Strom in das Organbad

erzeugt.
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Abbildung 3 Schematische Abbildung eines Organbadmyographen
mit vergroRerter Darstellung der mit Drahten durchzogenen Mesenterialarterie aus Verlohren 2005 [74]

2.1.2 Versuchsaufbau

Fir die Messungen wurde ein Organbadmyograph nach Mulvany (Experimenteria Ltd.,
Budapest, Ungarn) verwendet. Das Organbad besal ein Fassungsvolumen von 5ml und
wurde aus drei regulierbaren Dusen begast, um eine konstante Sauerstoffversorgung sowie
einen physiologischen pH — Wert zu gewahrleisten. Weiterhin befanden sich die
Befestigungen fur die Drahte, die durch das zu untersuchende Gefald gezogen wurden,
innerhalb des Bades. Die auf diese Befestigungen ausgelbten Krafte wurden in elektrische
Spannung umgewandelt und zu einem Analog — Digitalwandler (ADInstruments PowerlLab
2/25, ADI Dunedin, Neuseeland) Ubertragen. Dieser digitalisierte das Signal, sodass es auf
einem Windows Computer mit dem Programm LabChartReader5 (ADInstruments Dunedin,
Neuseeland) ausgelesen und die Daten bearbeitet werden konnten. Innerhalb des
Organbades wurden zwei Elektroden platziert, die an einen Stimulator (Grass medical
Instruments Quincy, USA) angeschlossen waren. Mit diesen wurden fur bestimmte Versuche
definierte elektrische Strdme durch das Organbad geleitet und so die Gefalle zur Kontraktion

gebracht.

2.1.3 Eichung der Messinstrumente

Mit Hilfe eines definierten Gewichtes erfolgte die Zuordnung der vom Myographen erzeugten
elektrischen Spannung zu einer definierten Kraft. Nachdem das elektrische Signal mittels
Regler am Powelab unter Ruhebedingen auf 0 Volt gesetzt wurde, wurde das Organbad
senkrecht aufgestellt und an den kraftmessenden Arm mittels Faden ein Gewicht

angebracht, welches mittels Schwerkraft einen direkten Zug auslbte. Die dadurch erzeugte
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Spannung entsprach der nach Newton errechneten, durch das Gewicht erzeugten Kraft.
Anhand dieser Messwerte erfolgte nach Eingabe in das LabChartReader Programm die
direkte Umrechnung der wahrend der Versuche gemessenen elektrischen Spannung in die
entsprechende Kraft. Unter den vorliegenden experimentellen Bedingungen entsprach die
gewahlte Vorspannung der Praparate mit 5mN einem transmuralen Druck von circa
15mmHg. Anhand der von Mulvany [73] etablierten Methode fir die Organbadmyographie
von Gefallen errechnete sich der transmurale Druck nach folgender Formel:

P [N/m?] = 2 T/((2+17)d+2f)

Die Wandspannung wurde zuvor nach Folgender Formel berechnet:

T[N/m]=F/2g

wobei T — Wandspannung, F — gemessene Kraft, g — GefalRlange, d — Drahtdicke, f —
Drahtabstand.

2.1.4 Materialgewinnung und Beginn der Messungen

Die Gewinnung von Organpraparaten erfolgte aus Ratten der Stdmme Wistar und CD.
Wichtigstes Kriterium flr die Auswahl der Versuchstiere war ihre Gréfe, da sich die GefalRe
bei ausgewachsenen Tieren als am geeignetsten fir die Praparationsschritte erwiesen
hatten. Nach Sedierung durch eine Athernarkose erfolgte das Téten der Versuchstiere durch
Dekapitation. AnschlieRend wurde der Bauchraum eréffnet und mit Praparationsldsung
durchspult, um die Gefalle vor Austrocknung zu bewahren. Nach Entnahme des gesamten
Dinndarmes mitsamt der am Abgang der Aorta abgetrennten GefalRe und Einbringen des
Praparates in Praparierldsung, erfolgten die weiteren Schritte unter Auflichtmikroskopie. Bei
dem im Halbkreis aufgespannten Dunndarmpaket stellten sich die Mesenterialgefalle wie
Speichen eines Rades dar. Nach Befreien der Arterien vom umgebenen Fett, separieren von
der Vene und schneiden in circa 4mm lange Ringe, wurden die Arterienringe in ein weiteres
Prapariergefal® Gberfihrt und mit zwei Drahten durchzogen. Es wurde dabei darauf geachtet
so wenig wie maoglich in Berihrung mit dem Endothel zu kommen, um dies so intakt wie
moglich zu erhalten. Am besten eigneten sich hierfir die erst- und zweitgradigen Abgange
des Mesenterialarterienhauptstammes. Letztlich wurden die Drahte noch rechtwinklig
gebogen um das spatere Einspannen in den Myographen zu erleichtern. Das Praparat
konnte dann in das Organbad Uberfuhrt werden, welches mit 37°C warmer Krebslosung
gefullt war. Es erfolgte anschlief3en die Fixierung der Drahtenden in dem Myographen. Nach
einer Phase der Aquilibrierung wurden die Gefalringe unter eine Vorspannung von 5mN
gebracht und nach einer weiteren Adaptationsphase mittels elektrischer Stimulation nach
einem Standartschema, auf welches unter Abschnitt 2.2.8 naher eingegangen wird, auf
Reagibilitat Gberprift. Sofern eine prompte und reproduzierbare Kontraktion folgte, wurde

das Praparat als vital eingestuft. In anderen Fallen wurde das Praparat verworfen.
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2.2 Substanzen, Losungen und elektrische Stimulation

Fur die Praparation der Gefalle wurde eine spezielle, pH stabile Lésung verwendet um die
GefalRe vor austretendem Darminhalt abzuschirmen. Sie setzte sich wie folgt zusammen:
NaCl 144,9mmol/l, KCI 4,5mmol/l, NaH,PO4 + 1HO 1,2mmol/l, MgSO.s 5mmol/l, CaCl.
0,1mmol/l, EDTA 0,025mmol/l, HEPES 5mmol/I.

Fur die Organbadversuche wurde eine Salzlosung, auch als Krebslésung bezeichnet,
genutzt, deren Elektrolytkonzentration physiologischen Verhaltnissen entsprach. Sie bestand
aus: NaCl 112mmol/l, NaHCO3; 25mmol/l, KH2PO4 1,2mmol/l, KCI 4,7mmol/l, MgCl, + 6H.0
1,2mmol/l, CaCl + 2H,0 2,5mmol/l, Glucose 11,5mmol/l.

Die Krebslosung wurde aus Stammldésungen ohne Glucose und CaCl, vorgefertigt und bei
8°C gelagert. Glucose und Calciumchlorid wurden erst am Versuchstag hinzugegeben. Dies
diente der Beschrankung von bakterieller Kontamination und dem Verhindern der Bildung
von Salzkristallen. Diese wirden aus Calciumverbindungen ausfallen, wenn keine konstante
Carbogenbegasung zugefihrt werden wirde. Die Experimente im Organbad erfolgten unter
konstanter Begasung mit Carbogengas, bestehend aus 95% O> und 5% CO,. Es wurde
damit sowohl die Versorgung mit Sauerstoff gewahrleistet als auch durch den entstehenden

Bikarbonatpuffer ein konstanter pH-Wert von 7,4 eingestellt.

In nachfolgenden Experimenten erfolgte die Zugabe von Pharmaka mit dem Ziel sowohl
Kontraktionen der GefalRe zu erzeugen als auch einzuschranken. Als Losungsmittel diente
nach Herstellerangaben destilliertes Wasser oder Dimethylsufoxid. Auswirkungen der
Losungsmittel auf das Reaktionsverhalten der Praparate wurde in Vorversuchen
ausgeschlossen. Auf die Wirkungsweise der Wirkstoffe soll im Folgenden eingegangen

werden.

2.21 Tetraethylammonium

Zur unspezifischen Inhibierung von Kaliumstrémen der Typen Ky, Kca, Kna und teilweise K;
[75, 76], wurde TEA in einer Konzentration von 102 mol/l verwendet. Es erfolgte der Einsatz
von TEA der Firma Sigma — Aldrich Co. St. Louis, USA.

2.2.2 Indomethacin

Indomethacin ist ein Inhibitor der Cyclooxygenasen eins und zwei und verhindert somit unter
anderem die Produktion von Prostaglandinen [77]. Ziel in dieser Arbeit war es die
endotheliale Produktion von PGl zu hemmen. Dazu wurde Indomethacin in einer

Konzentration von 10 mol/l eingesetzt.
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Es erfolgte der Einsatz von Indomethacin der Firma Sigma — Aldrich Co. St. Louis, USA.

2.2.3 Noradrenalin

Zur Auslésung maximaler Kontraktionen wurde in diesen Versuchen Noradrenalin in einer
Konzentration von 10° mol/l eingesetzt. Die Dosisermittlung erfolgte durch vorhergehende
Dosis-Wirkungsexperimente. Es erfolgte der Einsatz von Noradrenalin der Firma Sigma —
Aldrich Co. St. Louis, USA.

2.2.4 kaliumreiche Lésung

Die Zugabe dieser Lésung erfolgte um mit Hilfe einer erhéhten extrazellularen
Kaliumkonzentration von 40 mmol/l Depolarisationen der Zellmembranen zu erzeugen, die
zu einer Offnung spannungsabhangiger lonenkanale fihren wirden, um letztlich durch
Calciumstrome Kontraktionen der glatten Muskelzellen zu erzeugen. Um Effekten
vorzubeugen, die durch eine Verschiebung der Osmolaritat erzeugt werden konnten,
bestand die Lésung aus einer modifizierten Krebsldsung. Hierflr erfolgte der aquimolare
Austausch von NaCl zugunsten von KCI auf eine KCI Konzentration von 38,8mmol/l.
Wahrend der Experimente erfolgte die Zugabe in Form eines kompletten Austausches der

vorher entfernten Standardkrebslsung.

2mN

2 min
+ NA 10-°mol/l

W + NA 5*105mol/l

+ NA_2.5*10-5mol/l

spulen
+ NA 1.5*10-5mol/l Kalium 40mmol/l

NA 10-mol/l

Abbildung 4 Noradrenalin- und Kaliumkontraktionen

A: Noradrenalinantwortverhalten — Erhohung der im Organbad enthaltenen Noradrenalinkonzentration alle
funf Minuten um dargestellte Betrige, maximale Reaktion bei 10-Smol/l; B: Kalium Antwortverhalten -
Austausch der Organbadlésung mit einer kaliumreichen Loésung (40mmol/l), Wiederherstellung der
physiologischen Elektrolytkonzentration durch spiilen mit Krebslésung.
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2.2.5 Prazosin
Als Antagonist adrenerger Signallibertragung an den Rezeptoren aia, 1p, 1, O2a, O28 UNd
azc [76] wurde in dieser Arbeit Prazosin in einer Konzentration von 10 mol/l eingesetzt. Es

erfolgte der Einsatz von Prazosin der Firma Tocris bioscience Ellisville, USA.

2.2.6 Nifedipin

Nifedipin ist ein Inhibitor fur spannungsabhangige Kationenkanale der Typen K1.2, Ca/1.1
und Ca,1.2 [76]. Wobei flr die in dieser Arbeit verwendeten Gewebe und Konzentration von
10 mol/l die Inhibition der Ca,1.2 Kanale der glattmuskilaren Membran von Bedeutung ist
[78]. Auf Grund der Lichtempfindlichkeit von Nifedipin wurden die Experimente in volliger
Dunkelheit durchgefuhrt. Es erfolgte der Einsatz von Nifedipin der Firma Research

Biochemicals International Natick, USA.

2.2.7 Tetrodotoxin

Tetrodotoxin ist ein Kanalblocker spannungsabhangigen Natriumkanale (Na,) [79], die im
Allgemeinen fir die Ausbreitung und Aufrechterhaltung von Aktionspotentialen verantwortlich
sind. In den WiderstandgefaRen der Ratte findet sich der Nay1.7, der neben
Spinalwurzelzellen und neuroendokrinen Zellen auch in den Zellen des sympathischen
Nervensystems exprimiert ist [80]. Zusatzlich bestehen Hinweise auf Na, — Kanale auf
glatten Muskelzellen der Mesenterialarterien der Ratte [81]. Die verwendete
Wirkstoffkonzentration von TTX war mit 10" mol/l bemessen.

Es erfolgte der Einsatz von Tetrodotoxin der Firma Tocris bioscience Ellisville, USA.

2.2.8 Elektrische Feldstimulation

Mit Hilfe von zwei in das Organbad eingebrachten Elektroden konnten elektrische Stréme in
Verlaufsrichtung der GefalRe appliziert werden. Die elektrische Feldstimulation diente in
Experimenten mit Mesenterialarterien bisher zur Untersuchung nervaler Strukturen. Lamont
et al. [82] beschrieben, dass mittels EFS eine Freisetzung von Transmittern aus nervalen
Endigungen erzeugt werden konne, wie sie in ihrer Starke und Zusammensetzung durch
externe Applikation nur schwer zu simulieren ware. Weiterhin konnte im Hinblick auf
phasische Aktivitdt beobachtet werden, dass die EFS zu einer Synchronisation von
Prozessen beitragt [65]. Das in dieser Arbeit verwendete Paradigma zur Stromapplikation ist
in leicht abgewandelter Form seit vielen Jahren innerhalb der Arbeitsgruppe an
unterschiedlichsten Geweben erfolgreich erprobt worden. Die durch einen Generator
erzeugten Spannungen von 50V und 70V wurden mit Hilfe eines 1kQ Widerstandes in

Stromstarken von 50mA und 70mA transformiert und mit einer Gesamtdauer von drei
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Sekunden appliziert. Diese Impulse setzten sich wiederum aus, mit einer Frequenz von
50Hz, wiederkehrenden Rechteckstromen zusammen, die in ihrer Einzeldauer im Bereich
von 1ms bis 10ms variiert wurden.

Wenn nicht anders erwahnt wurde als Standard ein Reiz folgender Zusammensetzung
abgegeben: 3s (Gesamtdauer) 50Hz (Frequenz der Einzelimpulse) 50mA 5ms

(Einzelimpulsdauer).

2.3 Experimente

Fir die Charakterisierung der Kontraktionen der Widerstandsgefalie wurden die jeweiligen
zellularen Komponenten spezifisch mit kontraktionsférdernden Pharmaka oder elektrischen
Reizen adressiert. Weiterhin wurden nach induzieren phasischer oder tonischer Aktivitat,
einzelne Zellstrukturen durch die Gabe von Pharmaka in ihrer Aktivitat blockiert. Der Ablauf
der Experimente erfolgte nach zuvor festgelegten Standards, die sowohl die Qualitat der
Testldsungen als auch die Ablaufe beinhalteten. Die Zugabe der Pharmaka in die
Organbadlésung erfolgte stets an einer definierten Stelle um Diffusionsbedingte

Unterschiede im Anfluten zu reduzieren.

2.3.1 Externe Reizung und Auswirkungen von TTX, Prazosin und Nifedipin auf die
Reizantwort

Zielsetzung dieser ersten Experimente war es sowohl das Ansprechen der Praparate sowie
die Mdglichkeit der pharmakologischen Beeinflussung der Reizantwort zu Uberprifen und zu
dokumentieren. Die drei verwendeten Pharmaka Nifedipin, Prazosin und TTX hatten zum
Ziel sowohl transmittervermittelte Erregungen als auch Reaktionen durch depolarisierende

Vorgange einzuschranken.

2.3.1.1 Elektrische Feldstimulation und Wirkung von Tetrodotoxin

Mit der elektrischen Feldstimulation sollte sowohl die Antwort auf das Ausldsen von nervalen
Aktionspotentialen Uberprift werden als auch die Inhibition der Aktionspotentiale durch
Tetrodotoxin demonstriert werden. Die elektrischen Stimulationen wurden nach definiertem
Paradigma durchgeflhrt, in dem eine Variation der applizierten Stromstarke sowie der Dauer
der Einzelimpulse vorgenommen wurde. Die Reizdauer von 3s sowie die Frequenz von 50Hz
blieben dabei konstant und es erfolgten jeweils Durchlaufe fiur die Stromstarken 50mA und
70mA. In jedem Durchlauf wurden im Abstand von zwei Minuten vier Reize gesetzt, die
aufsteigend eine Einzelimpulsdauer von 1ms, 2ms, 5ms und 10ms beinhalteten. Unter

Vorlage von Tetrodotoxin wurde dieses Paradigma erneut durchlaufen und die Amplituden
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der zugehorigen Stimulationen verglichen. Die Bestimmung der AmplitudengrofRe erfolgte
unter Zuhilfenahme einer eigens programmierten Excel-Makro, auf die im weiteren Verlauf

naher eingegangen wird.

2.3.1.2 Noradrenalin und Wirkung von Prazosin

Maximale Kontraktionen ausgel6st durch Noradrenalin wurden fiir spatere Auswertungen als
Referenzwerte herangezogen. Fur dieses, sowie auch fir alle weiteren Experimente mit
Noradrenalin wurde eine Konzentration von 10° mol/l verwendet. Zur Demonstration der
Prazosinwirkung erfolgte zunachst eine maximale Noradrenalinkontraktion und dann nach
mehrfachen Ausspillen des Organbades unter Vorlage von Prazosin eine erneute
Noradrenalingabe. Zur Quantifizierung wurde jeweils die maximal erreichte Kraft, nach

Abzug des Ruhetonus, herangezogen, die mit Hilfe des LabChartReader bestimmt wurde.

2.3.1.3 kaliumreiche Losung und Wirkung von Nifedipin

Kontraktionen durch erhdhte Kaliumkonzentration dienten ebenfalls als Referenzwerte.
Anders als Noradrenalin wurden hier jedoch keine maximalen Kontraktionen angestrebt. Es
wurde eine Konzentration verwendet, die unter physiologischen Druckbedingungen gerade
ausreichend ist, um einen vollstdndigen Verschluss des Gefalslumens zu erzeugen.
VanBavel et al. [83] konnten dies flr eine Kaliumkonzentration von 40 mmol/l demonstrieren.
Der experimentelle Ablauf und die Quantifizierung der Inhibition der Kaliumkontraktion durch
Nifedipin erfolgte nach dem gleichen Protokoll wie fur die Noradrenalin — Prazosin

Interaktion.

Im Anschluss an diese Experimente erfolgte eine vergleichende Auswertung der durch
Stimulation erzeugten Amplituden. Mittels Korrelationsanalyse nach Pearson wurden die
Kontraktionen nach Standard EFS und unter erhdhter Kaliumkonzentration jeweils bezogen
auf die Amplitude der zugehoérigen Noradrenalinkontraktion analysiert. Es wurde hierfur
diejenige EFS Kontraktion ausgewahlt, die unmittelbar vor Zugabe von Noradrenalin
ausgel6st wurde. Weiterhin erfolgte aus den jeweiligen Datenpaaren die Berechnung und

graphische Darstellung der zugehoérigen Regressionsgerade.

2.3.2 Bestimmung der TEA - Schwellenkonzentration fiir phasische Aktivitat und
Einfluss von Indomethacin auf die TEA Schwelle

Das folgend beschriebene Experiment diente der Bestimmung der nétigen
Wirkstoffkonzentration fir die Induktion der phasischen Aktivitat. Zusatzlich wurde

untersucht, ob das Endothelprodukt PGI, einen hemmenden Einfluss auf die phasische
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Aktivitat auslibt und damit die TEA Schwelle beeinflusst. Dazu wurden bei den untersuchten
Praparaten die Organbadlosung mit TEA von 10“mol/l beginnend alle zehn Minuten nach
folgendem Schema, ohne zwischenzeitliches Spllen der Ldsung, auftitriert: 10“mol/l —
5*10*mol/l — 10*mol/l — 5*103mol/l — 10-2mol/l.

Fiunf Minuten nach Erhéhung der TEA Konzentration erfolgte jeweils eine elektrische
Stimulation nach dem bekannten Standardschema (3s 50Hz 50mA 5ms), um dessen
synchronisierenden Effekt zu nutzen. Die Messung wurde beendet sobald sich phasische
Aktivitat etablierte.

Zwischen den Vergleichsmessungen erfolgte mindestens eine Pause von 20min um den
Praparaten Zeit zu geben Stoffwechselprodukte zu resynthetisieren sowie Transmitter fur
SignalUbertragungen wieder bereitzustellen.

Fur die Vergleichsmessungen wurde Indomethacin in einer Konzentration von 10-°mol/l
mindestens zehn Minuten vor der ersten TEA Zugabe vorgelegt. Nach zehn mindtiger
Wirkungszeit wurde das Praparat nochmals gespilt, mit dem Ziel mdglichst alle
Prostaglandine aus der Losung zu entfernen. Im Anschluss daran erfolgte sofort wieder die
Zugabe von Indomethacin 10°mol/l. Bei jeweils der Halfte der Praparate erfolgte der erste
Untersuchungsdurchlauf ohne, im zweiten Durchlauf dann mit Indomethacin. Bei der
anderen Halfte verhielt sich die Reihenfolge umgekehrt. Dieses Vorgehen wurde gewahlt um
ein eventuell frGheres Ansprechen der Praparate auf TEA im zweiten Durchlauf, bedingt
durch die TEA — Gaben im vorherigen Durchgang, aufzudecken und von eventuellen

Wirkungen des Indomethacins unterscheiden zu kdnnen.

2.3.3 Pharmakologische Beeinflussung induzierter Aktivitat

Wesentliche Intention dieser Arbeit war es, durch Ausschalten spezifischer Signalwege das
Verhalten phasischer Aktivitdt zu analysieren. Durch die Vorexperimente sollte die
Wirksamkeit der gewahlten Pharmaka zur Inhibition der verschiedenen Ebenen der
Signallibertragung im sympathischen Nervensystem Uberprift werden. In diesen
Experimenten erfolgte die gezielte Elemination dieser Signalwege wahrend TEA induzierter

phasischer und tonischer Kontraktionen.

2.3.3.1 Pharmakologische Beeinflussung phasischer Kontraktionen

Nach erfolgter Reagibilitdtsprifung mittels des Standard EFS Reizes wurden die
Mesenterialarterien mit Hilfe von TEA 102 mol/l in den Zustand phasischer Kontraktionen
versetzt. Sobald sich repetitive Kontraktionen flir mehr als flinf Minuten etabliert hatten,
wurde jeweils Nifedipin, Prazosin oder TTX in oben genannter Konzentration, in das

Organbad eingebracht und die Reaktionen der Praparate fir weitere finf Minuten
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beobachtet. Als Messparameter dienten sowohl die Anzahl phasischer Kontraktionen flnf
Minuten vor und nach Zugabe der Pharmaka, sowie die mittlere Kraft in eben diesem
Vergleichszeitraum. Die Auszahlung der phasischen Kontraktionen erfolgte mit einem
speziellen Makro innerhalb Excels, welches unter Punkt 2.3.5 naher erlautert wird. Die
Berechnung der mittleren Kraft wurde mit Hilfe des LabChartReader durchgefiihrt und von

den Messwerten noch der Ruhetonus subtrahiert.

2.3.3.2 Pharmakologische Beeinflussung tonischer Kontraktionen

Wiederum nach erfolgter Reagibilitatsprifung mittels Standard EFS wurde dem Organbad
TEA 102 mol/l zugesetzt. Erfolgte nun spontan oder iGber den Weg der phasischen Aktivitat
die Entwicklung einer tonischen Kontraktion, so wurde diese beobachtet, bis sich eine relativ
konstante Plateauphase eingestellt hatte. Es wurde nun erneut jeweils Nifedipin, Prazosin
oder TTX in den definierten Konzentrationen hinzugegeben und die Reaktion beobachtet bis
sich ein neues Kraftniveau etablierte. Als Messparameter diente die im Mittel erzeugte Kraft
wahrend der Plateauphase vier Minuten vor Zugabe der Pharmaka verglichen mit dem
durchschnittlichen Kraftniveau nach Zugabe der Pharmaka und Stabilisierung in einem
maximalen Zeitraum von vier Minuten. Von diesen Messwerten wurde wiederum der

Ruhetonus abgezogen.

2.3.4 Charakterisierung phasischer Aktivitat

Um eine genaue Charakterisierung des Phanomens der phasischen Aktivitdt vornehmen zu
kénnen, erfolgte eine ausgiebige Beschreibung nach qualitativen und quantitativen
Gesichtspunkten. Um quantitative Aussagen Uber das Ausmal der spontanen Kontraktionen
der Mesenterialgefalle machen zu kénnen, wurden von allen Praparaten, die phasische
Aktivitat zuverlassig etablieren konnten, ausgewahlte Bereiche analysiert.

Bei diesen Bereichen handelte es sich um Cluster vermehrter Aktivitdt auf deren
Beschreibung genauer im Ergebnisteil eingegangen wird. Bei mehreren zur Verfliigung
stehenden Clustern erfolgte die Auswahl unter Bericksichtigung maoglichst weniger
Uberlagerungen von Einzelkontraktionen und der groRtmdglichen Dauer. Innerhalb der
ausgewahlten Bereiche wurde die durchschnittiche Amplitudenhdhe und der
durchschnittliche Kraftanstieg, sowie der mittlere Abstand zur vorherigen Kontraktion aller im
Cluster enthaltenen Einzelkontraktionen bestimmt. Zusatzlich erfolgte die Bestimmung der
durchschnittlichen Kraft Uber dem Ruhetonus im ausgewahlten Zeitraum. Der Ruhetonus
wurde, wenn nicht anders erwahnt, definiert durch die durchschnittliche Kraft im Bereich von
1,5min vor TEA — Zugabe.
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Far die Berechnungen wurden alle einzelnen Kontraktionen im ausgewahlten Bereich nach
den oben genannten Parametern vermessen und im Folgenden fiir das jeweilige Praparat
das arithmetische Mittel flir Amplitudenhéhe, Kraftanstieg und Abstand zur vorhergehenden
Kontraktion gebildet. Dies war notwendig, um die unterschiedliche Lange der analysierten
Bereiche pro Praparat und die damit verbundene Variation der Anzahl an gemessenen
Kontraktionen auszugleichen. Alle weiteren Berechnungen und Analysen wurden dann mit
diesen gemittelten Messwerten durchgefihrt.

Fir den Zweck der Erfassung der gesuchten Kontraktionen und deren Vermessung wurde
eigens eine Excel Makro programmiert. Dieses Programm innerhalb einer Excelanwendung
ermoglichte es aus den Rohdaten, die aus dem LabChart ausgelesen wurden, eigenstandig
Kontraktionen zu erkennen und die oben genannten Parameter zu berechnen. Eine
genauere Beschreibung der Funktionsweise des Quellcodes findet im nachfolgenden Punkt
statt.

Um das Phanomen phasischer Kontraktionen vergleichbar zu quantifizieren und nahere
Erkenntnisse Uber die moglichen Auswirkungen in vivo zu erhalten, wurde die
Kraftentwicklung der phasischen Aktivitat mit Kontraktionsstarken von Referenzkontraktionen
verglichen. Dazu wurden Praparate zusatzlich mit Noradrenalin, Kalium oder Standard EFS
als Referenz kontrahiert und die maximale Amplitudenhéhe nach dieser Stimulation mit der
durchschnittlichen Amplitudenhéhe der phasischen Kontraktionen verglichen. Es erfolgte
dazu eine Korrelationsanalyse nach Pearson und die graphische Darstellung der

Regressionsgerade.

Eine Betrachtung zu Kennzahlen der tonischen Aktivitat wurde ebenfalls durchgefiihrt. Es
erfolgte die Messung der durchschnittlich erreichten Kraft im Bereich vier Minuten vor
Terminierung des Tonus durch pharmakologische Beeinflussung oder Spulung. Weiterhin
erfolgte die Bestimmung der Zeit von TEA — Gabe bis zum Ubergang von phasischen
Kontraktionen in einen stetigen Tonus. Praparate, die direkt nach TEA — Gabe eine tonische
Reaktion zeigten wurden fir diese Betrachtung nicht beachtet. Eine genaue Beschreibung

der Reaktionsformen nach TEA — Gabe wird im Ergebnisteil naher betrachtet.

2.3.5 Funktionsweise des Analyseprogrammes

Die Auswertung der Kontraktionen erfolgte mittels einer eigens programmierten Excel Makro.
Die fur die Berechnung bendtigten Daten wurden aus dem LabChart enthommen. Dazu
wurde aus den untersuchten Bereichen pro Sekunde zehn Messwerte der gemessenen Kraft
ausgelesen, dem genauen Zeitpunkt zugeordnet und in die Auswertmaske Ubertragen. Die
Auswertung von Kontraktionen erforderte einen Referenzbereich als Bezugsgréfe, um durch

das Grundrauschen bedingte Schwankungen der gemessenen Kraft von echten
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Kontraktionen unterscheiden zu kénnen. Als Referenzbereich flir die Auswertung phasischer
Kontraktionen wurden jeweils die 1,5min vor TEA - Zugabe gewahlt. Aus diesem Bereich
wurde eine Referenzamplitude bestimmt. In der spateren Messung musste dieser
Kraftunterschied von einer Kontraktion Uberschritten werden, um als echte Kontraktion
gewertet werden zu konnen. Als Referenzamplitude wurde der grofte Kraftunterschied
festgelegt, der innerhalb eines Zeitraumes von flnf Sekunden erzielt werden konnte.

Die Auswertung des Messbereiches erfolgte nach folgendem Prinzip: Die einzelnen
Messpunkte wurden schrittweise gegeneinander verglichen. Und dabei zunachst eine
potentielle Kontraktion gesucht. Dazu musste ein Kraftanstieg ausgehend vom aktuellen
Messwert Uber die zuvor bestimmte Referenzamplitude innerhalb von 1,5s erreicht werden.
War dies nicht der Fall wurden vom nachsten Messpunkt aus die folgenden 1,5s abgetastet.
Konnte ein relevanter Ausschlag verzeichnet werden so wurde im Bereich dieser 1,5s der
kleinste Messwert bestimmt und als Start der Kontraktion markiert. Nachdem es zu einem
Anstieg und nachfolgendem Abfall der Kraft kam, wurde das Ende der Kontraktion dadurch
bestimmt, dass der nachfolgende Messwert gréf3er war als sein Bezugswert direkt davor. Um
Stérungen dieses Algorithmus durch das Grundrauschen vorzubeugen, musste der
Kraftabfall ebenfalls groRer sein als die zuvor bestimmte Referenzamplitude. Der grofite
Messwert in diesem Intervall wurde als Amplitudenmaximum markiert.

Die Amplitudengrof’e errechnete sich aus der Subtraktion der Messwerte von
Amplitudenmaximum und Kontraktionsstart. Aus dieser Amplitude und dem
dazwischenliegenden Zeitintervall errechnete sich der Kontraktionsanstieg. Der Abstand zur
Vorkontraktion ergab sich aus der zeitlichen Differenz zwischen den jeweiligen

Amplitudenmaxima.

2.4 Statistische Auswertung

Die Ergebnisse sind jeweils als Mittelwert £+ SEM und n als der Anzahl der Stichproben
dargestellt. Fur vergleichende Analysen der Mittelwerte wurde in Abhangigkeit der
Untersuchungen der t-Test flr unverbundene, sowie fir verbundene Stichproben
durchgefuhrt. Die Berechnungen erfolgten mit Hilfe der in Excel integrierten Anwendungen.
Als statistisch signifikant wurde ein p-Wert < 0,05 festgelegt. Die Verteilung der Variablen
bzw. deren Differenzen bei verbundenen Stichproben innerhalb einer Normalverteilung
wurde zuvor in SPSS mit Hilfe des Shapiro — Wilk Tests Uberprift.

Fir Korrelationsanalysen wurden, ebenfalls mit Hilfe von Excel, die Korrelationen nach

Pearson berechnet und die Regressionsgeraden grafisch dargestellt.
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3 Ergebnisse

Die Ergebnisse der Experimente zur Untersuchung phasischer und tonischer Aktivitat in der
Mesenterialarterie der Ratte sollen im Folgenden vorgestellt werden. Um einen mdéglichen
nervalen Ursprung des Phanomens der phasischen und tonischen Kontraktionen des glatten
Muskels, die in dieser Arbeit durch TEA induziert wurden, zu untersuchen folgten die
durchgefiihrten Experimente nachfolgenden Uberlegungen.

Zunachst erfolgten standardisierte Reize auf verschiedenen Ebenen der nervalen —
glattmuskularen Interaktion. Dies wurde durch Ausldésung nervaler Aktionspotentiale durch
EFS, Stimulation glattmuskulérer ai — Rezeptoren durch Noradrenalin sowie Offnung vor
allem glattmuskularer Ca, — Kanale durch kaliumreiche Lésung umgesetzt. Hiermit sollte
sowohl die Kinetik der daraus resultierenden Kontraktionen als auch die Mdglichkeit der
spezifischen Inhibition der jeweiligen Interaktionsebene durch TTX, Prazosin und Nifedipin
untersucht werden. Weiterhin dienten diese durch spezifische Reize ausgeldsten
Kontraktionen als Referenz flr spatere Analysen der Charakteristik phasischer
Kontraktionen. Im nachfolgenden Schritt wurden nun phasische und tonische Aktivitat auf die
Reaktionen nach Gabe von TTX zur Inhibition von Aktionspotentialen, Prazosin zur
Antagonisierung nerval freigesetzten Noradrenalins und Nifedipin zur Blockade

spannungsabhangiger Calciumkanale auf der glattmuskularen Membran untersucht.

Varikositit
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Abbildung 5 Zellen der GefaBwand und Zielstrukturen fiir pharmakologische Beeinflussung

Unter Ruhebedingungen zeigten die Mesenterialarterien zundchst keine selbststandige,
kontraktile Aktivitdt. Dem Vorspannen im Organbad begegneten sie mit einem passiven
Verhalten. So konnte nach erstmaligem Vorspannen zundchst eine Reduktion des Tonus
beobachtet werden, der durch erneutes Spannen auf die gewlnschten 5mN eingestellt
wurde. Eine myogene Kontraktion als Reaktion auf Erhéhung der Vorspannung konnte nicht
beobachtet werden. Hatte sich der Ruhetonus auf ein Niveau eingestellt, war noch lediglich

eine sehr geringe Reduktion des Tonus uber den Verlauf der Experimente zu beobachten.
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3.1 Externe Stimulation und Auswirkungen von TTX, Prazosin und Nifedipin auf die
Reizantwort

Mit diesen ersten Experimenten wurde das Reaktionsverhalten der Praparate auf
standardisierte externe Reize und die Veranderungen der Reaktionen nach
pharmakologischer Inhibition von Rezeptor und lonenkandlen untersucht. Mittels der
Pharmaka sollte Uberprift werden, in wie weit die Antwort nach nervaler Reizung mit EFS
durch den Na, — Kanal Blocker TTX, nach adrenerger Stimulation durch den ai —
Rezeptorantagonisten Prazosin und nach Depolarisation mit kaliumreicher Losung durch den

Calciumkanalantagonisten Nifedipin zu beeinflussen ist.

3.1.1 Nervale Reizung durch EFS und Wirkung des Na, — Kanal Blockers TTX

Die elektrische Feldstimulation ist eine etablierte Methode zur Reizung nervaler Strukturen
im Organbad. Die systematische Stimulation der Praparate mit EFS Reizen erfolgte nach
einem festgelegten Schema fir dessen Beschreibung auf den Methodenteil verwiesen wird.
Die Kontraktionen zeichneten sich durch einen schnellen Aufstrich und ohne Ausbildung
einer Plateauphase durch ein ebenso schnelles Abfallen der Kraft auf das Grundniveau aus,

beispielhaft dargestellt in Abbildung 6.
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Abbildung 6 muskuldre Reaktionen der Mesenterialarterie auf verschiedene EFS Reize

A: Abfolge von EFS Stimulationen Reizdauer 3s, Rechteckstromfrequenz 50Hz, Stromstdarke 50mA,
Variation der Rechteckstromdauer von 1ms - 10ms; In der Regel zeigte sich ein Riickgang der
Reizantwort bei 10ms Reizung

B: Unterschiede in der Kraftentwicklung zwischen EFS Reizung bei 50mA mit und ohne Vorlage von TTX

10"mol/l £ SEM.
* Signifikante Unterschiede in der Reizantwort bei 5ms und 10ms Reizung

Der Kraftanstieg, gemessen von Beginn der Kontraktion bis zum Erreichen des
Kontraktionsmaximums konnte auf durchschnittlich 0,52 £ 0,02mN/s (n = 193) beziffert
werden. Praparate, die eine verlangerte Relaxationsphase nach elektrischer Stimulation
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zeigten, wurden von der Auswertung ausgeschlossen. Dies wurde zumeist bei Praparaten
beobachtet, bei denen das Einfihren der Drahte nur unter vermehrter mechanischer
Beanspruchung des GefalRes moglich war und es somit eventuell zu Schaden in der
GefaRwand gekommen sein kénnte.

Mit Zunahme der Stromstarke, sowie der Einzelimpulsdauer konnte eine Erhdhung der
Kontraktionsamplitude verzeichnet werden, bei dem Schritt von 5ms auf 10ms zeigte sich
jedoch eine abschwachende Tendenz.

In der vergleichenden Messung unter TTX 10'mol/l konnte fiir den Grofteil der
Stimulationsstufen eine deutliche Inhibition der Kontraktion verzeichnet werden.

Nur in den Stimulationsstufen 50mA 1ms und 2ms sowie 70mA 1ms, in denen die Reizung
auch unter Normalbedingungen teilweise unterschwellig blieb, konnte keine signifikante
Reduktion der Reizantwort auf TTX Zugabe gezeigt werden. Der TTX resistente Teil der
Kontraktionen bildete dabei die Reaktion auf Depolarisation der Prasynapse und
nachfolgende Transmitterfreisetzung, sowie die direkte muskuldre Reizung ab. Als
Standardreiz sollte diejenige Stimulationsstufe gewahlt werden, deren Reiz stets zur
Kontraktion fuhrte und einen mdglichst geringen Anteil extranervaler Erregung verursachte.

In der daflr ausgewahlten Reizstufe von (3s, 50Hz, 50mA, 5ms) machte diese TTX

resistente  Kontraktion durchschnittlich einen Anteil von lediglich 6% an der
Gesamtkontraktion aus.
50mA
1ms 2ms 5ms 10ms
o EFS [mN] + SEM 0,16 0,14 |0,47 0,19 |1,99 0,36 | 1,86 0,28
o EFS + TTX 10"M
[mN] £ SEM 0 0,04 0,04 |0,12 £0,09 | 0,15 0,11
p -Wert * >0,05 <0,05 <0,05
n 4 5 5 5
70mA
1ms 2ms 5ms 10ms
o EFS [mN] + SEM 0,31 £0,10 [{1,55%0,33 |2,90 £0,26 |2,80 +0,23
o EFS + TTX 10"M
[mN] £ SEM 0,06 £+0,04 (0,09 0,08 |0,28 £+0,12 |0,30 +0,11
p -Wert >0,05 <0,05 <0,05 <0,05
n 4 5 5 5

Tabelle 1 EFS Kontraktionen Vergleich der Kraftentwicklung mit und ohne Vorlage von TTX 10”7mol/l

* Bedingungen fiir Signifikanztestung nicht erfiillt
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3.1.2 Adrenerge Reizung durch NA und Wirkung des a; - Rezeptorantagonisten
Prazosin

Zur Stimulation vorrangig der a1 — Rezeptoren der glatten Muskulatur erfolgte die Gabe von
NA 10° mol/l. Zur Initierung einer maximalen Kontraktion konnte durch Vorexperimente
diese Konzentration definiert werden, siehe auch Abbildung 4. Die Kontraktionen zeichneten
sich durch einen schnellen initialen Anstieg und anschlieRendem Ubergang in einen
Sattigungsverlauf aus. Der Anstieg vom Beginn der Kontraktion bis zum Erreichen des
Maximalausschlages konnte mit 0,1 £ 0,02 mN/s (n = 10) beziffert werden. Fir die
Berechnung des Anstieges wurden ausschliel3lich Praparate verwendet, die einer sofortigen
Gabe von NA 10° mol/l ausgesetzt wurden. Versuche, in denen eine NA Konzentration von
105 mol/l durch Titration erreicht wurde, wurden nicht mit in die Berechnung aufgenommen.
Nach Erreichen des Kontraktionsmaximums konnte sowohl ein Bestehen der Kontraktion in
einer Plateauphase sowie, in einem verzdgerten Verlauf, die komplette Rlckkehr zum
Ausgangstonus beobachtet werden. Zusatzlich zeigte sich die Starke der Kontraktion nach
Noradrenalingabe individuell sehr verschieden. Im Gegensatz zur Gabe von Kalium 40
mmol/l wonach sich sehr stabile absolute Kontraktionswerte erzeugen lie3en, reichte die
Spanne der Noradrenalinkontraktionen von minimal 0,06mN bis hin zu Messwerten von
maximal 10,39mN. Die Streuung der Noradrenalinantwort im Vergleich zu Kontraktionen

unter Kalium ist in nachfolgender Abbildung dargestellt.
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Abbildung 7 Verteilung der maximalen Kontraktionswerte nach Gabe von kaliumreicher Losung (n= 27)
und Noradrenalin 10-° mol/l (n=24)
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Die teilweise minimalen Ausschlage nach Noradrenalingabe waren fir diese Arbeit kein
Kriterium zum Verwerfen dieser Praparate. Da es sich zeigte, dass das Antwortverhalten auf
Noradrenalingabe keinen zuverlassigen Pradiktor fir das Antwortverhalten in weiteren
Experimenten darstellte. Durch Vorlage von Prazosin, einem kompetitiven a1 -—
Rezeptorantagonisten, konnte eine deutliche Inhibition der Noradrenalinantwort gemessen
werden. Auf Grund nicht normalverteilter Differenzen der Wertepaare, waren die

Bedingungen zur Durchfiihrung des t-Tests jedoch nicht erfillt.

o Noradrenalin [mN] + SEM 0,99 £ 0,58

o Noradrenalin +
Prazosin [mN] + SEM 0,05 + 0,02
n 5

Tabelle 2 Noradrenalinkontraktionen Vergleich der Kraftentwicklung mit und ohne Vorlage von
Prazosin 10-°mol/l
*Die Bedingungen zur Signifikanztestung waren nicht erfiillt

3.1.3 Depolarisation durch kaliumreiche Losung und Wirkung des
Calciumkanalantagonisten Nifedipin

Kontraktionen durch Depolarisation und nachfolgendem Calciumeinstrom in die glatten
Musekelzellen wurden durch den Austausch der Standardkrebslésung durch eine
modifizierte Krebsldsung mit einer Kaliumkonzentration von 40mmol/l erzeugt. Wie bereits in
Abbildung 7 dargestellt konnten mittels kaliumreicher Losung Kontraktionen konstanten
Ausmalles erzeugt werden. Ebenso wie die Kontraktionen unter Noradrenalin konnte bei
Verwendung einer kaliumreichen LOsung ein initial steiler Kontraktionsverlauf mit
nachfolgendem Ubergang in eine Sattigung beobachtet werden. Folgend kam es regelhaft
zur Ausbildung eines Kontraktionsplateaus. Einige Praparate konnten jedoch das erhdhte
Kraftniveau nicht stabil halten, woraufhin es zu einer langsamen Abnahme der
Kontraktionskraft kam. Der Anstieg vom Beginn der Kontraktion bis zum Erreichen des
maximalen Ausschlages wurde mit 0,16 + 0,01 mN/s (n=27) gemessen und lag somit im
Bereich der Noradrenalinkontraktionen.
Eine Inhibition der Kaliumkontraktion durch Vorlage von Nifedipin 10 mol/l konnte in
signifikanter Weise gezeigt werden. Es kam sowohl zu einer deutlichen Reduktion der
Maximalamplitude als auch zu einer sofortigen Rickkehr auf das Niveau des Ruhetonus. Die
Ausbildung einer Plateauphase konnte nach Vorlage von Nifedipin nicht beobachtet werden.
Die initiale Kontraktion trotz Nifedipingabe ist nicht als unvollstindige Blockade der
spannungsabhangigen Calciumkanale zu werten. Vielmehr wird durch die Depolarisation die
Freisetzung von Neurotransmittern ausgeldst und durch Freisetzung von intrazellularem
Calcium eine Kontraktion ausgelost, die durch Blockade spannungsabhangiger
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Calciumkanale nicht inhibiert werden kann [84]. Auf Grund instabiler Plateauphasen in den
Kontrollversuchen wurde trotz dieser Uberlagerung von lonenstrémen die maximale Antwort

als Messparameter herangezogen.

o Kalium [mN] £ SEM 5,14 +0,67
o Kalium + Nifedipin

[mN] £ SEM 1,04 £ 0,39
p - Wert <0,05
n 7

Tabelle 3 Kaliumkontraktion Vergleich der Kraftentwicklung mit und ohne Vorlage von Nifedipin 10-mol/l

3.1.4 Korrelationsanalyse der Amplituden nach externer Stimulation

Das variierende Antwortverhalten nach Noradrenalingabe im Vergleich zu kaliumreicher
Losung konnte bereits in Abbildung 7 dargestellt werden. Diese Beobachtung spiegelte sich
auch in der Korrelation der jeweiligen Wertepaare der ermittelten Kontraktionsamplituden
wieder. Hier ergab sich lediglich ein Korrelationskoeffizient von r = 0,64 (n = 17). Die Analyse
der EFS Kontraktion bezogen auf die Noradrenalinkontraktion ergab hingegen einen
Koeffizienten von r = 0,91 (n = 24). Die jeweiligen Regressionsgeraden finden sich
nachfolgend abgebildet. Die hohe Korrelation zwischen Noradrenalin — und EFS -
Kontraktionen unterstreicht dabei die Abhangigkeit der EFS — Reizantwort von adrenergen
Rezeptoren auf der glattmuskuldaren Membran. Jedoch kann bei einer nur mittleren
Korrelation der Kontraktionsstarken nach Noradrenalingabe und kaliumreicher Losung nicht
von einer gleichmaRigen Verteilung der adrenergen Rezeptoren auf alle Muskelzellen

ausgegangen werden.

Kaliumkontraktion [mN]

O = N W & O O N 00 ©

o -

EFS - Kontraktion [mN]

T T 1 O T T T 1
5 10 15 0 5 10 15

Noradrenalinkontraktion [mN] Noradrenalinkontraktion [mN]

Abbildung 8 Regression zwischen externen Stimulationen
Noradrenalin — und Kaliumkontraktionen (links) sowie Noradrenalin — und EFS Kontraktionen (rechts);
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3.2 TEA - Schwellenkonzentration fiir phasische Aktivitait und Einfluss von
Indomethacin auf die TEA Schwelle

Phasische Aktivitat zeichnete sich durch ein repetitives Auftreten spontaner Kontraktionen
aus, die ausgehend von einem basalen Kraftniveau entsprangen. Ohne Auftreten einer
Plateauphase kam es zur Ruckbildung der Kontraktion, mit Rickkehr des Gefal3tonus auf
das Basalniveau. Eine detaillierte Beschreibung dieses Phanomens findet sich unter Punkt

3.4.1, beispielhaft ist eine Aufzeichnung phasischer Aktivitat nachfolgend abgebildet.

1mN

1 min

N

TEA 102mol/L

Abbildung 9 Beispiel phasischer Aktivitit
induziert durch Vorlage von TEA 102mol/l Kontraktion durch Kalium 40mmol/l bei 7,98mN als
Vergleichswert

Hayashida et al. [85] konnten in Untersuchungen der Aorta der Ratte spontane Oszillationen
ohne vorhergehende Stimulation messen. Fur die wesentlich kleineren Mesenterialarterien
wurde in vorangegangenen Studien flr die Initiierung der phasischen Aktivitat vorrangig auf
Agonisten an a; — Rezeptoren wie Phenylephrin oder Noradrenalin zurtickgegriffen [15, 16,
68, 86]. Repetitive Kontraktionen, ausgelost durch das Hinzufigen von TEA in eine
Organbadlésung, konnten bereits in der Arterie des Rattenschwanzes [87], der Basilararterie
des Hasen [88] sowie der posterioren Cerebralarterie der Ratte [89] beobachtet werden.

Far die Untersuchung der TEA Schwelle zur Induktion phasischer Aktivitdt und dessen
Indomethacinabhangigkeit wurden funf Praparate untersucht. Bei vier Praparaten erfolgte
eine vergleichende Untersuchung mit und ohne Vorlage von Indomethacin. Ein Praparat
durchlief nur die Titrationsreihe ohne Indomethacin und wurde daher ausschlieBlich fur die

Bestimmung der TEA Schwelle herangezogen. Erste vereinzelt auftretende Kontraktionen
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konnten in indomethacinfreien Durchgangen bereits bei TEA Konzentrationen von 5*10*mol/l
(n = 1) und 10°mol/l (n = 1) beobachtet werden. Unter Indomethacin zeigten sich erste
Reaktionen bei einer TEA - Konzentration von 5*10°mol/l (n = 2) sowie ein sofortiges
etablieren der phasischen Aktivitdt (n = 2). Dementsprechend konnte jedoch fir TEA -
Konzentrationsbereiche kleiner 5*10°mol/l keine etablierte Aktivitdt gemessen werden. Das
Auftreten etablierter Aktivitat beschrankte sich in beiden Experimenten auf die zwei
Konzentrationsstufen von 5*103mol/l und 102mol/l, mit einer ausgeglichenen Verteilung
unabhangig von der Reihenfolge der Experimente. Die Haufigkeitsverteilung ist unter
Abbildung 10 dargestellt. In der Frage nach der Indomethacinabhangigkeit der TEA Schwelle
zeigt die ermittelte Haufigkeitsverteilung ein ausgeglichenes Verhaltnis zwischen den beiden
Versuchsarmen auf. Auf Grund dessen wurde an dieser Stelle auf eine Signifikanzanalyse
verzichtet. Eine Beeinflussung der TEA Schwelle durch Indomethacin oder durch die in ihrer
Synthese gehemmten Prostaglandine, speziell Prostaglandin I., konnte nicht gezeigt werden.
Weiterhin zeigte sich keine Veranderung in der Kontraktionskinetik, weder in der
Kontraktions- noch in der Relaxationsphase, nach Vorlage von Indomethacin.

In Bezug auf die TEA Schwellenkonzentration ohne Indomethacineinfluss gingen alle
Praparate bei einer Konzentration von = 5*10mol/l in etablierte phasische Aktivitat (iber. Es
wurde daher flr weitere Experimente die TEA Konzentration zur Initiierung phasischer

Aktivitat auf 10-2mol/l festgesetzt.

4 -

B TEA
Indomethacin + TEA

Anzahl der Praparate mit
etablierter phasischer Aktivitat
N

5*10-3M 10-2M
TEA Konzentration

Abbildung 10 Haufigkeitsverteilung des erstmaligen Auftretens etablierter phasischer Aktivitat
nach schrittweiser Erhéhung der TEA Konzentration mit und ohne Vorlage von Indomethacin 10-¢ mol/l
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3.3 Pharmakologische Beeinflussung phasischer Aktivitét

Die in den Vorexperimenten gezeigten inhibitorischen Effekte auf die Funktionsweise von
spannungsabhangigen Calcium (Cay) — und Natriumkanale (Nay), sowie der a; — Rezeptoren
sollten ebenfalls hinsichtlich ihrer Wirkung auf die phasische Aktivitat Gberprift werden.

Die Bedingung fur die pharmakologische Beeinflussung war das Vorhandensein etablierter
Aktivitat. Im Falle der phasischen Kontraktionen wurde eine Mindestdauer von finf Minuten
etablierter phasischer Aktivitat vor Zugabe der Pharmaka festgelegt. Weiterhin erfolgte, zur
Darstellung groRtmoglicher Unterschiede, die Gabe der Pharmaka inmitten eines
Kontraktionsclusters. Die Reaktionen der tonischen Aktivitdt wurden, in einer kleinen
Versuchsreihe, ebenfalls hinsichtlich ihrer Reaktionen untersucht. Die Zugabe der Pharmaka
erfolgte nach etablieren einer stabilen Plateauphase. Auf Grund der Versuchsanzahl wird

sich bei den letzten Experimenten auf eine Beschreibung der Beobachtungen beschrankt.

3.3.1 Wirkung des Calciumkanalantagonisten Nifedipin auf phasische Kontraktionen
Die Verwendung von Nifedipin diente der Blockade spannungsabhangiger Calciumkanale im
Bereich des glatten Muskels und der Varikositat. Die stark verminderte Reaktion der
Praparate auf Depolarisationen konnte unter Verwendung von Nifedipin in vorherigen
Experimenten gezeigt werden. Das Hinzufigen von Nifedipin zu etablierter phasischer

Aktivitat fihrte umgehend zu einer deutlichen Reduktion der Aktivitat.

May
Varikositat

Cav a Cay
j[-‘ﬂ—fﬂ—a._n L
cal+
glatter Muskel

1 mN

1 min

TEA 102mol/I —
Nifedipin 10-°mol/I

Abbildung 11 Reaktion der glatten Muskulatur der Mesenterialarterie auf die Gabe von Nifedipin

Das Durchbrechen einzelner Kontraktionen konnte nach Nifedipingabe nur noch vereinzelt

registriert werden. Zusatzlich kam es zu einer Reduktion des leicht gesteigerten Grundtonus.
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Die Vergleiche des durchschnittlichen Kraftniveaus und der registrierten Kontraktionen finf
Minuten vor und nach Zugabe von Nifedipin ergaben jeweils signifikante Unterschiede. Eine
detaillierte Darstellung der Ergebnisse findet sich in
Tabelle 5. Die hier beobachtete phasische Aktivitat wies somit eine klare Abhangigkeit von

nifedipinsensiblen Ca, — Kanalen und daher von extrazellularem Calcium auf.

3.3.2 Wirkung des Na, — Kanal Blockers TTX auf phasische Kontraktionen

Die inhibitorische Wirkung von TTX auf spannungsabhangige Natriumkanale ist eine
etablierte Methode zur Unterdriickung der nervalen Antwort. Auch in dieser Arbeit konnte die
inhibitorische Wirkung von TTX durch signifikante Reduktion der EFS — Antwort gezeigt
werden.

Nach Zugabe von TTX 107 mol/l zu etablierter phasischer Aktivitdit kam es, wie unter
Nifedipin, unverzlglich zu einem Sistieren der repetitiven Kontraktionen und zusatzlich zu
einer Reduktion des gesteigerten Grundtonus. Beispielhaft findet sich nachfolgend die
Reaktion abgebildet.
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TTX 107mol/I

TEA 102mol/I

Abbildung 12 Reaktion der glatten Muskulatur der Mesenterialarterie auf die Gabe von Tetrodotoxin

Die daraus resultierende Reduktion der durchschnittlichen Kraft Uber dem Ruhetonus funf
Minuten nach TTX Gabe war bezogen auf den Vergleichszeitraum funf Minuten vor Gabe
signifikant. Die Wirkung von TTX drickte sich ebenfalls in einer fast vollstandigen Reduktion
der registrierten Kontraktionen aus. Mit einer Reduktion um mehr als 80% war auch dieser
Unterschied signifikant. Der hier gesehene Zusammenhang von Na, — Kanal — Funktion und

phasischer Aktivitat hat in den bisher gangigen Betrachtungen zur Vasomotion in
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Mesenterialarterien noch keine Beachtung gefunden und stellt somit die Beteiligung
perivaskularer Nervenfasern, als hauptsachlichen Ort der Na, — Kanal — Expremierung, an

der Entstehung phasischer Aktivitat zur Debatte.

TEA TEA + Prazosin

@ Kraft | Anzahl 0] Kraft | Anzahl

[mN] Kontraktionen | [mN] Kontraktionen
0,29 19 0,11 2

0,58 16 0,26 3

0,34 11 0,22 5

0,87 46 0,3 39

0,41 18 0,45 24

0,59 38 0,76 45

Tabelle 4 Darstellung der Reaktionen der sechs untersuchten Priaparate auf Prazosingabe
Abgebildet sind die durchschnittliche Kraft iiber dem Ruhetonus sowie die gemessene Anzahl der

Kontraktionen fiinf Minuten vor und nach Prazosingabe.

3.3.3 Wirkung des a4 - Rezeptorantagonisten Prazosin auf phasische Kontraktionen
Nachdem die inhibitorische Wirkung von Prazosin auf Noradrenalinkontraktionen Uberpriift
wurde, erfolgte, mit dem Hintergrund der TTX Sensitivitdt phasischer Aktivitat, die Zugabe
von Prazosin zur Testung einer Abhangigkeit der phasischen Kontraktionen von adrenerger
Signallbertragung.

Hier zeigte sich im Vergleich zu den vorherigen Experimenten ein differenzierteres
Reaktionsverhalten. Bei einem Teil der Praparate konnte sowohl eine deutliche Reduktion
des durchschnittlichen Kraftniveaus als auch der Kontraktionsanzahl nach Prazosingabe
festgestellt werden. Die andere Halfte der Praparate reagierte hingegen mit einer
gleichbleibenden oder auch gesteigerten Aktivitat. Beispielhaft finden sich die Reaktionen in
Abbildung 13 dargestellt. Eine quantifizierte Darstellung der Reaktionen auf Prazosingabe ist
in Tabelle 4 wiedergegeben.

Insgesamt ergab sich somit, wie in Tabelle 5 dargestellt, kein signifikanter Unterschied im
Reaktionsverhalten nach Prazosingabe. Die Tatsache, dass in den durchgefihrten
Experimenten die Halfte der Praparate auf die Gabe von Prazosin mit einer Reduktion der
Kontraktionsaktivitat reagierte, ist jedoch ein Hinweis auf eine mdgliche Abhangigkeit
phasischer Aktivitdt von ai — Rezeptor vermittelter Signallbertragung. Eine maogliche
Erklarung fur die Resistenz einiger Praparate auf die Prazosingabe ware die primare
Bindung von Prazosin an a, — Rezeptoren der Prasynapse [77]. Eine Blockade dieser

Rezeptoren, die unter physiologischen Bedingungen die Freisetzung von Transmittern
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inhibieren [90], wirde zu einer paradoxen Verstarkung der Transmitterfreisetzung aus den
Varikositaten flihren. Weiterhin ist eine Verdrangung Prazosins von der Bindung zu den
postsynaptischen a1 — Rezeptoren durch einen starken Konzentrationsanstieg von
Noradrenalin im synaptischen Spalt eine weitere zu diskutierende Méglichkeit. So ware

weiterhin Uber einzelne Varikositaten die Aktivierung des glattmuskularen Netzwerkes

maoglich.
MNay
Varikositit
A Cat 0,—00,—
Cav yale e o Cau
F——y
CaZ+
glatter Muskel
0,2 mN
1 min
TEA 102mol/I -
Prazosin 10°°mol/I
B
0,5mN

1 min

=

TEA 102mol/I

Prazosin 10-®mol/I

Abbildung 13 Reaktion der glatten Muskulatur der Mesenterialarterie auf die Gabe von Prazosin
A: Beispiel einer Reduktion des Kraftniveaus und der Kontraktionsanzahl nach Prazosingabe

B: Beispiel einer gesteigerten Kontraktionsaktivitat nach Prazosingabe
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TEA + Testsubstanz Signifikanz

Anzahl Anzahl P -
g Kraft [mN] | Kontraktionen | Test- @ Kraft [mN] | Kontraktionen | Wert p - Wert Anzahl
+ SEM + SEM substanz |+ SEM + SEM @ Kraft | Kontraktionen |n
0,73+0,17 |15,75+2,70 |Nifedipin [0,32+0,08 [4,25+2,19 <0,05 |<0,05 4
0,77+0,13 |27,83+3,01 |TTX 0,36 £ 0,16 |4,50 + 2,04 <0,05 |<0,05 6
0,51+0,08 [24,67+5,19 |Prazosin [0,35+0,09 |19,67+7,15 |>0,05 |>0,05 6

Tabelle 5 Quantifizierte Darstellung der Reaktionen phasischer Aktivitit auf pharmakologische
Beeinflussung

Dargestellt sind die Mittelwerte der durchschnittlichen Kraft und Anzahl der gemessenen Kontraktionen im
Zeitraum 5 min vor und nach Zugabe der Testsubstanzen. Ein signifikanter Unterschied der Messwerte vor
und nach Zugabe der jeweiligen Testsubstanz ist durch einen p — Wert <0,05 definiert.

3.3.4 Wirkung des Calciumkanalantagonisten Nifedipin auf tonische Kontraktionen

Die tonische Aktivitat zeigte, unter Berlcksichtigung der Versuchsanzahl, eine ausgepragte
Reaktion nach Nifedipin. An den beiden Praparaten erfolgte ein Rickgang der Kraft um
89,6% bzw. 78,6%. Es stellte sich ein neues stabiles Kraftniveau ein. Zum Auftreten
spontaner Kontraktionen kam es nicht mehr. Beide Praparate entwickelten die tonische

Aktivitat aus zuvor etablierter phasischer Aktivitat.

3.3.5 Wirkung des Na, — Kanal Blockers TTX auf tonische Kontraktionen

Nach Zugabe von TTX zu tonischer Aktivitat kam es ebenfalls zu einer Reduktion des
Kraftniveaus. Alle hier untersuchten Praparate entwickelten die tonische Aktivitat direkt als
Folge der TEA — Gabe, ohne die Vorstufe der phasischen Kontraktionen zu durchlaufen. Die
Gabe von Nifedipin schien tendenziell eine starkere Reduktion zu bewirken. Unter TTX kam
es lediglich zu einer Reduktion des Kraftniveaus um 63 £ 12,9% (n= 4). Ein Wiederauftreten
phasischer Kontraktionen nach Reduktion des gesteigerten Kraftniveaus konnte auch hier

nicht beobachtet werden.

3.3.6 Wirkung des a4 - Rezeptorantagonisten Prazosin auf tonische Kontraktionen
Anders als bei phasischen Kontraktionen war nach Zugabe von Prazosin zu tonischer
Aktivitat eine deutlichere Reaktion zu erkennen.

Eins der Praparate entwickelte die tonische Kontraktion dabei in Folge anhaltender
phasischer Kontraktionen. Hier erfolgte die Reduktion des Kraftniveaus nach Prazosingabe
um 30,7%. Das zweite Praparat, welches nach TEA — Gabe sofort tonische Aktivitat
ausbildete, zeigte eine Reduktion von 94,2%, hier kam es bei Rickkehr des Kraftniveaus in
den Bereich des vorherigen Ruhetonus zum Einsetzen phasischer Kontraktionen. An dieser

Stelle ist auffallend, dass der Resttonus nach Prazosingabe bei dem Praparat starker
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ausgepragt ist, welches den Tonus langsam entwickelte. Die Anderungen des zellulédren
Milieus schienen im Vergleich dieser zwei Praparate bei sofortiger Tonusentwicklung noch

eine grolRere Reversibilitat aufzuweisen.
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TEA 102mol/L
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Prazosin 10°°mol/L

Abbildung 14 Reaktionen tonischer Aktivitat auf die Gabe von Nifedipin (A), TTX (B) und Prazosin (C)
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3.4 Charakterisierung phasischer Aktivitat

3.41 Formen phasischer Aktivitat

Bei dem, im gesamten Verlauf der Arbeit, als phasische Aktivitat beschriebenen Zustand
handelt es sich um repetitive Kontraktionen der Mesenterialarterien, die auftraten ohne dass
jeder einzelnen Kontraktion ein externer Stimulus vorausging.

Phasische Aktivitat wurde in dieser Arbeit durch die Verwendung von TEA in einer
Konzentration von 102 mol/l initiiert. Ein Auftreten phasischer Kontraktionen spontan oder in
Folge von stimulierten Kontraktionen durch EFS- Reizung, Noradrenalin oder
Kaliumsubstitution, konnte in keinem der Experimente ohne die Zugabe von TEA beobachtet
werden. Phasische Aktivitdt der Mesenterialarterien ist dabei nicht als fixierter Zustand
anzusehen, sondern ist ein fortschreitender Prozess, der im Verlauf verschiedene Formen
annehmen kann, die im Folgenden beschrieben werden.

Nachdem dem Organbad TEA zugesetzt wurde, konnten nach variierender Latenzzeit erste
Kontraktionen spontan oder nach Stimulation durch Standard EFS beobachtet werden. Die
einfachste Form phasischer Aktivitdt zeigte sich nach elektrischer Stimulation. Diese als
Nachreaktionen bezeichneten Kontraktionen traten auf, nachdem eine durch Standard EFS
ausgeldste Kontraktion ihnren Maximalwert erreicht hatte. Anstatt einen rapiden Abfall zurlick
auf das Niveau des Grundtonus zu beobachten, traten hier wahrend der Relaxationsphase
erneute Kontraktionen auf, siehe Abbildung 15 Abschnitt A.

Als weiteren Zustand konnte nicht — etablierte phasische Aktivitat beobachtet werden. Diese
trat entweder im Anschluss an Nachreaktionen oder spontan nach TEA Gabe auf. Sie
zeichnete sich durch das vereinzelte Auftreten von Kontraktionen aus, die in keinem direkten
Zusammenhang zu einer externen Stimulation standen. Ebenso wie wahrend etablierter
phasischer Aktivitdt, auf die im Folgenden eingegangen wird, folgte der Ablauf einer
einzelnen Kontraktion einem wiederkehrenden Muster. Aus dem Niveau des Grundtonus
heraus kam es zu einem schnellen Kraftanstieg bis zum Erreichen des Maximalwertes.
Sobald dieser erreicht wurde kam es ohne Ausbildung einer Plateauphase wieder direkt zu
einem schnellen Abfall des Kraftniveaus bis zurtick auf den Bereich des Grundtonus. Der
Verlauf dieser Kontraktionen wies eine groRe Ahnlichkeit zu den durch EFS ausgeldsten
Reaktionen auf. Im Falle der Uberlagerung von zwei Kontraktionen &anderte sich die
Kontraktionsform entsprechend des Zeitpunktes des Eintreffens der zweiten Kontraktion.

Die nachste Stufe wurde als etablierte phasische Aktivitdt bezeichnet. Sie konnte sich
sowohl aus nicht — etablierter Aktivitat entwickeln als auch direkt nach TEA Zugabe
entstehen. Als charakteristisches Merkmal zeigte sich hier ein gehauftes Auftreten von

Kontraktionen. Diese Kontraktionen gruppierten sich zu Clustern erhdhter Aktivitat, die von
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Phasen ohne oder nur mit vereinzelt auftretenden Kontraktionen unterbrochen wurden. Der
Verlauf einer phasischen Kontraktion ist bereits oben dargelegt, es kam jedoch tberwiegend
im Bereich der Cluster zu einem Anstieg des allgemeinen Grundtonus. Weiterhin konnte es

innerhalb der Cluster gehaufter zu Uberlagerungen einzelner Kontraktionen kommen.

A B C

1 mN

Cluster 2 min

——

!

LEFS
TEA 102mol/I

Abbildung 15 Entwicklungsstufen phasischer Aktivitat

am Beispiel einer kontinuierlichen Aufzeichnung eines Praparates — thematisch Unterteilt

Die alleinige Vorlage von TEA 102M fiihrte zunichst zu keiner Reaktion. Nach Stimulation
mittels Standard EFS erschienen wahrend der Relaxation zwei Nachreaktionen (Abschnitt A).
Die folgenden, vereinzelt auftretenden Kontraktionen waren charakteristisch fiir nicht -
etablierte phasische Aktivitit (Abschnitt B). Der Ubergang zu etablierter phasischer Aktivitt
wurde durch das Auftreten von Kontraktionsclustern mit dazwischenliegenden
Kontraktionspausen markiert (Abschnitt C).

Im Gegensatz zu den zuvor beschriebenen Formen konnte man bei etablierter phasischer
Aktivitat kein spontanes Sistieren beobachten. Sollte diese Aktivitat nicht durch Pharmaka
oder Spulung des Organbades unterbrochen werden, so entwickelte sich aus den
geordneten Einzelkontraktionen mit weitestgehender Rlckkehr zum Grundtonus ein
zunehmend unkoordiniertes Kontraktionsmuster. Es kam vermehrt zu Uberlagerungen und
die Einzelkontraktionen nahmen in ihrer Amplitudengroe ab. Dafir kam es zu einem
stetigen Anstieg des Grundtonus mit im Verlauf nicht mehr zu differenzierenden
Einzelkontraktionen. Dieser Tonus schritt bis zur Entwicklung eines Plateaus fort, welches in
langeren Zyklen um ein erhdhtes Kraftniveau Schwankungen unterliegen konnte. Eine
spontane Ruckkehr zum Grundtonus oder ein Wiederauftreten geordneter phasischer

Kontraktionen konnte in diesem Zustand nicht beobachtet werden.
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2 min

TEA 102mol/I

Abbildung 16 Entwicklung der tonischen Aktivitit aus dem Zustand etablierter phasischer Aktivitét
Sichtbar zunehmende Uberlagerung der Einzelkontraktionen und sukzessiver Anstieg des Grundtonus
bis zum Verschwinden sichtbarer Einzelkontraktionen beim Ubergang in eine Plateauphase.

Wie auch in den zuvor beschriebenen Zustanden war ein direkter Ubergang in eine tonische
Kontraktionsform nach TEA — Gabe, ohne Durchlaufen der oben beschriebenen Vorstufen,
moglich. Insbesondere wurde dies beobachtet, wenn Praparate im Rahmen eines

Vorversuches anhaltend sub- / maximal kontrahiert wurden.

3.4.2 Haufigkeitsverteilung des Antwortverhaltens nach TEA — Stimulation

Im Rahmen dieser Arbeit wurden 74 Praparate einer TEA — Konzentration von 102mol/l
ausgesetzt und das hochste Niveau des oben beschriebenen Antwortverhaltens
dokumentiert. Als héchstes Niveau wurde hier das Erreichen etablierter phasischer Aktivitat
gewertet und die Entwicklung eines Kontraktionstonus nur dokumentiert, wenn sich dieser
direkt nach TEA Zugabe entwickelte.

Die genaue Haufigkeitsverteilung findet sich in Abbildung 17 dargestellt.

In aufsteigender Haufigkeit zeigten sich ausschliellich Kontraktionen in Folge einer
elektrischen Stimulation ohne spontane Fortsetzung (n= 2; 2 2,7%). Eine weitere Gruppe
konnte nicht — etablierte phasische Aktivitdt ausbilden, ohne Tendenz zur Verstarkung der
Aktivitat (n=11; 214,9%).

Einige Praparate entwickelten sofort eine tonisch imponierende Reaktion ohne
vorhergehende phasische Komponente (n= 12; 2£16,2%). Eine solche Reaktion konnte im
Allgemeinen beobachtet werden, in Fallen bei denen sich das Praparat zuvor Uber lange Zeit
einer hohen Aktivierung ausgesetzt sah, beispielsweise durch lange Phasen phasischer

Kontraktionen im Verlauf vorhergehender Experimente. Ebenfalls konnten vorhergehende
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sub-/maximale Kontraktionen, ausgeldst durch NA oder kaliumreiche Lésungen, zu einem
entsprechendem Antwortverhalten flhren.

Die grofRte Gruppe stellten die Praparate, die nach Zugabe von TEA die oben beschriebene
etablierte phasische Aktivitdt ausbildeten (n=41; 255,4%). Es verblieben 8 Praparate
(2£10,8%), die weder auf TEA noch nach zusatzlicher elektrische Reizung Kontraktionen
ausbildeten. Die EFS — Stimulation von Praparaten, die spontan keine Reaktion auf die TEA
— Zugabe entwickelten, hat sich insgesamt jedoch als effektive Methode erwiesen. Bei 19
von 27 Praparaten (2£70,4%) konnte mittels EFS — Stimulation unter TEA 102mol/l noch

messbare phasische Aktivitat erzeugt werden.

keine
Reaktion
10,8%

Tonus sofort

16,2%
Nachreaktion / etablierte
2,7% phasische
Aktivitat
nicht - 55,4%
etablierte
Aktivitat
14,9%

Abbildung 17 Haufigkeitsverteilung der Entwicklungsstufen phasischer Aktivitat

3.4.3 Quantifizierung phasischer Kontraktionen

Insgesamt wurden fir diese Analyse 627 Einzelkontraktionen, unter Zuhilfenahme des
eigens programmierten Analyseprogrammes, ausgewertet. Mit Ausnahme des Zeitpunktes
bis zum spontanen Auftreten einer ersten phasischen Kontraktion wurde fir alle weiteren
Analysen ein Bereich geclusterter phasischer Aktivitat je Praparat ausgewahlt. Die Kriterien
fur die Auswahl des Clusters wurden bereits im Methodenteil dargelegt. Die
zusammenfassende Darstellung dieser Auswertung findet sich nachfolgend in Tabelle 6
abgebildet.
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t bis erste Kontraktion | Clusterdauer | Kontrakt- Abstand
n =36 [min] * [min] ionszahl Einzelkontraktionen [s]
min 00:06,1 00:57 4,00 3,64
max 09:47,9 09:14 37,00 29,36
@ + SEM | 01:01,3 £ 00:21,6 02:54 £ 00:19 [ 17,42 +1,24 | 10,06 £ 0,97

Anstieg Amplituden | Kraftzu-

n =36 [mN/s] -h6he [MN] | wachs [mN]
min 0,13 0,09 0,22
max 1,68 4,95 2,04
g+SEM |0,50+0,05 [0,92+0,13 |0,66 £ 0,07

Tabelle 6 Kennzahlen phasischer Aktivitat
* Bestimmung der Dauer von TEA — Gabe bis zur ersten phasischen Kontraktion nur bei Praparaten, die

keine Stimulation durch EFS unter TEA erhalten haben, daher abweichend n=28.

Anders als bei prokontraktiien Pharmaka, wie Noradrenalin oder Kalium, zeigte sich die
Reaktion auf TEA — Zugabe mit zum Teil erheblicher Latenz und hoher Variabilitat. Fir acht
Praparate, die im Verlauf etablierte phasische Aktivitat ausbilden konnten, war eine
Stimulation mittels Standard EFS nétig, um Reaktionen zu erzeugen. Fur die Messung der
Latenzzeit fanden sie daher keine Beachtung.

Ebenso variabel zeigte sich das Auftreffen von Einzelkontraktionen im Verlauf phasischer
Aktivitat. Im Bereich nicht — etablierter und auferhalb geclusterter Aktivitdt imponierte das
Auftreten von Kontraktionen im weitesten Sinne zufallig. Der Ubergang von nicht — etablierter
zu etablierter phasischer Aktivitdt wurde zwar in den meisten Fallen durch das oben
beschriebene clusterhafte Auftreten von Einzelkontraktionen markiert, in Einzelfallen konnte
diese klare Grenze jedoch nicht gezogen werden. Hier konnte sich die Phase erhdhter
Aktivitat auf,

auseinanderliegenden Einzelkontraktionen. Genauso konnte sich ein Cluster phasischer

im Minimalfall, vier Kontraktionen beschranken, umgeben von weit
Aktivitdt durch ein regelmaRigeres Auftreten von Einzelkontraktionen umgeben von
unregelmafiger Aktivitat definieren.

Die Abstande zwischen den Einzelkontraktionen innerhalb eines Clusters konnten daher bis
auf 29,36s vergroRert sein. In der weit Uberwiegenden Zahl zeichneten sich die
Kontraktionscluster jedoch durch eine kirzere Kontraktionsfolge aus, was zu einem
durchschnittlichen Kontraktionsabstand von 10,06 + 0,97s fiihrte. Phasische Aktivitat war
damit durch eine Minutenrhythmik von 2/min bis 16/min, im Durchschnitt jedoch im Bereich
von 6/min bestimmt. Dies entsprach einer Frequenz von 0,1Hz.

Die phasischen Kontraktionen zeichneten sich durch eine schnelle Kraftentwicklung und
schnelles Erreichen des Kontraktionsmaximums ohne vorheriges Ausbilden eines

Sattigungsverlaufes aus. Diese Beobachtung flihrte bereits im Rahmen der qualitativen
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Betrachtung zum Vergleich mit EFS Kontraktionen, die sich ebenfalls durch ein solches
Kontraktionsmuster auszeichneten.

Die qualitative Beobachtung der Ahnlichkeit von phasischen und EFS Kontraktionen konnte
durch Messung der Kontraktionskinetik bestatigt werden. Im Mittel wurde fir die phasischen
Kontraktionen ein Kraftanstieg von 0,50 £ 0,05 mN/s (n= 627) ermittelt. Dieser errechnete
sich wie schon in den vorherigen Experimenten aus der erreichten Amplitudenhéhe und dem
Zeitintervall zwischen Beginn der Kontraktion und Erreichen des Maximums. Die in gleicher
Weise vermessenen EFS Kontraktionen zeigten Kontraktionsanstiege von durchschnittlich
0,52 = 0,02mN/s (n=193). Eine Signifikanzanalyse durch den t — Test konnte auf Grund nicht
normalverteilter Werte der jeweiligen Grundgesamtheit nicht durchgefiihrt werden.

Wie auch die vorherigen Parameter unterlag die HOhe der Amplitude einer hohen
interindividuellen Schwankung. Dies geht auch aus den hier dargestellten Minimal- und
Maximalmesswerten hervor. Diese Werte sind in diesem Fall nicht das Ergebnis einer
Mittelung der Kontraktionen eines Praparates, sondern stellen von den 627 untersuchten
Kontraktionen den groRten und kleinsten gemessenen Ausschlag dar. Fur
Vergleichsmessungen mit Referenzkontraktionen auf die im nachsten Punkt naher
eingegangen wird, wurden aber wieder die gemittelten Werte pro Cluster herangezogen.
Wahrend es im Bereich der nicht — etablierten phasischen Aktivitdt noch zu starkeren
Schwankungen in der Amplitudenhbhe kommen konnte, fiel die Streuung der
Amplitudenhéhe im Bereich der Kontraktionscluster weitaus geringer aus und daher lielken
sich diese zu Vergleichsmessungen heranziehen.

Mit dem Kraftzuwachs, der sich Uber eine durchschnittliche Kraft von 0,66 * 0,07mN
wahrend der Cluster darstellte und somit bei mehr als zwei Dritteln der durchschnittlich
erreichten Amplitudenhdhe lag, wurde sowohl der Anstieg des allgemeinen Grundtonus mit
beachtet sowie die Starke der phasischen Aktivitat einbezogen. In der Starke der phasischen
Aktivitat bildet sich sowohl die Amplitudenhdhe als auch die Dichte der Einzelamplituden ab
und daher wurde der Kraftzuwachs oder auch die durchschnittliche Kraft im gemessenen
Zeitintervall als Messparameter zur Wirksamkeit der pharmakologischen Inhibition

phasischer Aktivitat verwendet.

3.4.4 Korrelation phasischer Kontraktionen zu Referenzkontraktionen

Die vergleichende Analyse zwischen durchschnittlicher Amplitudenhéhe phasischer
Kontraktionen und den zusatzlich durchgefiihrten Referenzkontraktionen konnte starke
Unterschiede zwischen den verwendeten Stimulationsformen darstellen. Die

zugrundeliegenden Messwerte sind in Tabelle 7 wiedergegeben.
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o Amplitudenhéhe |6 Amplitudenhohe
Referenz- phasischer Aktivitat | Referenzkontraktion
kontraktion [mN] + SEM [mN] + SEM
EFS 0,92+0,13 2,18 £ 0,27
Kalium 0,75+ 0,11 5,23 +0,53
Noradrenalin |0,65 + 0,10 2,90 £ 0,98

phasische Aktivitéat /

Referenz- Referenzkontraktion | Korrelation
kontraktion + SEM r Anzahl n
EFS 0,99 £+ 0,20 0,34 35
Kalium 0,14 £ 0,01 0,81 14
Noradrenalin 1,82 + 0,66 0,66 13

Tabelle 7 Korrelation der Amplitudenhohe phasischer Aktivitdt mit Referenzkontraktionen

Die Berechnung des Quotienten aus Amplitudenhéhe phasischer Aktivitdt und
Referenzkontraktion erfolgte fur das jeweilige Wertepaar eines Praparates. Der in Tabelle 7
dargestellte Mittelwert ist das Resultat dieser Einzelberechnungen. In der Diskrepanz
zwischen dem, ausgehend von den gemittelten Kontraktionswerten, erwarteten Quotienten
und dem tatsachlich berechneten, lassen sich bereits erste Rickschllisse zu nachfolgender

Korrelationsberechnung ziehen.

3.4.4.1 Korrelation phasischer Kontraktionen zu EFS Kontraktionen

EFS Reize dienten der Darstellung der glattmuskuldaren Erregbarkeit durch nervale
Stimulation oder direkt muskular erzeugter Aktionspotentiale. Die Kontraktionen, folgend auf
Standard — EFS Reizung, prasentierten sich mit einem breiten Amplitudenspektrum,
wohingegen sich die zugehdrigen phasischen Kontraktionen bis auf wenige Ausnahmen auf
einen vergleichsweise eng definierten Kraftbereich beschrankten. Dieser Zusammenhang
fuhrte zu einer Korrelation der Kraftentwicklung durch phasische Aktivitat im Vergleich zu
Standard — EFS Reizung von r = 0,34 (n = 35).
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Abbildung 18 Regression zwischen EFS — Antwort und der Amplitudenhohe phasischer Aktivitat

Der ermittelte Korrelationskoeffizient r und die resultierende Regressionsgerade findet sich mit
abgebildet (n = 35)

Es zeigte sich, dass bei diesen morphologisch sehr ahnlichen Kontraktionen mit einer jedoch
nur niedrigen Korrelationsrate der Amplitudenhéhen, das Ausmaly der Kraftentwicklung

weitgehend unabhangig voneinander anzusehen ist.

3.4.4.2 Korrelation phasischer Kontraktionen zu Noradrenalinkontraktionen

Noradrenalinkontraktionen durch NA 10-° mol/l sollten die maximal mdéglichen a1 — Rezeptor
vermittelten Kontraktionen erzeugen. Bereits in oben geschilderten Vorbetrachtungen
zeigten sich die Noradrenalinkontraktionen einer vergleichsweise hohen Schwankung
ausgesetzt. Dies spiegelte sich auch in der Korrelation zu nachfolgend erzeugten phasischen
Kontraktionen wieder. Hier erreichte die Korrelationsanalyse nach Pearson einen Wert von
r=0,66 (n=13).
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Abbildung 19 Regression zwischen Noradrenalinantwort und der Amplitudenhdhe phasischer Aktivitat
Der ermittelte Korrelationskoeffizient r und die resultierende Regressionsgerade findet sich mit
abgebildet (n = 13)

Wie bereits nach EFS — Reizung konnte auch die Stimulation der glattmuskularen a4 —
Rezeptoren keinen zuverlassigen Pradiktor flr die Kraftentwicklung phasischer Aktivitat

darstellen.

3.4.4.3 Korrelation phasischer Kontraktionen zu Kaliumkontraktionen

Anders als bei den gerade beschriebenen Referenzkontraktionen verhielt sich der Vergleich
mit Kontraktionen durch kaliumreiche Lésung. Mit dieser Form der Reizung, die durch
direkte Depolarisation einen zytoplasmatischen Calciumanstieg in allen glatten Muskelzellen
erzeugte, konnten bereits im Vorfeld sehr stabile Ergebnisse erzielt werden. Verglichen mit
zugehdrigen Kontraktionswerten phasischer Aktivitat zeigte sich hier eine Korrelation von
r=0,81(n=14).

Von den untersuchten Referenzkontraktionen konnten somit die Kontraktionen durch Kalium
40 mmol/l den grélten Zusammenhang mit der Kraftentwicklung phasischer Aktivitat
aufzeigen. Somit konnte gezeigt werden, dass durch Depolarisation der glattmuskularen
Zelle ausgeléste Mechanismen einen engeren Zusammenhang mit der Kraftentwicklung
phasischer Aktivitat aufwiesen als das die Reagibilitdt auf Rezeptorstimmulation wie nach
EFS Reizung und NA — Gabe.
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Abbildung 20 Regression zwischen Kontraktionen nach kaliumreicher Lésung und der Amplitudenhohe
phasischer Aktivitat

Der ermittelte Korrelationskoeffizient r und die resultierende Regressionsgerade findet sich mit
abgebildet (n = 14)

3.4.5 Quantifizierung tonischer Aktivitat

Tonische Aktivitat konnte auf zwei Wegen erreicht werden. Zum einen als direkte tonische
Antwort nach TEA — Gabe oder zum anderen als Endstufe nach zuvor etablierter phasischer
Aktivitat. Auf Grund dieser zwei Entstehungsformen ist zu vermuten, dass tonische Aktivitat
ein bestimmtes Aktivitatsniveau der involvierten Zelltypen erfordert. Einige Praparate
erreichten dieses Aktivitatsniveau bereits kurz nach TEA — Gabe, dies war vor allem dann zu
beobachten, wenn es zuvor bereits zu lang anhaltenden sub- / maximalen Kontraktionen
gekommen war. Sollte sich die tonische Reaktionsform aus zuvor etablierter phasischer
Aktivitat entwickelt haben, wurde dafir mit durchschnittlich 40:55,5 + 03:01,4min (n = 5),
gemessen vom Zeitpunkt der TEA — Gabe bis zum eindeutigen Anstieg des Kraftniveaus, ein
vergleichsweise langer Zeitraum beansprucht. Zudem kam es in diesem Szenario, wie unter
Punkt 3.4.1 bereits beschrieben, zu keinem plétzlichen Ubergang von etablierter phasischer
Aktivitat zu tonischer Aktivitat. Vielmehr kam es zu einem schrittweisen Ubergang. Die
Vermutung dass die tonische Aktivitat das Resultat einer gesteigerten Aktivitat prokontraktiler
Prozesse ist, die zunehmend die Kapazitaten der relaxierenden Mechanismen Ubersteigt,
wird Gegenstand der nachfolgen Diskussion sein.

Ungeachtet der Entstehungsform erreichten diese tonischen Reaktionen ein
durchschnittliches Kraftniveau, im Bereich vier Minuten vor Terminierung des Tonus, von
3,88 = 0,27mN (n = 14). Das erreichte Kraftniveau der tonischen Aktivitdt nach
Tonusentwicklung aus phasischer Aktivitat lag bei 3,68 + 0,23mN (n = 5) bzw. bei 112 + 34%

(n = 3) im Vergleich zu einer beim gleichen Praparat durchgefuhrten Kontraktion durch
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Kalium 40mmol/l. Bei sofortiger Tonusentwicklung betrug die durchschnittliche
Kraftentwicklung 4,98 + 0,48mN (n = 9). Der Zusammenhang zu Kontraktionen durch Kalium

konnte zweimal untersucht werden. Das Verhaltnis betrug jeweils 91% und 50%.
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4 Diskussion

Diese Arbeit hatte zum Ziel phasische Kontraktionen im Versuchsaufbau einer
Organbadmyographie reproduzierbar zu etablieren und die Rolle des zellularen Netzwerkes
zur Initierung und Aufrechterhaltung dieser repetitiven Kontraktionen zu Untersuchen. Im
folgenden Abschnitt sollen die Ergebnisse dieser Arbeit interpretiert und in Bezug zur

Fachliteratur gestellt werden.

4.1 Angewandte Methode zur Untersuchung der Fragestellung

Die Experimente mittels Organbadmyographie erméglichten die Untersuchungen phasischer
Aktivitat in Mesenterialarterien am intakten Gewebepraparat. Um den Ursprung phasischer
Aktivitat als Resultat einer interzellularen Koordination zu untersuchen, wies diese Methode
bedeutende Vorteile gegenldber der Untersuchung einzelner zelluldaren Komponenten auf.
Sowohl die Anordnung als auch die Funktion und Struktur der interzelluldren
Verschaltungen, auch zwischen Zellen verschiedenen Gewebeursprungs, konnten mit dieser
Methode erhalten werden. Im Gegenzug zu Untersuchungen in vivo konnten zudem die
externen Bedingungen stabil gehalten werden. Einflisse durch systemische Metaboliten
mussten somit in der Interpretation der Ergebnisse keine Beachtung finden.

Weiterhin konnte eine gezielte Manipulation der extrazellularen Elektrolytzusammensetzung
erfolgen ohne systemische Kompensationsmechanismen zu initieren. Auf Grund der
Isolation des GefaRRabschnittes wurde eine zentrale nervale Steuerung jedoch aufgehoben,
sodass lediglich auf die Funktionen der postganglionaren Nervenstrukturen Rickschlisse
gezogen werden konnte. Dass jedoch vom Zellsoma getrennte sympathische
Nervenendigungen sowohl auf Stimulation als auch spontan zur Freisetzung von
Transmittern in der Lage sind, konnte bereits in verschiedenen Studien demonstriert werden
[40, 42, 91].

Bei der Interpretation der Ergebnisse gilt es jedoch die Grenzen der Organbadmyographie zu
beachten. Auf Grund des nétigen Durchzuges zweier Drahte durch das Gefaldlumen war der
minimale GefalRdurchmesser limitiert, da auch das Endothel mdglichst unbeschadigt
belassen werden sollte. Dunnere Drahte wiesen in Vorexperimenten eine zu geringe
Stabilitdt auf, sodass Gefallkontraktionen durch die Elastizitdt der Drahte nicht registriert
werden konnten. Eine Untersuchung peripherer liegender Gefalte, deren Beitrag zur
Perfusionsregulation bedeutender anzusehen ist, war daher jedoch nicht mdglich. Eine
geringe Schadigung des Endothels war zusatzlich auch durch sorgfaltige Praparation nicht
auszuschlieBen.

Die gemessenen Kraftentwicklungen der Praparate basierten in dieser Arbeit auf
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auxotonischen Kontraktionen. Dunn et al. [92] konnten zeigen, dass sich fir rein
isometrische Kontraktionen die physiologische, tonische Kontraktion als Reaktion auf
Druckveranderungen verringert. Weiterhin zeigten die Gefalipraparate im Vergleich zu
Untersuchungen unter isobaren Eigenschaften eine geringere Reagibilitait gegenuber
vasoaktiven Substanzen. Durch die unter dem verwendeten Myographen resultierenden
auxotonischen Kontraktion, mit jedoch Uberwiegend isometrischer Komponente, erfolgte
daher durch die verwendete Methode eine weitere Einschrankung der physiologischen
Ablaufe des intakten Zellverbandes. Zusatzliche Einschrankungen ergeben sich aus dem
Fehlen von longitudinalem Stress an der GefaRwand [93].

Bei alleiniger Verwendung der Organbadmyographie stlitzte sich die Ergebnisinterpretation
auf Annahmen bezlglich der Verteilung von lonenkandlen, Rezeptoren und der
intrazellularen Wirkung bei deren Stimulation. Diese Annahmen erfolgten auf Grundlage der
aktuellen Fachliteratur. Eine direkte Visualisierung der intrazellularen Vorgange konnte mit

dieser Methode jedoch nicht erfolgen.

4.2 Wirkung externer Stimulation an Mesenterialgefafen

Die Reaktion von MesenterialgefaRen auf endogen freigesetzte sowie exogen zugefihrte
Stimuli ist von wesentlicher Bedeutung fir die Regulation der Hdmodynamik sowie zur
Perfusion der versorgten viszeralen Organe. Unter physiologischen Bedingungen erfolgt
durch die Regulation der viszeralen Durchblutung, beispielsweise bei gesteigerter
muskuldrer  Aktivitdt, eine bedarfsadaptierte = Umverteilung des Blutes. Von
pathophysiologischer Bedeutung ist die Regulation der mesenterialen Durchblutung in Zeiten
systemischen Volumenmangels oder pathologischen Veranderungen, die zum Bild
Mesenterialischamie fihren koénnen. Die Reaktionen der Mesenterialarterien auf
kontrahierende Reize sollten durch die nachfolgend diskutierten Versuche simuliert werden,

um die Grundlagen zur Interpretation weiterer vorgenommener Experimente zu schaffen.

4.2.1 Nervale Reizung durch elektrische Feldstimulation

Mit der elektrischen Feldstimulation konnte zunachst eine Methode etabliert werden, die es
erlaubte durch nervale Reizung eine limitierte Menge Transmitter in physiologischer
Zusammensetzung freizusetzen [82] und die Kinetik dieser Reaktion zu vermessen. Unter
Verwendung abweichender Paradigma der Stromapplikation ist die elektrische
Feldstimulation bereits in vorhergehenden Studien als Mittel zur Reizung nervaler Strukturen
beschrieben worden [50, 82]. Es ist jedoch zu beachten, dass auch auf der glattmuskularen
Membran Na, — Kanale nachgewiesen werden konnten [81, 94]. Daher ist das Auslésen von
Aktionspotentialen am glatten Muskel als ein zusatzlicher Wirkmechanismus der EFS in

Betracht zu ziehen. Die Rolle dieses Kanals fiir die muskulare Kontraktion ist dabei noch
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nicht abschlieRend untersucht. Firr ein Uberwiegen einer transmitterinduzierten Kontraktion
nach EFS — Reizung in den durchgeflihrten Experimenten spricht die hier gesehene hohe
Korrelation zwischen den Kontraktionsstarken nach EFS — Reizung und Noradrenalingabe
unter Punkt 3.1.4.

Das in dieser Arbeit verwendete Paradigma erwies sich als spezifisch flir die Stimulation
spannungsabhangiger Natriumkanale. Auf Grund des weitgehenden Ausbleibens einer
muskularen Antwort nach Vorlage von TTX und damit Blockade der Na, — Kanale ist die
Wirkungsweise der Feldstimulation auf die Initiierung von Aktionspotentialen zurlickzuflhren.
Lediglich bei héheren Stromstarken und verlangerter Reizdauer zeigten sich geringe TTX
resistente Kontraktionen. Deren Ursprung liegt zum einen in einem unspezifischen
Calciumeinstrom durch Depolarisation des glatten Muskels, eine Freisetzung kleinerer
Mengen von transmitterbeladenen Vesikeln durch Depolarisation der Prasynapse ist
ebenfalls mdglich.

Die hohe Korrelation von r = 0,91 (n = 24) zwischen den Amplituden nach EFS — Reizung
und NA — Gabe, unter Punkt 3.1.4, sprach dabei fir die Wirkung der EFS Gber hauptsachlich
rezeptorvermittelte Prozesse. Auch Ho et al. [56] konnten in ihrer Arbeit die Abhangigkeit der
EFS Antwort von der Freisetzung prasynaptischer Transmitter zeigen. Sie sahen die Rolle
der myozytaren Na, — Kanale eher in einer funktionellen Kopplung mit Na/Ca — Tauschern

zur Férderung des reversen Calciumtransportes, siehe dazu auch Abschnitt 1.3.4.2.

4.2.2 Adrenerge Stimulation durch Noradrenalingabe

Noradrenalin ist neben ATP und dem Neuropeptid Y einer von drei Transmittern die
hauptsachlich vom sympathischen Nervensystem aus den Varikositaten in den peripheren
Arterien freigesetzt werden. Es entfaltet seine Wirkung Uber G-Protein gekoppelte
Rezeptoren, die sowohl eine Zunahme als auch eine Abnahme der intrazellularen
Calciumkonzentrationen bewirken konnen. Bisher sind mindestens neun Subtypen
identifiziert worden. In Widerstandsgefal3en finden sich Noradrenalinrezeptoren in Form von
O2ap, O2¢, B1, B2 und Bz auf Endothelzellen, az2ap und ayc finden sich an der Prasynapse. Die
Hauptwirkung jedoch entfaltet Noradrenalin am glatten Muskel absteigend an ihrem Beitrag
zur Kontraktion Uber a4, a1p und asg Rezeptoren [95].

Die Reaktionen auf Zugabe von Noradrenalin zeigten sich wahrend der Experimente als sehr
variabel. Dass es sich dabei um kein Einzelphdnomen handelte, wurde unter anderem durch
die Darstellungen von Hasibeder [96] verdeutlicht. Er betonte unter anderem die Bedeutung
dieser individuellen Unterschiede auf die Reagibilitat auf Vasopressortherapie in der
Anasthesie und Intensivtherapie. Bereits 1976 konnte von Immink et al. [97] im
Tierexperiment gezeigt werden, dass die Applikation von Noradrenalin in verschiedene
Segmente der Mesenterialarterien zu stark variierenden Kontraktionen flihrte. Die

Ergebnisse aus den hier durchgeflihrten Experimenten unterstitzen diese Beobachtungen.
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Die individuelle Reagibilitat, insbesondere der Mesenterialarterien, auf noradrenerge Reize
hat dabei einen multifaktoriellen Ursprung. Einflussfaktoren sind dabei die Rezeptoraffinitat
[98], endothelabhangige Relaxation [99] und ein negativer Effekt des Alters der
Versuchstiere [100]. Weiterhin ist eine Variation der Dichte sympathischer Varikositaten in
der Adventitia zu diskutieren.

Wegen dieser vielfaltigen Einflisse ergaben die Reaktionen auf EFS und Noradrenalingabe
lediglich ein Abbild Uber die Kontraktionsfahigkeit der Muskelzellen, die auf Grund der
lokalen Gegebenheiten auf eine Transmitterfreisetzung mit einer Kontraktion reagieren

konnten.

4.2.3 Depolarisation durch kaliumreiche Losung

Kontraktionen durch kaliumreiche Ldsung zeichneten sich, verglichen mit Noradrenalin,
durch ein enger definiertes Reaktionsspektrum aus, siehe dazu auch Abbildung 7. Auch
Praparate die nur minimal auf Noradrenalingabe reagierten, zeigten ein konstant gutes
Ansprechen. Dies findet in einer Korrelation von lediglich r = 0,64 (n = 17) beim Vergleich der
Reaktion nach Noradrenalingabe und kaliumreicher Losung Ausdruck. Auf Grund des direkt
depolarisierenden Effektes am glatten Muskel mit nachfolgendem Calciumeinstrom bildet
somit die Reaktion auf Kalium die Kontraktionsfahigkeit des gesamten muskularen
Netzwerkes weitaus besser ab als die oben erwahnten Uberwiegend rezeptorvermittelten

Kontraktionen.

4.3 Initiierung phasischer Aktivitiat durch TEA vermittelte Effekte

In den Untersuchungen zur noétigen TEA Schwellenkonzentration fir die Initiierung
phasischer Aktivitat erwies sich eine Konzentration von mindestens 5*10° mol/l als
notwendig. Das mittels Zugabe von TEA in ein Organbad repetitive Kontraktionen in
Gefalken ausgeldst werden kdnnen, konnte beispielsweise bereits von Droogmans [101]
sowie Young et al. [88] demonstriert werden. Auch in diesen Arbeiten zeigten sich spontan
auftretende Kontraktionen erst ab TEA Konzentrationen gréRer 102 mol/l.

In diesem Konzentrationsbereich bewirkt TEA eine unspezifische Blockade glattmuskularer
Kaliumkanale der Subtypen Kca, Kna, Sowie eine inkomplette Blockade der K,-Kanale [75].
Mit einer Blockade dieser Kanale auf Ebene des Endothels und der vegetativen
Nervenbahnen ist ebenfalls zu rechnen. Durch TEA werden somit auftreffende
Aktionspotentiale oder andere depolarisierende Strdme Uber die physiologische Dauer
verlangert [88] und uUber eine Reduktion der Kaliumleitfahigkeit fuhrt TEA zu einer
Depolarisation im Bereich von -40mV - -30mV [101], was Oszillationen der Plasmamebran

durch zusatzlich depolarisierende Reize erleichtert. Droogmans [101] beschrieb
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dahingehend, dass es eine Erhéhung des Membranpotentials Uber -35mV notwendig war,
um repetitive Kontraktionen unter TEA auszuldsen.

Die Abhangigkeit der TEA induzierten Kontraktionen von der Kalziumleitfahigkeit konnte in
mehrfachen Experimenten gezeigt werden [87, 88, 101, 102] und auch in der vorliegenden
Arbeit fuhrte die Zugabe von Nifedipin zu einer Inhibition der phasischen Kontraktionen. Es
ist daher anzunehmen, dass die TEA vermittelten Kontraktionen Uber die Aktivierung von in
der Plasmamembran der Varikositaten und vor allem des glatten Muskels lokalisierten Ca, —
Kanalen getragen werden. Eine eventuelle Freisetzung von Calcium aus dem
sarkoplasmatischen Retikulum Uber RyR oder IP; — Rezeptoren erscheint auf Grund der
ermittelten Daten nicht ausreichend fir die Ausbildung einer Kontraktion zu sein.

Fur das Auftreten phasischer Kontraktionen erscheint die Blockade von K, — Kanalen von
entscheidender Bedeutung, da bei geringeren TEA Konzentrationen bereits die Blockade der
Kca und Kna, erfolgte und lediglich eine verstarkte Reaktion auf beispielsweise Noradrenalin
zu verzeichnen war [88]. Dies wird durch die Beobachtungen von Wu et al. unterstitzt, die
bei spezifischer Blockade der Kca — Kanale keine repetitiven Kontraktionen oder Anderungen
des Grundtonus beobachten konnten. Eine spezifische Blockade der K, — Kanale fuhrte
jedoch zum Auftreten einer tonischen Kontraktion [87]. Bei einer TEA Konzentration von 1072
mol/l ist jedoch nicht von einer vollstandigen Blockade der K, — Kanale auszugehen [75].
Einen weiteren Beitrag zum Wirkungsspektrum von TEA lieferten Kannan und Daniel [103],
sowie Watts et al. [104] mit ihrer Beschreibung Uber den vermehrten Einbau von gap
junctions in die glattmuskularen Membranen. Unter TEA wirden somit Erregungen, Uber die
verstarkte elektrische Kopplung, umfassender Uber das muskulare Netzwerk verbreitet.
Durch die Betrachtung der Ergebnisse und der Literatur wird verdeutlicht, dass die Wirkung
von TEA zur Auslésung phasischer Kontraktionen in Mesenterialarterien in der Gesamtheit
der Wirkmechanismen zu sehen ist. Weiterhin konnten durch die oben genannten
Erlauterungen bisher nur Faktoren diskutiert werden, die fiur das Auftreten repetitiver
Kontraktionen das notwendige Milieu schaffen. Die Grundlage der Oszillationen
intrazellularer Calciumkonzentrationen kénnen durch die TEA Wirkung allein bisher nicht
geklart werden.

Die muskelrelaxierende Wirkung sowie die stabilisierenden Effekte auf das
Membranpotential, die PGl, zugesprochen werden, scheinen in dieser Arbeit fur die Wirkung
von TEA keinen messbaren Effekt zu haben. Unter Vorlage von Indomethacin konnte kein
Unterschied in der nétigen TEA Konzentration zur Initiierung phasischer Kontraktionen
festgestellt werden. Eine Anderung der Charakteristik der Kontraktionen wurde ebenfalls
nicht beobachtet. Auch in den Arbeiten von Bertuglia et al. [105] und Osol und Halpern [89]

zeigte sich die Vasomotion nicht durch Indomethacingabe beeinflusst.
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4.4 Die Varikositit ein potentieller nervaler Oszillator

Wie im vorhergehenden Abschnitt dargelegt kann allein durch die TEA - vermittelten Effekte
die Entstehung phasischer Aktivitat nicht hinreichend erklart werden. Als notwendig fir das
Auftreten von Vasomotion wird das Vorhandensein einer oder mehrerer funktionell
gekoppelter Strukturen gesehen, die eine oszillierende Erregung ausbilden [12, 14, 20]. Die
involvierten Strukturen sind in der Literatur viel diskutiert, wobei das gleichzeitige
Vorkommen multipler Oszillatoren in der gleichen Gefaliregion als moglich erachtet wird [14].
Ein Hauptaugenmerk lag dabei jedoch bisher auf einer autonomen Aktivitat der glatten
Muskelzellen, bedingt durch eine intramuskulare Oszillation. Auf Grund der experimentellen
Ergebnisse dieser Arbeit soll hier ein weiterer potentieller Ursprung oszillierender Erregung

aulerhalb des glatten Muskels vorgestellt werden.

441 Vergleichbare Kinetik phasischer Kontraktionen und der EFS Reizantworten

0,5 mN

Abbildung 21 Uberlagerte Darstellung einer reprisentativen EFS sowie phasischen Kontraktion eines
Praparates
EFS- Kontraktion (grau) Amplitude von 1,87mN und Anstieg von 0,44mN/s

phasische Kontraktion (schwarz) Amplitude von 0,84mN und Anstieg von 0,47mN/s

Die Kontraktionen durch EFS und wahrend etablierter phasischer Aktivitdt wiesen eine
auffallende Ahnlichkeit auf. Quantifizieren lieR sich diese qualitative Beobachtung anhand
der Anstiegsdaten phasischer und EFS Kontraktionen. Diese befanden sich mit 0,50 + 0,05
mN/s (n= 627) und 0,52 + 0,02mN/s (n=193) in einem sehr ahnlichen Bereich. Es konnte
daher vermutet werden, dass es sich bei den EFS und phasischen Kontraktionen um
muskulare Antworten handelte, denen ahnliche auslosende Mechanismen zugrunde lagen.

Die Wirkung von TTX zur Inhibition beider Kontraktionsformen unterstiitzt dabei diese

getroffene Annahme.
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Die EFS wurde in den Mesenterialarterien der Ratte bisher als selektiver Mechanismus zur
Stimulation der nervalen Funktion gesehen [50, 56, 82] und auch die hier vorliegenden
Daten, Korrelation von EFS — und NA — Antwort von r = 0,91 (n = 24), weisen auf eine
Uberwiegend nervale Komponente der EFS Kontraktionen hin.

Dass der mogliche Auslésende Mechanismus fir die Calciumoszillationen der glatten
Muskelzellen auch in nervalen Strukturen zu sehen ist, geht unter anderem aus der Arbeit
von Schmidt et al. [21] hervor. Hier flhrte eine chirurgische Denervierung zum Stoppen der
Vasomotion in der untersuchten Femoralarterie eines Hasen. Auch an isolierten Praparaten
der Mesenterialarterie und des Vas deferns konnten unter anderem von Yamaguchi [41] und

Brain et al. [40] spontane Transmitterfreisetzungen aus Varikositaten beobachtet werden.

4.4.2 Abhiangigkeit phasischer Aktivitat von Aktionspotentialen
Die Abhangigkeit phasischer Aktivitat von Aktionspotentialen, generiert durch Na, — Kanale,
sollte wie zuvor fur die EFS Antwort Uberprift werden. Es zeigte sich, dass TTX sowohl zu
einer signifikanten Reduktion des Kraftniveaus als auch zu einem Sistieren der repetitiven
Kontraktionen fuhrte, siehe Abbildung 12 sowie Tabelle 5. Es konnte somit die Bedeutung
von Na, — Kanal vermittelten Aktionspotentialen als essentieller Bestandteil phasischer
Kontraktionen in der Mesenterialarterie der Ratte dargestellt werden.
In bisherigen Untersuchungen zu Vasomotion konnte diese TTX Sensitivitat nicht gezeigt
werden. In Arteriolen des Hippocampus [106], des Cerebrums [102] sowie der Basilararterie
der Ratte [107] zeigte sich Vasomotion resistent gegeniiber TTX Applikation. Uber den
Ursprung phasischer Aktivitdt oder Vasomotion wurden bisher hauptsachlich intrinsische
Mechanismen des glatten Muskels diskutiert [20]. Beispiele hierfiur sind die calciuminduzierte
Calciumfreisetzung sowie die spezifische Aktivitdt der PLC - & fur deren detaillierte
Beschreibung auf Punkt 1.4.1.2 der Einleitung verwiesen wird.
Die blockierende Wirkung von TTX auf den lonenstrom durch spannungsabhangige
Natriumkanale im Nervensystem ist allgemein akzeptiert [79]. Dagegen ist die Rolle
vereinzelt auftretender Na, — Kanale im Bereich des glatten Muskels noch weitgehend
unklar. So war beispielsweise der Nachweis von Na, — Kanalen in den Untersuchungen von
Berra-Romani et al. [81] abhdangig vom gewahlten Verfahren der Zellseparation. Die durch
Ho et al. postulierte funktionale Kopplung von Na/Ca — Tauscher und myozytarer Na, —
Kanale basiert auf experimentellen Daten unter Annahme eines Funktionsverlustes der
vegetativen Nerven durch selektive Zerstdérung durch Gabe von 6-Hydroxydopamin. Die
Ergebnisse konnten jedoch in der gleichen Arbeit nach Gabe von Guanethidin, einem
Inhibitor der nervalen Transmitterfreisetzung, als Kontrolle zum Wirkprinzip von 6-
Hydroxydopamin nicht reproduziert werden [56]. Die Ergebnisse der hier vorliegenden Arbeit
unterstitzen vielmehr die spezifische Wirkung von TTX an Na, — Kanalen der vegetativen
Nerven. So folgten beispielsweise die Kontraktionen phasischer Aktivitat und nach EFS einer
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ahnlichen Kinetik, siehe dazu Punkt 4.4.1, auch konnte durch die Gabe von Prazosin eine
partielle Inhibition phasischer Aktivitat registriert werden.

Die Inhibition phasischer Kontraktionen durch spezifische Blockade nervaler Na, — Kanale
weist dabei stark auf eine oszillierende Freisetzung von Transmittern aus den Varikositaten
als Ursache phasischer Aktivitat hin.

Im Gegensatz zu phasischer Aktivitat bestand nach Zugabe von TTX zu tonischer Aktivitat
eine deutlich messbare Restaktivitat. Dieser TTX resistente Anteil tonischer Aktivitat, im
Durchschnitt 37 £ 12,9% (n= 4) des ursprunglich erreichten Kraftniveaus, spricht dabei fur
eine Na, — Kanal unabhangige Depolarisation ab einem bestimmten Aktivitatslevel. Nach
dem von Koenigsberger et al. [108] postulierten Modell, siehe dazu nachfolgend Punkt 4.5,
lasst sich diese Beobachtung durch eine Calciumakkumulation innerhalb des glatten Muskels

erklaren, die einen dauerhaften Strom durch Ca, — Kanéale nach sich zieht.

4.4.3 Bedeutung von Transmittern und der Netzwerkbildung fiir phasische Aktivitat
Zur Uberprifung ob es sich bei der beobachteten phasischen Aktivitat um das Resultat einer
repetitiven Noradrenalinfreisetzung aus Varikositdten handelte, wurde das Verhalten
gegenlber Prazosin untersucht. Im Ergebnis zeigte eine Halfte der Praparate eine deutliche
Reaktion, mit Reduktion des Kraftniveaus und der Kontraktionszahl. Zum anderen Tell
jedoch kam es nach Prazosinzugabe zu einer gleichbleibenden oder auch gesteigerten
Aktivitat. Somit konnte zwar insgesamt kein signifikanter Unterschied dargestellt werden,
aber auf Grund dieser zwei gegensatzlichen Reaktionsformen auf Prazosingabe kann von
einer Unabhangigkeit phasischer Aktivitat von Noradrenalin nicht gesprochen werden.

Im Gegensatz hierzu zeigte die tonische Kontraktionsform eine klare Abhangigkeit von ai —
Rezeptor vermittelter Stimulation mit einer Reduktion des Tonus um 30,7% bzw. 94,2%. Der
groBe Unterschied im bestehenden Resttonus nach Prazosingabe wird auf die
Entstehungsform der tonischen Kontraktion zurickgefihrt. Es wird davon ausgegangen,
dass es bei langsamer Tonusentwicklung zu einer starkeren Akkumulation von Calciumionen
im glatten Muskel gekommen war, deren Elimination weniger reversibel war als nach
sofortigem Ubergang in eine tonische Kontraktionsform. Auf die Rolle der intrazelluléren
Calciumkonzentration fir die Charakteristik phasischer und tonischer Aktivitat wird
ausflhrlicher im folgenden Punkt eingegangen.

Eine Erklarung fur die uneinheitliche Reaktion phasischer Aktivitat auf die Gabe von Prazosin
ist die mégliche Bindung von Prazosin an prasynaptische, inhibitorische a. — Rezeptoren.
Wie bereits unter Punkt 3.3.3 erlautert, wirde die Bindung von Prazosin an diese
Rezeptoren zu einer paradox verstarkten Transmitterfreisetzung fuhren und somit bei
betroffenen Praparaten die Noradrenalinwirkung nicht inhibieren, sondern verstarken. Die
Verwendung von Prazosin in héherer Konzentration wirde an dieser Stelle moglicherweise

zu einheitlicheren Ergebnissen flihren. Eine Beteiligung von Noradrenalin an der Entstehung
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phasischer Aktivitat erscheint unter Beriicksichtigung dieser Uberlegungen jedoch als
maglich.

Bei dauerhaft aktivierten, perivaskularen Nerven durch TEA vermittelte Depolarisation ware
eine repetitive Noradrenalinfreisetzung durch konzentrationsabhangige Autoinhibition der
Varikositaten durch a; — Rezeptoren ein mdgliches oszillierendes System. In den beispielhaft
angefiihrten Untersuchungen von Msghina et al. [109] an der Schwanzarterie der Ratte
konnten bei lang anhaltender nervaler Aktivierung durch elektrische Reizung jedoch keine
relevanten Schwankungen in der postsynaptischen Aktivitdt gemessen werden. Der Einfluss
von a; — Rezeptoren beschrankte sich hier auf eine generelle Reduktion der
postsynaptischen Aktivitat, unabhangig der Reizdauer.

Die potentielle Rolle der perivaskuldren Nervenfasern als Oszillator wahrend phasischer
Aktivitat wird durch die Untersuchungen von Brock et al. [42] unterstitzt. Sie konnten eine
Freisetzung von Noradrenalin aus perivaskuldren Nerven in der Mesenterialarterie der Ratte
spontan, ohne nervale Reizung, messen. Die Frequenz belief sich auf einen Bereich von
circa einem Ereignis pro Minute. Ein mdglicher ausldsender Mechanismus fur die spontane
Freisetzung geht aus den Ergebnissen nicht hervor.

Fir die Entstehung phasischer Aktivitat als Resultat einer repetitiven Transmitterfreigabe ist
die Bedeutung des zelluldren Netzwerkes innerhalb der Gefalwand herauszustellen. In den
in dieser Arbeit ermittelten Ergebnissen zeigte sich, dass die Korrelation zwischen
Amplituden phasischer Kontraktionen mit der Kraft einer Kalium 40mmol/l Kontraktion viel
hoher ausfiel (r = 0,81; n = 14) als im Vergleich zu den rezeptorvermittelten Reizen, wie NA
und EFS (r = 0,66; n = 13 bzw. r = 0,34; n = 35). Die Kraft der glatten Muskelzellen wahrend
phasischer Kontraktionen scheint daher weniger von der Affinitdt und Dichte ihrer
Rezeptoren abzuhangen, sondern vielmehr von dem kontraktilen Potential des Verbundes
aus Muskelzellen. Uber die Verschaltung der Muskelzellen durch gap junctions sind
Erregungen an definierten Orten (,hot spots®) der Gefallwand ausreichend, um das
Kontraktionssignal Uber ein Netzwerk zu verteilen [110].

Sollte die untersuchte phasische Aktivitat auf eine autonome nervale Aktivitat zurlickzuflihren
sein, so implizieren diese Ergebnisse, dass die Kontraktionen nicht auf einer synchronen
Transmitterfreigabe mehrerer Varikositdten beruhen, sondern die Erregung im Bereich
einzelner Varikositaten erzeugt wird und Uber das Netzwerk der glatten Muskelzellen

weitergeleitet wird.

4.5 Zeitliche Variabilitat phasischer Aktivitat

Im Unterschied zur Stimulation mit direkten Agonisten kam es zum Auftreten phasischer
Kontraktionen erst nach einer gewissen Latenzzeit von durchschnittlich 01:01,3 + 00:21,6

min. Weiterhin konnte sowohl ein Ausbleiben einer Reaktion in 10,8% als auch ein direkter
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Ubergang in eine tonische Komponente in 16,2% der untersuchten Praparate festgestellt
werden. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass fiur das Auftreten phasischer Aktivitat
gewisse zellulare Voraussetzungen vorhanden sein mussen. Diese kénnen struktureller
Natur sein, wie der oben beschriebene Einbau von gap junctions, oder auch auf einen
bendtigten Anstieg der intrazellularen Calciumkonzentration zuriickzufihren sein.
Koenigsberger et al. [108] beschreiben in ihrem Modell zur Vasomotion drei Schwellen
intrazelluldarer ~ Calciumkonzentrationen.  Uber eine  zunachst  unsynchronisierte
Calciumfreisetzung in den glatten Muskelzellen kommt es bei Erhdhung des externen
Stimulus zu einem Anstieg der intrazellularen Calciumkonzentration und daraus
resultierender oszillierender synchroner Calciumfreisetzung in einem Netzwerk aus
verbundenen glatten Muskelzellen. Ein weiterer Anstieg der Calciumkonzentration bewirkt
ein Ende der Oszillationen und fuhrt zu einer konstanten Kontraktion. In der vorliegenden
Arbeit konnte diese postulierte Transformation in Abhangigkeit der Dauer phasischer Aktivitat
beobachtet werden. So konnte bei Praparaten, die zuvor langere Zeit maximal stimuliert
wurden mit einer erhdhten Wahrscheinlichkeit eine direkte tonische Reaktion nach TEA
Gabe beobachtet werden. Weiterhin spricht fur diese Hypothese der kritischen
Calciumkonzentration, dass phasische Aktivitat, bei initial TEA resistenten Praparaten, durch
EFS Stimulation ausgeldst werden konnte. Diese synchronisierenden Eigenschaften der EFS
wurden bereits unter anderem von Jacobsen et al. [65] beschrieben. Die Transformation von
nicht — etablierter phasischer Aktivitat hin zur Entwicklung eines Kontraktionstonus deutet
darauf hin, dass es sich bei dem beobachteten Phdnomen um einen sich selbst
verstarkenden Prozess handelt.

Dass die sich entwickelnde tonische Kontraktion mafgeblich Uber den Einstrom vom
Calcium durch Ca, — Kanale gesteuert wird, konnte durch die deutliche Reduktion des Tonus
durch die Gabe von Nifedipin gezeigt werden. Die Entstehung der tonischen Reaktion ist, auf
Grund der Beobachtungen, am wahrscheinlichsten durch einen schrittweisen Anstieg des
intrazelluldren Calciums zurlckzufuhren. Im Verlauf kam es daraufhin zu einer
Dekompensation der Mechanismen zur Calciumelimination. Eine mdgliche calciuminduzierte
Calciumfreisetzung aus dem sarkoplasmatischen Retikulum, wie sie von Aalkjaer und
Nilsson [12] als mdglicher Mechanismus zur Aufrechterhaltung von Vasomotion beschrieben
wurde, kann zur Dekompensation des Gleichgewichtes beigetragen haben. Die Abhangigkeit
sowohl der phasischer Kontraktionen als auch der tonischen Reaktionsform von Ca, —
Kanalen spricht jedoch dagegen, dass eine calciuminduzierte Calciumfreisetzung alleine in

der Lage ware die beobachtete phasische Aktivitat aufrechtzuerhalten.
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4.6 Modellrechnung zu Auswirkungen phasischer Kontraktionen in vivo

Die physiologische Funktion zeitlich variabler Kontraktionen in Widerstandsgefalien ist bisher
noch wenig verstanden. Neben einer moglichen, verbesserten Sauerstoffversorgung durch
variierende Sauerstoffpartialdriicke [20] ist die Verstarkung von Filtrationsprozessen eine
weitere potentielle Wirkung von Vasomotion. Eine lokale Reduktion des Gefal3querschnittes
durch eine zeitlich terminierte muskulare Kontraktion wirde bei einem gleichbleibenden
systemischen Blutdruck zu einer Erhéhung des transmuralen Druckes fliihren und somit die
Filtrationsprozesse beglnstigen.

Weiterhin wirken sich die Schwankungen des Gefalddurchmessers auf die Durchblutung des
nachgeschalteten Gefallbettes aus. Auf Grundlage der Untersuchungen zur Korrelation
phasischer Kontraktionen und Kontraktionen durch Kalium 40mmol/l lielen sich
Modellrechnungen zu den Auswirkungen der phasischen Kontraktionen auf die Durchblutung
des Gefalabschnittes in vivo durchfiihren. Im Durschnitt belief sich die Amplitude der
phasischen Kontraktionen auf 14,25 + 1,35% (n = 14) der zugehdrigen Kaliumkontraktion.
Bei Annahme eines kompletten Gefalverschlusses durch Kalium 40 mmol/l, siehe dazu
auch VanBavel et al. [83], wirde phasische Aktivitdt somit zu einer Reduktion des
Gefalquerschnittes auf 85,75% des Ausgangswertes fuhren. Nimmt man fur den
Gefalquerschnitt eine Kreisform an, so wirde sich der Radius auf 92,6% des Ruhewertes
reduzieren. Diese Reduktion des Radius wurde in einer Steigerung des Widerstandes auf

135,99% im Vergleich zum Ruhetonus resultieren. Die Berechnung erfolgte nach folgender

Uberlegung:
_ 8xmxl
Ry = T4
1

R,= — xR
27 pozer M1
R, = 1,3599 * R,

Fir den Fluss Uber das GefalRsegment hatte der reduzierte GefalRquerschnitt wahrend der
maximalen Kontraktion phasischer Aktivitdt eine Verringerung auf 73,53% des
Ausgangswertes zur Auswirkung. Die Berechnung erfolgte unter Verwendung des Gesetzes

nach Hagen — Poiseuille:

Tt

Q = AP«

8*m*l
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0, = 0,926* % 0,

0, = 0,7353 * Q,

4.7 Zusammenfassung

Zeitlich variable Kontraktionen glatter Muskulatur bilden die Grundlage vieler vegetativer
Prozesse im Koérper. Von besonderem Interesse fir diese Arbeit war die unter dem Begriff
der Vasomotion subsummierte Fahigkeit von Gefallen sich ohne lUbergeordnete Steuerung
repetitiv zu kontrahieren. Am Modellpraparat der Mesenterialarterie der Ratte wurde, durch
die durch Mulvany und Halpern [73] etablierte Methode der Organbadmyographie fir
Gefalle, dieses Phanomen untersucht. Hierflir wurden phasische und tonische Kontraktionen
durch die Gabe von TEA, einem unspezifischen Kaliumkanalblocker, induziert. Die
nachfolgenden Experimente dienten der Fragestellung nach einem Zusammenhang
autonomer  Aktivitat perivaskularer Nerven und phasischer Kontraktionen der
GefaBmuskulatur. Hierfur erfolgte unter anderem die gezielte pharmakologische Inhibition
verschiedener Ebenen der nervalen und muskularen Interaktion. Durch dieses Vorgehen
konnte zum einen die Abhangigkeit phasischer Kontraktionen von der Funktion
spannungsabhangiger Calciumkanéle der Zellmembran, wie es bereits flr verschiedene
Gefaltypen gezeigt wurde [19], bestatigt werden.

Weiterhin wiesen die Ergebnisse darauf hin, dass die Reize zur Initierung phasischer und
tonischer Kontraktionen von nervalen Strukturen ausgehen, da sich die Kontraktionen
sowohl sensitiv auf die Inhibierung von Aktionspotentialen im Bereich der vegetativen Nerven
als auch in gewissem MalRe durch die Blockade von ai — Rezeptor vermittelten
Signalkaskaden zeigten.

Unabhangig von den Uberlegungen zur autonomen Aktivitat perivaskuldrer Nervenfasern,
konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass Aktionspotentiale Uber Na, — Kanale in der
Mesenterialarterie der Ratte einen bisher unbeschriebenen, wesentlichen Beitrag zum
Auftreten phasischer Aktivitat leisten. Die Rolle dieser Kanale kann dabei im Bereich des
Oszillators, wie in den oben aufgefuhrten theoretischen Uberlegungen, zu suchen sein, aber
auch eine Funktion in der interzellularen Synchronisation erfullen. Die Madglichkeit der
Synchronisation durch nervale Strukturen wurde bereits von Aalkjaer und Nilsson [12] vor
allem wegen der Fahigkeit der schnellen Impulstbertragung Uber weite Strecken diskutiert.
Die detaillierte Charakterisierung phasischer und tonischer Aktivitat verdeutlichte nochmals
die Bedeutung des Netzwerkes glatter Muskelzellen fir die Entstehung dieser

Kontraktionsformen. Durch die Beobachtungen konnten weiterhin experimentelle Daten
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geliefert werden, die das von Koenigsberger et al. [108] vorgestellte Modell der
Transformation der kontraktilen Aktivitat glatter Muskelzellen in Abhangigkeit der
intrazelluléaren Calciumkonzentration unterstutzten.

Die weitere Erforschung der autonomen vaskularen Regulation wird auch im Hinblick auf die
hohe kardiovaskulare Mortalitat von hohem gesellschaftlichen Interesse sein. Im Bereich der
Mikrozirkulation kénnen sich die Vorgange der Vasomotion erheblich auf die Perfusion der
versorgten Organabschnitte auswirken. Fur Zeiten kritischer Organperfusion, ausgelost
durch mikroangiopathische Veranderungen beispielsweise im Rahmen eines Diabets
mellitus in dessen Rahmen es zusatzlich zu einer Neurodegeneration der perivaskularen
Nerven kommt, kdnnte das weitere Verstandnis von Vasomotion in Zukunft einen Beitrag fir

neue Therapieansatze liefern.
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6 Anhang

6.1 Abkirzungsverzeichnis

ATP - Adenosintriphosphat

BK — Kanal - calciumabhangiger Kaliumkanal

Ca, - spannungsabhangiger Calciumkanal

cGMP - zyklisches Guanosinmonophosphat

DAG - Diacyglycerin

EDTA - Ethylendiamintetraessigsaure

EFS - elektrische Feldstimulation

HEPES - 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsaure Puffer

IPs - Inositoltriphosphat

IPs R - Inositoltriphosphat Rezeptor

L - Typ Ca kanal - Jlong lasting“ spannungsabhangiger Calciumkanal

NA / NE - Noradrenalin / Norephedrin

Nay - spannungsabhangiger Natriumkanal

P2X R - ligandengesteuerter lonenkanal Rezeptor fur Adenosintriphosphat

PKG - Proteinkinase G

PLC - Phospholipase C

RyR - Ryanodinrezeptor

SERCA - Calcium ATPase des endoplasmatischen bzw. sarkoplasmatischen
Retikulums

SR/ER - sarkoplasmatisches / endoplasmatisches Retikulum

TEA - Tetraethylammonium

TTX - Tetrodotoxin

a1z R - adrenerger Rezeptor
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6.2 Verwendung des Anstieges zur Beschreibung der Kontraktionskinetik

In Voruntersuchungen zeigte sich, dass die modellhafte Darstellung der Kontraktionen durch
nervale Reize durch die Uberlagerung zweier Exponentialfunktionen nicht darstellbar war.
Am Beispiel der EFS Kontraktionen kam es vor allem im aufsteigenden Schenkel zu keiner
hinreichenden Ubereinstimmung mit der Originalkontraktion. Der originale Kurvenverlauf
implizierte vielmehr eine Funktion héheren Grades mit zusatzlichen konstanten Parametern
als Grundlage. Die Verwendung von Zeitkonstanten zur Beschreibung von
Exponentialfunktionen war unter diesem Aspekt nicht mdglich. Um die Ergebnisse dieser
experimentellen Arbeit nicht auf weiteren theoretischen Annahmen zu begriinden, wurde zur
Charakterisierung der Kontraktionskinetik die Bestimmung des Anstieges vorgenommen,

errechnet vom Kontraktionsbeginn bis zum Erreichen des Maximalwertes.
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7 Thesen

1. Am Beispielpraparat der Mesenterialarterie der Ratte wurde in dieser Arbeit die
Bedeutung des zellularen Netzwerkes zur Entstehung autonomer, zeitlich variabler

Kontraktionen im Bereich der Mikrozirkulation untersucht.

2. Durch TEA in einer Konzentration von 102mol/l konnten phasische und tonische
Kontraktionen erzeugt werden. Als Wirkmechanismen werden sowohl die Stérung der

Repolarisation als auch die Erhdhung der interzelluldren Leitfahigkeit angesehen.

3. Das Auftreten phasischer Aktivitat in Abhangigkeit der TEA Konzentration lief3 sich
nicht durch die Gabe von Indomethacin beeinflussen. Ein Einfluss von endothelial
produziertem Prostaglandin auf die TEA — Schwellenkonzentration zur Initiierung

phasischer Aktivitat ist daher unwahrscheinlich.

4. Die Charakteristik phasischer Aktivitat ist ein fortschreitender Prozess an deren Ende

der Ubergang in tonische Aktivitat steht.

5. Auf Grund der Nifedipinsensitivitat von phasischer und tonischer Aktivitat konnte fir
beide Kontraktionsformen eine Abhangigkeit vom Einstrom extrazellularen Calciums

durch Ca, — Kanale gezeigt werden.

6. Kontraktionen phasischer Aktivitat und durch EFS Reizung ausgeldste,

transmittervermittelte Kontraktionen weisen eine vergleichbare Kinetik auf.

7. Die TTX Sensitivitdt sowohl phasischer als auch tonischer Aktivitat stellte die

essentielle Rolle von Na, — Kanalen zum Erhalt dieser Kontraktionsformen heraus.

8. Die spezifische Wirkung von TTX an Na, — Kanalen der perivaskularen vegetativen
Nerven weist dabei auf eine oszillierende Transmitterfreisetzung der Varikositaten als

Ursache phasischer Kontraktionen hin.

9. Das variierende Ansprechen verschiedener Praparate auf Noradrenalin und EFS —
Reizung bei konstanten Kontraktionen nach direkter muskularer Reizung, durch Gabe
kaliumreicher Loésung, demonstrierte die individuelle raumliche Auflésung von
Varikositdten und postsynaptischer Rezeptoren im Bereich des mesenterialen
Stromgebietes.
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10. Die durchschnittiche Amplitude phasischer Aktivitat weist den grofdten
Zusammenhang mit der direkten Aktivierung glatter Muskelzellen durch kaliumreiche
Losung auf. Die Mdoglichkeit der Ausbreitung lokal erzeugter Reize Uber das
glattmuskulare Netzwerk und sekundarer, synchroner Kontraktion der erregten
Muskelzellen ist daher wahrscheinlicher als eine synchronisierte Aktivitat mehrerer

Schrittmacher.
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