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1  Einleitung

Die vorliegende Arbeit beschiftigt sich mit der myogenen Reaktion kleiner Blutgefile und

der Rolle von spannungsabhéngigen Kaliumkanélen (Kv-Kanélen) bei dieser Reaktion.

1.1 Die myogene Reaktion

Die myogene Reaktion von Arterien spielt bei der Autoregulation von Blutfluss und —druck
im Herzkreislaufsystem eine fithrende Rolle. Diese besonders in Gehirn-, Nieren- und Ske-
lettmuskelgefidBen ausgepriagte Reaktion der Blutgefifle in Antwort auf intraluminale Druck-
anderungen nennt man auch Baylisseffekt, der erstmals 1902 beschriebenen wurde.

Diese Reaktion gewdhrleistet im nachgeschalteten Kapillargebiet eine anndhernd konstante
Perfusion, auch wenn es zu systemischen Blutdruckschwankungen des Organismus im phy-
siologischen Bereich kommt. Die Intensitdt der myogenen Reaktion hiangt stark von den be-
trachteten Geféflgebieten und der Grofle der kleinen Arterien ab. So wird der Baylisseffekt
besonders ausgeprigt in mittelgroBen BlutgefiBlen, jedoch schwicher bei groen bzw. sehr
kleinen Gefillen beobachtet. Weiterhin zeigt sich die Antwort in z.B. Gehirnarterien ausgep-
ragter als in Mesenterialarterien.

Der Ausloser fiir die GefdlBkontraktion bei Erhohung des Drucks ist nicht der Druck selbst,
sondern die durch ihn erzeugte Erhohung der Wandspannung der kleinen Arterien. Durch die
Kontraktion wird die Wandspannung anschlieBend wieder verringert (Schubert and Mulvany
1999).

Die Wand arterieller Blutgefia3e besteht von innen nach au3en aus Endothel, glattem Muskel
und Adventitia, in der sich Nervenendigungen befinden. Die fiir die myogene Reaktion ver-
antwortlichen Mechanismen spielen sich ausschlielich im glatten Muskel ab, wie Versuche
nach mechanischer Entfernung des Endothels und Blockade von Nervenendungen in der Ad-
ventitia mit Tetrodotoxin, Phentolamin, Propanolol und Atropin gezeigt haben. Nach Nerven-
blockade und Entfernung des Endothels kam es zu keiner Anderung der myogenen Reaktion,
was gegen eine Beteiligung des Endothels bzw. der Nervenendigungen spricht (Schubert and
Mulvany 1999; Anschiitz and Schubert 2005).
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1.2 Die glatte Muskulatur

Die Erhohung der Kalziumkonzentration in glatten Muskelzellen fiihrt tiber komplexe Me-
chanismen zur Kontraktion. Die zunehmende Interaktion zwischen Aktin und Myosin nach
Druckerhohung bewirkt eine Verkiirzung glatter Muskelzellen. Da diese im Blutgefdl zirku-
lar angeordnet sind, wird die Verkiirzung in eine Vasokonstriktion ,,iibersetzt™.
Eingestromtes und/oder freigesetztes Kalzium bindet in den glatten Muskelzellen an Calmo-
dulin. Dieser Komplex aktiviert Proteinkinasen, die Caldesmon am Aktinfilament und die
leichten Myosinketten des Myosinkopfes phosphorylieren. Caldesmon blockiert bei niedriger
Kalziumkonzentration die Bindungsstelle fiir den Myosinkopf am Aktin; nach Phosphorylie-
rung ist eine Deblockade zu verzeichnen. Durch die Ubertragung einer Phosphatgruppe von
ATP durch die MLC-Kinase auf die leichten Myosinketten kommt es zur Interaktion des
Myosins mit Aktin und zur Kontraktion (Silbernagl 2001). Im nicht phosphorylierten Status
wird die Interaktion zwischen Aktin und Myosin verhindert. Das Gleichgewicht zwischen
nichtphosphoryliertem und phosphoryliertem Myosin wird von zwei Enzymen bestimmt: der
Myosinleichtkettenkinase (MLCK) und der Myosinleichtkettenphosphatase (MLCP). Dabei
phosphoryliert die MLCK das Myosin und fiithrt zur Kontraktion, wéhrend die MLCP de-
phoshoryliert, den Muskel und somit die Arterie dilatieren l4sst. Die MLCK wird vorrangig
kalziumabhéngig reguliert, das heif3t, alle Stoffe, die den Kalziumspiegel beeinflussen, wirken
sich gleichzeitig auf die MLCK aus. Trotz der Tatsache, dass Ca*" unerlisslich fiir die myo-
gene Reaktion ist, zeigen neuere Daten, dass auch andere, kalziumunabhéngige Mechanismen
eine wichtige Rolle spielen. Diese wurden erst kiirzlich beschrieben und wirken hauptséchlich
iiber eine Regulation der MLCP. Dabei bleibt die Aktivitat der MLCK weitgehend konstant
(Somlyo and Somlyo 2003).

1.3  Mechanismus der myogenen Reaktion

Die genauen Mechanismen der myogenen Reaktion sind noch Gegenstand intensiver Unter-
suchungen. Dabei scheint sicher zu sein, dass es durch die Erh6hung des transmuralen Drucks
und durch die begleitende Erhohung der Wandspannung zur Depolarisation der glatten Mus-
kelzellen mit nachfolgendem Anstieg des intrazelluliren Ca®" und zur GefiBkontraktion
kommt. Die genaue Ursache der Depolarisation wird noch diskutiert. Die am meisten verbrei-
tete Hypothese geht von Kanilen aus, die durch Dehnung aktiviert werden. Durch einen ein-
wirtsgerichteten Kationenstrom kommt es zur Depolarisation und zur myogenen Reaktion
(Welsh, Nelson et al. 2000). Weiterhin werden wahrscheinlich andere Kanile, wie span-

nungsgesteuerte Kalziumkandle (McCarron, Crichton et al. 1997) und kalziumaktivierte Ka-
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liumkanéle (Kirber, Ordway et al. 1992; Dopico, Kirber et al. 1994) vom transmuralen Druck
beeinflusst.

Durch die Depolarisation wird ein intrazelluldrer Kalziumanstieg herbeigefiihrt, dessen haupt-
sichliche Quelle der Einstrom von extrazellulirem Ca*"-Ionen durch spannungsgesteuerte
Kalziumkanéile ist. Bei spezifischer Blockade von spannungsgesteuerten Kalziumkandlen
bleibt die myogene Reaktion aus. Dagegen kontrahieren nach Zugabe von Bay K 8644, einer
Substanz die diese Kanéle 6ffnet, Mesenterialgefi3e der Ratte nach Druckerhthung verstirkt
(Wesselman, VanBavel et al. 1996). Der Kalziumeinstrom 16st eine Signalkaskade aus, die
die Phosphorylierung des Myosins steigert und so letztendlich zur Kontraktion fithrt. Wird der
transmembrane Kalziumeinfluss blockiert, bleibt die Konstriktion aus, wobei die Depolarisa-
tion der Membran kaum beeinflusst wird (Knot and Nelson 1995; Knot and Nelson 1998).
Andererseits bleibt die myogene Reaktion erhalten, wenn mittels einer hohen extrazelluldren
Kaliumkonzentration eine Depolarisation verhindert wird (McCarron, Crichton et al. 1997).
Fiir diese beiden Beobachtungen konnte es mehrere Erklarungen geben: 1. Kalziumionen
spielen eher eine geringe Rolle im Auslosen der druckinitiierten Depolarisation; 2. die Depo-
larisation ist nicht unmittelbarer Ausloser der myogenen Reaktion und 3. es miissen Signal-
kaskaden parallel zur Depolarisation existieren (Schubert, Lidington et al. 2008). Fest steht
jedoch, dass der Einstrom von extrazelluldirem Kalzium von essentieller Bedeutung fiir die
Auslosung des Baylisseffekts ist. Kalziumfreie extrazellulire Losung verhindert den intrazel-
luldren Ca®"-Anstieg (Zou, Ratz et al. 1995; Knot and Nelson 1998), die Phosphorylierung
des Myosins (Zou, Ratz et al. 1995; Zou, Ratz et al. 2000) und damit letztendlich die druckas-
soziierte Kontraktion.

Weiterhin kommt es zu einer minimalen Kalziumfreisetzung aus intrazelluldren Speichern,
dem sarkoplasmatischen Retikulum, in Form sogenannter ,,Sparks® (Jaggar, Porter et al.
2000), deren Frequenz durch den transmuralen Druck reguliert wird (Jaggar 2001). Durch
diese ,,Sparks“ werden Ca*'-gesteuerte Kaliumkanile (KCa-Kanile) aktiviert. Kaliumionen
stromen aus und die Membran hyperpolarisiert. Dadurch schlieBen sich die spannungsabhén-
gigen Kalziumkanile und die globale Ca®" -Konzentration in der Zelle sinkt. Damit bilden die
KCa-Kanile einen negativen Riickkopplungsmechanismus, der das Ausmall der myogenen
Reaktion limitiert. Passend zu dieser Hypothese ist die myogene Reaktion nach spezifischer
Blockade der kalziumaktivierten Kaliumkanile gesteigert (Brayden and Nelson 1992; Knot,
Standen et al. 1998; Brenner, Perez et al. 2000; Jaggar 2001). Weiterhin gibt es endogene
Mediatoren, wie der Cytochrom P450 abhingige Metabolit 20-HETE, der KCa-Kanile

hemmt und bei seiner Druck-induzierten Freisetzung die myogene Reaktion vermitteln konnte
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(Lange, Gebremedhin et al. 1997; Gebremedhin, Lange et al. 2000). In einigen Arterienprépa-
rationen wurde beobachtet, dass die Blockade von Cytochrom P450 abschwéchend auf die
myogene Reaktion wirkt (Kauser, Clark et al. 1991; Gebremedhin, Lange et al. 2000; Frisbee,
Roman et al. 2001; Frisbee, Roman et al. 2001; Zhang, Wang et al. 2004). Cytochrom P450
ist ein Hamoprotein, welches als elektroneniibertragendes Enzym in vielen Monooxygenasen
enthalten ist. Diese wiederum sind von besonderer Bedeutung fiir Biotransformationsreaktio-
nen der Leber. Allerdings gibt es keinen direkten Beweis fiir einen kausalen Zusammenhang
zwischen Cytochrom P450, KCa-Kanédlen und dem Baylisseffekt (Schubert, Lidington et al.
2008).

Urspriinglich wurde vermutet, dass die myogene Reaktion nur durch einen druckinduzierten
Kalziumeinfluss zustande kommt, der dann zur Aktivierung von Calmodulin, der Myosin-
leichtkettenkinase und zur Phosphorylierung der Myosinketten fiihrt.

Die Druck-induzierten Veranderungen im intrazelluldren Kalziumhaushalt konnen den Ablauf
der myogenen Reaktion jedoch nicht vollstindig erkldren. Messungen haben ergeben, dass
nach anfinglichem initialen Kalziumanstieg und Kontraktion eine Erhaltungsphase folgt, in
der die Kalziumkonzentration konstant bleibt und die Kontraktion weiter zunimmt. Diesen
Mechanismus konnte eine zunechmende Ca®*-Sensitivitit erkliren (Schubert, Lidington et al.
2008). Die Arbeitsgruppe Somlyo (Somlyo and Somlyo 2003) erklért sich diesen Zusammen-
hang tiber das Aktivitatsverhdltnis zwischen Myosinleichtkettenkinase und —phosphatase. Die
gemessene Kalziumsensitivitdt miisste dabei dem Grad der MLC-Phosphorylierung bei einem
konstanten Kalziumspiegel durch verdnderte Aktivitdt der MLCP entsprechen (Somlyo and
Somlyo 2003). Ungilinstiger Weise ist die Bestimmung der MLCP-Aktivitdt mittels Routine-
verfahren bei den in dieser Arbeit untersuchten kleinen Arterien bisher nicht méglich (Schu-
bert, Lidington et al. 2008).

Die Arbeitsgruppe Lagaud et al. setzte isolierte Arterien einer hohen extrazelluldren Kalium-
16sung aus. Dadurch depolarisierten glatte Muskelzellen, L-Typ Kalziumkanéle 6ffneten sich
und Kalziumionen konnten die Membran durchqueren. Durch Applikation von 60 mmol/l
KCl wird der intrazelludre Kalziumspiegel stirker erhoht als bei Druckerhohung unter nicht-
depolarisierten Bedingungen (Lagaud, Gaudreault et al. 2002). Die hohe extrazelluldre KCI-
Losung steigert nicht nur den intrazelluldren Kalziumspiegel, sondern auch den Basaltonus.
Von der Gruppe Ratz et al. wurde festgestellt, dass hohe extrazelluldre KCl-Losungen auch
die Kalziumsensitivitit von glatten Muskelzellen erhoht (Ratz, Berg et al. 2005). Aus diesen
Beobachtungen ergibt sich, dass unter erh6htem extrazelluldirem Kaliumspiegel die myogene

Reaktion intensiver ablduft, als unter kaliumarmen Bedingungen. Des weiteren wurde expe-
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rimentell nachgewiesen, dass die Kalziumsensitivitit bei einem Druck von 80mmHg deutlich
hoher liegt, als bei 10mmHg (Schubert, Kalentchuk et al. 2002). Diese Beobachtung bestatigt
die Vermutung, dass die Kalziumsensitivitidt von besonderer Bedeutung fiir die Regulation der
myogenen Reaktion ist.

Anfinglich wurden das kalziumabhéngige Modell und der Mechanismus der Kalziumsensiti-
vitdtsdnderung zur Erkldarung der myogenen Reaktion einfach zusammengefiigt. Dadurch er-
hielt man ein Zweiphasenmodell mit einer ersten kalziumabhédngigen Triggerphase, der eine
kalziumunabhingige Erhaltungsphase folgte. Fiir diese Erhaltungsphase musste nun eine Er-
klarung gefunden werden, die klarstellt, weswegen es trotz abnehmenden Kalziumspiegels zur
weiteren Kontraktion kommt. Dieses Zweiphasenmodell ist stark vereinfacht, da es den Ein-
druck erweckt, dass beide Phasen isoliert nebeneinander ablaufen, was sicher nicht der Reali-
tdt im Ablauf der myogenen Reaktion entspricht. Es basiert auf der Hypothese, dass die Kal-
ziumerhohung nach Druckanstieg rein mechanisch und demzufolge schneller ist, als die Sig-
nalkaskade, die letztendlich die Kalziumsensitivitdt beeinflusst (Schubert, Kalentchuk et al.
2002). Dagegen sprechen jedoch Befunde zur Sphingosinkinase, die an der Regulation der
myogenen Antwort beteiligt ist. In isolierten Arterien des Hamsters steigert die Sphingosinki-
nase die Kalziumsensitivitdt iiber einen RhoA- bzw. Rhokinase-abhingigen Mechanismus
(siche unten). Die Kontraktion der Arterie erfolgt dabei umgehend, ohne Verzogerung (Bolz,
Vogel et al. 2003).

Beide Mechanismen, das heif3t der kalziumabhidngige und die Regulation der Kalziumsensiti-
vitit laufen also offensichtlich parallel ab. Nach Fixierung des intrazelluliren Ca*" erfolgt
nach Druckanstieg sofort eine myogene Reaktion. Da die Kalziumkonzentration unter dieser
Bedingung nicht zunehmen kann, muss eine plétzliche Steigerung der Kalziumsensitivitit
erfolgt sein (Lagaud, Gaudreault et al. 2002). Ebenso folgt aus dieser Beobachtung, dass eine
schnelle Erhéhung von Ca*" wohl nicht Ausléser der Sensitivierung sein kann.

Fiir die glatte Muskelzelle ist es von Vorteil, dass beide Mechanismen nebeneinander existie-
ren. So ist es den BlutgefiBBen moglich, stindig auf Druckschwankungen zu reagieren und
dabei trotzdem den intrazelluldren Kalziumspiegel niedrig zu halten. Auf diese Weise kann es
nicht zu Interferenzen mit anderen kalziumabhidngigen Mechanismen der Zelle kommen
(Schubert, Lidington et al. 2008).

Neben den bisher erwdhnten Mechanismen werden eine Reihe weiterer Faktoren diskutiert.
Chloridkanidle konnten eine Rolle in der Regulation der myogenen Antwort spielen. Zumin-
dest in einigen GefidBpriparationen folgten auf Verdnderung des transmuralen Drucks zuneh-

mende Chloridstrome (Doughty and Langton 2001). Ungiinstigerweise lassen sich diese Vor-
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giange schwer nachweisen und begriinden, da es bisher nur unspezifische Blocker von Chlo-
ridkanédlen gibt.

Letztendlich wirken auch spannungsgesteuerte Kaliumkanile (Kv) tiber negative Riickkopp-
lungsmechanismen auf die myogene Reaktion ein. Der durch diese Kanile flieBende Kalium-
ausstrom erzeugt eine Hyperpolarisation, welche die Druck-induzierte Depolarisation und
somit das Ausmal} der GefaBBkontraktion limitieren (Knot and Nelson 1995; Plane, Johnson et

al. 2005; Chen, Luykenaar et al. 2006).

1.3.1 Intrazellulire Signaltransduktionswege

An den oben genannten Vorgédngen sind eine Reihe von Signalkaskaden beteiligt, deren ge-
naue Bedeutung aber noch Gegenstand von Untersuchungen ist. So wurde beschrieben, dass
es durch Erhohung des transmuralen Drucks in der Nierenarterie des Hundes zu einem intra-
zelluldren Anstieg von Inositoltrisphosphat (IP3) und von Diacylglycerin (DAG) (Narayanan,
Imig et al. 1994) kommt. Durch IP; wird Kalzium aus intrazelluldren Speichern freigesetzt.
DAG aktiviert die Proteinkinase C. Die Rolle der Proteinkinase C in Bezug auf ihre Mitwir-
kung bei der myogenen Reaktion wird kontrovers diskutiert. Nach spezifischer Blockade der
PKC wurde von einigen Autoren eine verringerte myogene Kontraktion ohne Beeinflussung
der druckinduzierten Ca2+-Erh6hung beschrieben (Watanabe, Keitoku et al. 1993; Karibe,
Watanabe et al. 1997; Miller, Dellsperger et al. 1997; Wesselman, Spaan et al. 2001; Lagaud,
Gaudreault et al. 2002).

Die Erforschung der konkreten Beteiligung der PKC wird jedoch von mehreren Faktoren li-
mitiert: es gibt verschiedene Isoformen der Proteinkinase C, keine spezifischen Inhibitoren fiir
diese Isoformen und keine gleichméBige Verteilung und Expression dieser in verschiedenen
GefiBbetten (Karibe, Watanabe et al. 1997; Wesselman, Spaan et al. 2001; Lagaud, Gaud-
reault et al. 2002). Die PKC bewirkt durch Interaktion mit spannungsgesteuerten Ca*"- (Kor-
zick, Laughlin et al. 2004) und nichtselektiven Kationenkanédlen (Earley, Straub et al. 2007)
druckabhéngig einen intrazelluldren Kalziumanstieg. In anderen GefdBen jedoch beeinflusst
die PKC die myogene Reaktion nicht (Schubert, Kalentchuk et al. 2002; Su, Reber et al.
2003). Damit wird die Variabilitdt der Rolle der Proteinkinase C in verschiedenen Arterien in
Bezug auf die myogene Reaktion klar. Wahrscheinlich ist jedoch, dass diese Kinase ebenfalls
eine Rolle in der Regulation der Kalziumsensitivitét spielt (Schubert, Lidington et al. 2008).
Ein weiteres Signalmolekiil, das tiber die Modulation der Kalziumsensitivitit die myogene
Reaktion beeinflusst, ist die Rho-Kinase (Pfitzer 2001; Somlyo and Somlyo 2003). Diese Ki-

nase reguliert die Aktivitit der Myosinleichtkettenphosphatase und damit die Ca*"-Sensitivitt
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der glatten GefaBmuskelzellen. Blockade der Rho-Kinase durch spezifische Inhibitoren, wie
zum Beispiel Y27632, hebt die myogene Reaktion in Mesenterialgefd3en der Ratte (VanBa-
vel, van der Meulen et al. 2001) und in der A. gracilis des Hamsters (Bolz, Vogel et al. 2003)
ohne Einfluss auf den druckinduzierten Ca**-Anstieg auf. In SchwanzgefiBien (Schubert, Ka-
lentchuk et al. 2002) und in der kleinen Cerebralarterie (Gokina, Park et al. 2005) der Ratte
dampft Y27632 die myogene Vasokonstriktion kongruent mit einem leichten Kalziumans-
tieg. Die Aktivierung der Rhokinase ist meist eng assoziiert mit der Aktivierung von RhoA,
allerdings beziehen sich Schlussfolgerungen, die aus Experimenten mit Y27632 gezogen
werden, nur auf die Rhokinase. Beide Proteine, die Rhokinase und RhoA, spielen in Bezug
auf die myogene Reaktion eine wichtige Rolle, da sie die myogene Vasokonstriktion vermit-
teln, ohne dabei den Anstieg der Kalziumkonzentration zu beeinflussen (Bolz, Vogel et al.
2003). Um diesen Vorgang niher zu erkldren, wurde der Y27632-sensitive, das heiflt der Rho-
kinase-abhéngige, Anteil der myogenen Reaktion bei niedrigem und hohem transmuralen
Druck verglichen. Tatséchlich hatte Y27632 bei 80mmHg einen stirkeren Effekt als bei
10mmHg, was den indirekten Beweis fiir eine druckabhéngige Aktivierung der Rho-Kinase in
kleinen Arterien erbrachte (Schubert, Kalentchuk et al. 2002).

Einen neuen Ansatz in Bezug auf die Modulation der myogenen Reaktion bilden reaktive
Sauerstoffspezies. Bei Tieren ohne funktionierendes NADPH-Redoxsystem gibt es keine
myogene Aktivitdit (Nowicki, Flavahan et al. 2001). Vervollstindigt wird dieser Ansatz da-
durch, dass Mduse, denen die Superoxiddismutase fehlt, eine verstdrkte myogene Aktivitét
besitzen. Die Superoxiddismutase ist ein endogenes Antioxidant, welches Superoxid zu Was-
serstoffperoxid metabolisiert (Veerareddy, Cooke et al. 2004). Spezifische Inhibitoren der
NADPH-Oxidase reduzieren die myogene Antwort, haben aber keinen Einfluss auf den

druckinduzierten Ca®"-Anstieg (Keller, Lidington et al. 2006).

1.4 Kaliumkandle

Vier verschiedene Typen von Kaliumkandlen wurden bisher in glatten GefdaBmuskelzellen
identifiziert: spannungsabhingige (Kv-Kanile), kalziumabhidngige, ATP-sensitive und ein-
wirtsgleichrichtende Kaliumkanéile. Die Expression der verschiedenen Kanile hangt von der
Art des GefialB3bettes ab.

Der spannungsgesteuerte (Kv)-Kanal und der kalziumgesteuerte Kaliumkanal (K.,) kommen
wahrscheinlich in allen Gefifigebieten vor und beeinflussen den Tonus und die myogene

Reaktion. Bei Aktivierung fiithren sie zur Dilatation (Cox 2005).
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1.5 Der spannungsgesteuerte Kaliumkanal

Die Offnung von Kv-Kanilen lisst K verstirkt aus der Zelle austreten, wodurch es zur Hy-
perpolarisation, zum Schlie3en von spannungsabhingigen Kalziumkanélen und damit zu ge-
ringerem Kalziumeinfluss in die Zelle und zur Dilatation kommt. Kv-Kanal-Blocker verhin-
dern den Ausstrom von Kalium und erzeugen damit eine Depolarisation bzw. Kontraktion.
Dadurch steigern sie den myogenen Tonus.

Spannungsgesteuerte Kaliumkanéle sind aus vier a-Untereinheiten, die aus sechs die Memb-
ran durchspannenden (S1-S6) Dominen bestehen, und akzessorischen B-Untereinheiten auf-
gebaut. Die Carboxy- und die Aminogruppe der alpha-Untereinheiten sind intrazellulldr gele-
gen. Die Pore des Kanals wird von S5, S6 und der Schleifendoméne H gebildet, die Doméne
S4 ist der Spannungssensor.

Die Zusammensetzung der Kv-Kanile aus a- und -Untereinheiten ist sehr unterschiedlich.
Die Untereinheiten selber werden durch eine Vielzahl von Genen codiert.

Im glatten GefdBmuskel sind bisher 5 Familien der Kv-Kanile gefunden worden: Kv1-4 und
7, die sich wiederum in viele verschiedene Unterfamilien gliedern lassen. Der Hauptanteil der
Kv-Kanile in der Arterienwand besteht aus Vertretern der Kv1- und der Kv2-Familie, dabei
spricht jede Untereinheit unterschiedlich auf Kaliumkanal blockierende Substanzen an (Cox

2005).

1.5.1 Blocker spannungsgesteuerter Kaliumkandile

In Bezug auf die Wirkung der klassischen Kaliumkanalblocker werden die Kv-Kanéle in drei
Gruppen eingeteilt: 1. schnellinaktivierende, 4-Aminopyridine-sensitive, 2. langsam inaktivie-
rende, Tetraethylammonium-insensitive und 3. nichtinaktivierende, Tetraecthylammonium-
sensitive-Kanéle. Der Kv1.1-Kanal und alle Mitglieder der Kv3—Familie weisen eine hohe
Sensitivitdt gegeniiber Tetraecthylammonium (TEA) auf, wihrend die Kv4-Gruppe und andere
Mitglieder der Kv1-Kanile nahezu nicht auf diese Substanz ansprechen (Cox 2005). Aller-
dings hemmt TEA auch andere Kaliumkanéle, insbesondere BK, Kanile (Nelson and Quayle

1995).

1.5.1.1 4-Aminopyridin (4-AP)

Ein viel verwendeter Kaliumkanalblocker ist 4-Aminopyridin (4-AP), das eine Blockierung
der Poren der Kaliumkanile bewirkt. Es verhindert das Offnen des Kanals und 1st so eine
Depolarisation und einen Ca?'-Einstrom aus. Die intravendse Injektion von 4-AP bewirkt bei

andsthesierten Ratten eine Blutdruckerh6hung und einen hoheren peripheren Widerstand auf-
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grund einer Konstriktion der Arterien. 4-AP blockiert alle Familien der Kv1-4-Kanéle, aller-
dings in unterschiedlich hohen Konzentrationen. Um die verschiedenen Gruppen zu unter-
scheiden, ist es jedoch notwendig, spezifischere Kaliumkanalblocker zu benutzen. Eine
Schwierigkeit besteht darin, dass sich viele Substanzen in ihrem Ansprechen auf einzelne Ka-
nalfamilien tiberschneiden (Cox 2005). Es ist damit von klinischer Relevanz fiir die Therapie
von Gefidflerkrankungen wie Bluthochdruck, Arteriosklerose und Diabetes mellitus, mehr
tiber den molekularen Aufbau und die funktionelle Rolle der verschieden Kv-Kanaltypen zu

erfahren.

1.5.1.2 BDS I (,,blood pressure depressing substance”)

BDS-I ist eine Substanz, die von einigen Autoren (Diochot, Schweitz et al. 1998; Cox 2005;
Miguel-Velado, Moreno-Dominguez et al. 2005; Yeung, Thompson et al. 2005) als spezifi-
scher Blocker des Kv3.4-Kanals beschrieben wurde. Die Arbeit von Yeung et al. widerlegte
2005 diese Annahme, indem sie eine Wirkung dieser Substanz auch auf Kv3.1- und Kv3.2-
Kanile nachwies (Yeung, Thompson et al. 2005).

BDS-I ist ein Toxin, das aus der Seeanemone ,,Anemonia sulcata® entnommen wird. Es be-
steht aus 43 Aminoséduren, die durch 3 Disulfidbriicken verbunden sind. Das Molekularge-

wicht betragt 4715kD.

Abb. 1.1: Anemonia sulcata im Roten Meer

BDS-I hat nur einen geringen Effekt an TTX-sensitiven Natriumkanélen und keinen Effekt an
Kalziumkanilen. Den Kv3.1-, Kv3.2- und Kv3.4-Kanal blockiert die Substanz schnell, direkt
und reversibel (Diochot, Schweitz et al. 1998). BDS-I ist ein ,,gating modifier”, der iiber die

Beeinflussung der spannungssensitiven Kanaldominen die Offnungswahrscheinlichkeit der
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Kanile verringert und ihre Aktivierung verlangsamt. Selbst bei maximaler Blockade durch
das Toxin verbleibt noch ein Reststrom von Kaliumionen, wodurch bestétigt wird, dass es
sich nicht um einen Poren-Blocker, sondern um einen Modulator des Schaltverhaltens der
Kanile handelt. Durch Applikation von 500nM BDS-I werden anndhernd 50% der durch
Kv3.4-Kanile flieBenden Strome blockiert (ICsy fiir Kv3.1 = 220nM BDS-I). Eine &hnliche
Wirkung wird fiir den Kv3.2-Kanal beobachtet. Be1 +40mV blockieren 500nM BDS-I 45%
von Kv3.1 und 48% von Kv 3.2. Die Wirkung der Substanz kann durch Auswaschen komplett
aufgehoben werden, allerdings erwiesen sich Konzentrationen von iiber 3uM als zytotoxisch.

BDS-I wirkt nur, wenn es von extrazellulédr appliziert wird (Yeung, Thompson et al. 2005).

1.6 Aufgabenstellung
Vor léangerer Zeit schon wurde eine blutdrucksenkende Wirkung von BDS-I beschrieben (Be-
ress, Doppelfeld et al. 1985). Eine solche Reaktion resultiert oft aus dem Absinken des peri-
pheren Widerstandes durch Dilatation von Arterien. Eine mogliche Erklarung fiir die blutd-
rucksenkende Wirkung von BDS-I wire damit ein vasodilatierender Effekt der Substanz. Ein
solcher Effekt erscheint zunédchst unlogisch, da aus der Blockade von Kaliumkanélen eher
eine Vasokonstriktion resultieren miisste. Tatsdchlich stellen die Kv3-Kanile jedoch eher eine
Minderheit unter den Kaliumkanilen dar, die in glatten GefidBmuskelzellen exprimiert sind
(Tammaro, Smith et al. 2004; Cox 2005). Der Effekt von BDS-I auf andere Kv-Kanal Unte-
reinheiten wurden bisher jedoch kaum studiert. Die Wirkung von BDS-I auf intakte Gefif3e ist
bisher gidnzlich unerforscht.
Neuere Untersuchungen an isolierten glatten GefdaBmuskelzellen haben gezeigt, dass BDS-I
Kv-Strome stimuliert (Gagov & Schubert, unveréffentlichte Befunde). BDS-I reduziert zwar
den Spitzenstrom der Kv-Strome, allerdings verschiebt BDS-I die Potentialabhéngigkeit der
Inaktivierung des Kv-Stroms deutlich zu positiveren Membranpotentialen. In der Summe er-
geben die beiden genannten Effekte bei physiologischen Membranpotentialen eine Stimulati-
on des Kv-Stroms. Welche Rolle dieser Mechanismus bei der Regulation der Kontraktilitét
kleiner Arterien spielt, ist jedoch unbekannt. Deshalb wurde in dieser Arbeit die Hypothese
untersucht, dass BDS-I durch Stimulation von Kv-Stromen kleine Arterien relaxiert und da-
mit die myogene Reaktion beeinflusst.
Dabei wurden folgende Teilhypothesen betrachtet:

- Untersuchung des Kontraktionsverhaltens kleiner Arterien in Abhéngigkeit von dul3e-

ren Bedingungen wie dem Applikationsverfahren fiir die zu testenden Substanzen oder

die Art der Einstellung eines konstanten pH-Wertes.
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- Untersuchung der Wirkung von BDS-I und 4-AP auf den Durchmesser kleiner Arte-
rien und auf die myogene Reaktion.

- Untersuchung der Wirkungsweise von BDS-1.
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2 Material und Methoden
2.1 Tiermodell

In der vorliegenden Dissertation wurden normotensive, mdnnliche Wistar-Kyoto-Ratten ver-
wendet, die zwischen 16 und 25 Wochen alt waren und deren Gewicht 350g bis 400g betrug.
Jedem Tier standen immer Wasser und Futter in ausreichender Menge in einem 30cm x 50cm
groflen Kifig zur Verfligung, wobei nie mehr als zwei Ratten gemeinsam gehalten wurden.

Nach Betidubung und anschlieBender Durchtrennung der Halswirbelsdule erfolgte der soforti-

ge Todeseintritt; anschliefend wurde die Organentnahme vorgenommen.

2.2 Untersuchungsobjekt

In dieser Arbeit wurden die Arteria cerebri posterior und die kleine Arteria caudalis (Anschutz
and Schubert 2005) der Ratte verwendet. Die Arteria cerebri posterior ist ein nach cranial
oberhalb der Pons abgehender Zweig der Arteria basilaris und hat vollrelaxiert einen Durch-
messer von etwa 300um. Die zwei kleinen Schwanzarterien liegen unterhalb der groflen A.
caudalis mit Durchmessern im vollrelaxierten Zustand zwischen 250 bis 320um; beide verlau-

fen parallel im ventralen Gefid3kanal des Rattenschwanzes.

2.3  Gefifpriparation

Nach Todeseintritt und Ablosen des Fells vom Schédel erfolgten das vorsichtige Offnen der
Schéadeldecke und die Entnahme des Gehirns sowie das Entfernen der Meningen unter einem
Stereomikroskop. Zur Préaparation der Cerebralarterie wurde das Gehirn in ein Gefdl3 mit ge-
kiihlter physiologischer Losung (145mM NaCl; 4,5mM KCI; 1,2mM NaH,PO,; 1,0mM
MgSOy; 0,1mM CaCly; 0,025mM (Na)EDTA und 5mM Hepes) bei 4°C und einem pH-Wert
von 7,3 gelegt. Zur Préparation wurden zwei Pinzetten (Dumont Nr.5) und eine Irisschere
benutzt.

Zur Entfernung der Meningea wurde diese oberhalb der A. cerebri posterior leicht angehoben
und dann, ohne das Gefdl3 zu beriihren, durchtrennt. AnschlieBend musste die Arterie entlang
thres Verlaufs sorgféltig nach Abzweigungen durchmustert werden. Fiir die Versuche konnte
nur ein vollstindig intaktes Gefdf3stiick ohne Abgidnge Verwendung finden, welches erlaubt,
die Experimente ohne luminalen Fluss durchzufiihren. Uber diinnes Bindegewebe ist die Ce-
rebralarterie an der Oberflache des Gehirns befestigt, welches moglichst ohne Beriihrung des
GefiBes, um seine kontraktilen Eigenschaften nicht zu beeinflussen, entfernt werden musste.
AuBerdem hitte zusitzliches Gewebe beim spéteren Ausmessen des Durchmessers die Mess-

werte verfilschen konnen.
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Zur Praparation der A. caudalis wurde der proximale Teil des Rattenschwanzes, nach dem
Entfernen des Fells, in einer gekiihlten Kammer fixiert. Zunéchst ist nach einem Langsschnitt
das subkutane Bindegewebe mit der darunter laufenden groflen Schwanzarterie entfernt wor-
den. Es wurden zwei groe Venen und zwei kleine, parallel verlaufende Arterien sowie eine
zentral liegende kleine Vene sichtbar. Die Venen wurden zur besseren Sicht entfernt. An-
schlieBend erfolgte nach Freipraparation die Entnahme einer der kleinen Arterien. Dabei
musste, wie bei den anderen Gefiden, auf seitliche Abginge geachtet werden. Nach der voll-
standigen Freipréparation wurden die Arterien distal und proximal mit der Schere abgesetzt
und dann mit Hilfe einer Pinzette in die mit Versuchslosung (120mM NaCl; 4,5mM KCI;
1,2mM NaH,POy4; 1,0mM MgSOy; 1,6mM CaCly; 0,025mM (Na)EDTA; 5,5mM Glukose;
26mM NaHCOs und 5SmM Hepes, pH-Wert 7,3) gefiillte Messkammer gelegt.

In einer Reihe von Versuchen wurde bicarbonatfreie Losung verwendet. In dieser Losung
wurde Bicarbonat nicht zugesetzt und die Menge an NaCl entsprechend erhoht, um den Ge-
samtgehalt an Natrium konstant zu halten. Die Herstellung der Losung mit 42mM KCl erfolg-

te durch isomolaren Ersatz von NaCl durch KCI.

2.4  Fixierung der Arterien in der Messkammer

In der vorliegenden Arbeit wurden zwei unterschiedliche Methoden zur Messung der kontrak-
tilen Eigenschaften der kleinen Arterien in Anwendung gebracht. Bei der Versuchsanordnung
unter isometrischen Bedingungen wurde das Gefil {iber zwei parallel verlaufende feine Dréh-
te fixiert und die Wandspannung gemessen. Zur isobaren Bestimmung von Durchmesseridnde-
rungen wurden die Arterien auf zwei Kaniilen befestigt und mittels einer Videokamera mit

einem speziellen Computerprogramm der Durchmesser bestimmit.

2.4.1 Isobare Versuchsanordnung

Die Messkammer fiir diese Versuche enthélt zwei in je einer Metallklammer fixierte Glaspi-
petten, deren diinn ausgezogene, nach vorn offene Spitzen einander gegeniiber stehen. Fiir die
Herstellung der Pipetten wurden mit Hilfe eines Ziehgerites Borosilikatkapillaren von 2mm
Durchmesser in der Mitte erhitzt, langgezogen und durchtrennt. Um das Blutgefi3 spiter
nicht zu verletzen, wurden die scharfen ausgezogenen Enden der Pipetten mit Hilfe eines
Heizwendeldrahts abgerundet. Der Durchmesser der Pipettenspitze betrug etwa 180um.

Die Arterien wurden nach der Uberfiihrung in die Messkammer mit Hilfe einer Kunststoffpi-
pette vorsichtig mit Versuchslosung umspiilt, um Blutreste zu entfernen und um die eventuell

beim Umsetzen aus der Préparier- in die Versuchslosung verklebten Gefdenden zu 16sen.
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Mit den Pinzetten wurde dann das Gefdll auf die Glaspipetten aufgezogen und mit chirurgi-

schem Nahtmaterial (Prolene; Ethicon 10-0) fixiert.

Diagramm FG-30  Datenfile: 190294.1

w
=1
=
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Abb. 2.1: kaniiliertes Gefiilsegment und graphische Darstellung der Anderungen des Innendurchmessers auf

dem Monitor

Anschlieend wurde die Messkammer auf einen Mikroskoptisch gesetzt, der an eine Kamera
angeschlossen war, so dass das Blutgefill auf einem Monitor sichtbar wurde. Da sich die Ar-
terienwinde kontrastreicher als das Lumen und die Umgebung darstellen, konnte ein speziel-
les Messprogramm den Durchmesser bestimmen. Fiir die vorgelegte Arbeit war der innere

Durchmesser entscheidend, der mit einer Frequenz von 0,5 Hz gemessen wurde.

2.4.2 Isometrische Versuchsanordnung

Die Messkammer fiir diese Versuche enthélt zwei parallel verlaufende Drihte. Die Drihte
wurden ldngs durch das Lumen der Arterie gefidelt. Um dabei die empfindliche Wand nicht
zu beschéddigen, wurde das Gefdll mit einer Pipette mit Versuchslosung durchspiilt und somit
erweitert. Danach mussten die Drihte mit dem Gefd3 in der mit physiologischer Losung ge-
fiillten Kammer fixiert werden. Uber einen Draht wurde das GefiB mit einem Kraftaufnehmer
verbunden, der die Wandspannung misst und {iber den anderen konnte mit Hilfe einer Mik-

rometerschraube der Abstand der beiden Dréhte reguliert werden.
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Arterie

Kraft-
aufnehmer

Abb.2.2: auf zwei Drihten aufgespanntes Gefiflsegment

2.5 Versuchsablauf

2.5.1 Isobare Versuchsanordnung

Die Arterie ist so eingespannt worden, dass ein Ende auf eine mit einem Gummistopfen abge-
dichtete Pipette aufgezogen war, der einen Durchfluss der im Lumen befindlichen Losung
verhinderte. Das zweite Ende des Gefdlles wurde iiber die Pipette mit einem Schlauchsystem
verbunden, das komplett mit der Versuchslosung gefiillt war. Da das Fliissigkeitsreservoir, an
welches das Schlauchsystem angeschlossen war, an einer hohenregulierbaren Vorrichtung
angebracht wurde, konnte durch Verstellen der Hohe der Druck im Gefédf variiert werden.

Die Versuchslosung, die das Blutgefill in der Messkammer umspiilte, konnte {iber ein Pump-
system kontinuierlich ausgetauscht und somit Substanzen zugefiigt bzw. ausgewaschen wer-
den. Die Pumpgeschwindigkeit betrug dabei 1,5ml/min bei einem Volumen der Kammer von
1,5 ml. Bei den Versuchen sollte das Gefdll nur von auflen mit Fliissigkeit umspiilt werden, im
Inneren des Gefies aber kein Durchfluss stattfinden. Um den letzten Umstand zu priifen,
wurde peripher im Schlauchsystem eine Glaskapillare eingefiigt, die eine Luftblase enthielt.
Anhand der Bewegung dieser Blase konnte die Dichtigkeit der Arterie gepriift werden. Bei
Wanderung der Luft erfolgte der Versuchsabbruch.
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Abb. 2.3: Schematische Darstellung der isobaren Versuchsanordnung

Zu Beginn des Versuchs wurde das Blutgefdll einem Druck von 80mmHg ausgesetzt. Unter
dieser Belastung fiillte sich die kleine Arterie und ihre Ausdehnung nahm longitudinal und
radial zu. Um aussagekriftige Messwerte zu erzielen, musste das Gefdl tiber eine Mikrome-
terschraube longitudinal gespannt werden, so dass eine Schldngelung ausgeschlossen wurde.
Die dabei eingestellte Lange entsprach in etwa der vor der Entnahme aus dem Versuchstier.

Um mit dem konkreten Versuch beginnen zu kénnen, musste die Arterie zundchst fiir mindes-
tens 45 Minuten in der Kammer bei 37°C verbleiben. Die Erwdrmung erfolgte einerseits tiber
eine auf 37°C erhitzte Metallplatte, in die die Messkammer mit der physiologischen Losung

und der darin enthaltenen Arterie eingelassen war und andererseits {iber ein Schlauchsystem,
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welches an der Oberfldche der Platte befestigt wurde und somit die Perfusionsfliissigkeit beim
Durchfluss erwarmte. Wéhrend der Aufwarmung dilatierte das Gefdll zunéchst; nach etwa 30
Minuten kontrahierte es. Dieser Vorgang zeigte die Entwicklung eines spontanen myogenen
Tonus an. Voraussetzung fiir die Fortfithrung des Versuchs war hierbei eine Kontraktion um
15% des bei der anfinglichen Dilatation gemessenen Maximaldurchmessers.
Anschlieend wurde zunichst die Kontraktilitidt der Arterienmuskulatur {iber eine Zugabe von
107 — 10° M Serotonin bzw. Noradrenalin festgestellt. Nach etwa 30miniitigem Auswaschen
wurde die Endothelfunktion mit 10° M Acetylcholin getestet, wobei bei Intaktheit des Endo-
thels eine vollstdndige Dilatation erfolgen musste. AnschlieBend begann wieder ein Wasch-
vorgang, um in der Folge die myogene Antwort iiber ein Drucksprungschema zu testen. Dabei
wurde zunichst der Druck auf 10mmHg fiir 10 Minuten reduziert, dann folgte die schrittweise
Erhohung auf 40mmHg, 80mmHg und 120mmHg fiir je 5 Minuten. Bei intakter Autoregula-
tion, dass heiflt bei zunehmender Kontraktion der Arterie mit steigendem Druck, konnte der
weitere Versuchsablauf folgen.
Die verwendeten Gefid3e besalen unterschiedliche Durchmesser. Zum besseren Vergleich der
Gefilireaktionen wurde deshalb der normalisierte Durchmesser verwendet, das heifit alle
Durchmesserwerte wurden im Verhéltnis zum maximal dilatierten Durchmesser des Gefiaf3es
bei 80mmHg dargestellt:

[normalisierter Durchmesser = diaai/diamax8ommHg]»
wobel diag der aktuelle Durchmesser und diamaxgommre der maximal dilatierten Durchmesser
des Gefifes bei 80mmHg liegt.
Um kontraktile Reaktionen bei unterschiedlichen Driicken vergleichen zu kénnen, wurde der
myogene Tonus verwendet. Dieser stellt den GefdBdurchmesser zu einem bestimmten Zeit-
punkt (diay) bezogen auf den maximalen Durchmesser (dia,x) bei vollstandiger Dilatation in
kalziumfreier Versuchslosung bei gleichem Druck dar. Mathematisch ergibt sich folgende
Formel:

[Myogener Tonus = 1 - diauy /diamax]
Um die Stdrke der myogenen Antwort zu ermitteln, bzw. vergleichen zu kénnen, wurde der
myogene Index benutzt. Dieser beschreibt die Steilheit des Zusammenhangs zwischen Druck
und Durchmesser; hier bei der Anderung des Durchmessers von 40 auf 80mmHg und von 80
auf 120mmHg. Ist der myogene Index positiv, dehnten sich die Arterien bei Druckanstieg auf.
Ist der Index negativ, erfolgte bei Druckanstieg eine aktive Kontraktion. Mathematisch erge-
ben sich folgende Formeln:

[Myogener Indexso—.g0 = (diagg/ diaso — 1) / AP4o—.s0]
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[Myogener Indexgo—120 = (diajzo / diago— 1) / APgo—120]

Die Abkiirzungen in den Formeln bedeuten: diasy = Durchmesser bei 40mmHg, diagy =
Durchmesser bei 80mmHg, dia;») = Durchmesser bei 120mmHg, AP = jeweilige Druckénde-

rung.

2.5.2 Isometrische Versuchsanordnung

Die Messkammer mit den GefdBBen wurde mit einer Steuereinheit und einem Computer ver-
bunden, mit dem die Verdnderungen der Wandspannung dargestellt wurden. Dann folgte die
Erwirmung der Versuchslosung auf 37°C {iber einen in die Messkammer eingebauten Tempe-
raturregelkreis.

AnschlieBend wurde das Gefdl3 leicht in radialer Richtung gespannt, um in vivo Bedingungen
nachzustellen. Zum Spannen ist einer der Dridhte mit einer Mikrometerschraube verbunden,
mit der man den Abstand der Drihte verstellen kann. Diese Prozedur wird Normalisierung
genannt und ist wichtig, da sich viele Geféf3reaktionen nach der GroBe der Vorspannung rich-
ten. Bei der Normalisierung wird das Gefdll auf einen Durchmesser eingestellt, der 90% des
Durchmessers bei einem Druck von 100mmHg entspricht. Auerdem kann man aufgrund
dieser Prozedur spéter die Ergebnisse der verschiedenen Arterien besser vergleichen.
Weiterhin wurde das Gefil auf Funktionalitiit getestet. Bei Applikation von 10 M Serotonin
bzw. Noradrenalin kam es zur Kontraktion. Dann folgten weitere Gaben der gleichen Subs-
tanzen in Konzentrationen von 10° M und 107 M, bis reproduzierbare Kontraktionsreaktionen
beobachtet wurden. Um die Arterien auf funktionierendes Endothel zu testen, wurde Acetyl-
cholin in einer Konzentration von 10° M gegeben. Bei Intaktheit des Endothels kam es zur
Dilatation. Nach erfolgreicher Testung der Funktionalitét erfolgte der konkrete Versuch.

Die verwendeten Gefille besallen unterschiedliche Langen und damit unterschiedliche maxi-
male Wandspannungen. Zum besseren Vergleich der Gefdreaktionen wurde deshalb die
normalisierte Wandspannung verwendet, das heif3t alle Werte der aktuellen Wandspannung
sind im Verhéltnis zur maximalen Wandspannung des Gefilles dargestellt worden, die am
Anfang des Versuches bestimmt wurde.

[normalisierte Wandspannung = Wandspannung,/Wandspannung,ax|
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2.6 Reaktive

Die Versuche erfolgten unter Verwendung folgender Substanzen:
von Sigma -Acetylcholin

-Serotonin

-Noradrenalin

- 4-Aminopyridin

von Alexis - DEA-NO
von Merck: -Salze fiir die physiologischen Losungen
von Alomone -BDS-1

2.7  Statistik

Alle Daten sind als Mittelwert+Standardfehler (SE) angegeben. Es wurde jeweils nur eine
Arterie pro Versuchstier verwendet, daher entspricht n der Anzahl der Tiere und der Gefél3e.
Die statistische Analyse erfolgte mit dem Programm SPSS 15.0 fiir Windows. Die verwende-
ten Tests waren: t-Test, repeated measures ANOVA und one-way ANOVA. Die Irrtumswahr-

scheinlichkeit von p=0,05 wurde zur Ermittlung der Signifikanzgrenze zugrundegelegt.
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3 Ergebnisse
3.1 Reaktivititspriifung der Gefiifie

Die Bestimmung der Rolle von Kaliumkanélen bei der myogenen Reaktion kleiner Arterien
sollte mit Hilfe von Kaliumkanalblockern erfolgen. Da diese zum Teil extrem teuer sind, war
es notwendig, die Untersuchungen in Messkammern mit besonders kleinem Volumen und
ohne stindige Perfusion der Messkammer durchzufiihren. Die zuletzt genannte Bedingung
bedeutet, dass eine Versuchslosung mit Bicarbonat zur Konstanthaltung des pH-Wertes, wie
sie in vielen Studien an kleinen Arterien benutzt wird, nicht verwendet werden konnte, da aus
dem kleinen Volumen CO,; schnell entweicht und sich damit der pH der Losung schnell ver-
andert. Eine Begasung der Losung mit Carbogen, wie in solchen Fillen tiblich, war auch nicht
moglich, da die Gasblasen eine verldssliche optische Bestimmung des Geféd3durchmessers
unmdglich machen. Deshalb mussten hier Versuchslosungen verwendet werden, die Puffer-
substanzen wie z.B. HEPES zur Konstanthaltung des pH beinhalten. In einer ersten Versuchs-
serie wurde deshalb getestet, inwieweit die kontraktilen Eigenschaften der untersuchten Gefi-
e von der Verwendung von Bicarbonat- bzw. HEPES-gepufferten Losungen abhéngen. Die-
se Versuche wurden an isometrischen GefaBBpraparaten durchgefiihrt, deren Messprinzip die
Verwendung beider Losungen erlauben. Da die Reaktionen beider untersuchten Gefile, der
A. caudalis und der A. cerebralis posterior sich nicht unterschieden, konnten die Daten zu-
sammengefasst werden. Es wurden zum einen Losung mit und ohne Bicarbonat (Abb. 3.1;
Abb. 3.2; Abb. 3.3; Abb. 3.6) und zum anderen bicarbonatfreie Losung mit und ohne Bega-
sung durch Druckluft (Abb. 3.4, Abb. 3.5.) verglichen.

Die Fiahigkeit der Gefille zur Kontraktion wurde bei der A. cerebri posterior mit Serotonin
bzw. bei der A. caudalis mit Noradrenalin getestet; diese Reaktion war unabhéngig vom pH-

Puffer in der verwendeten Versuchslosung (n=5; p=0,43) (Abb. 3.1).
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Abbildung 3.1: Relative Wandspannung (0 = Wandspannung durch Vorkontraktion) der kleinen Arterien unter

Einfluss von Serotonin bzw. Noradrenalin in bicarbonathaltiger und —freier Losung.

Die Féahigkeit der Gefdlle zur endothelvermittelten Dilatation wurde mit Acetylcholin getestet.
Diese Reaktion war unabhéngig vom pH-Puffer in der verwendeten Versuchslosung (n=4;

p=0.85) (Abb. 3.2).
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Abb. 3.2: Relative Wandspannung der kleinen Arterien unter Einfluss von Acetycholin in bicarbonathaltiger und

—freier Losung.
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Die Fahigkeit zur Dilatation der glatten Muskelzellen wurde mit dem Stickstoffmonoxiddona-
tor DEA-NO nachgewiesen. Diese Reaktion zeigte sich unabhidngig vom pH-Puffer in der
verwendeten Versuchslosung (n=5; p=0.43) (Abb. 3.3).
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Abb. 3.3: Relative Wandspannung der kleinen Arterien unter Einfluss von DEA-NO in bicarbonathaltiger und —

freier Losung.

Um die Reaktion der kleinen Arterien auf Kaliumkanalblocker moglichst genau und reprodu-
zierbar untersuchen zu konnen, mussten die Blocker homogen in der Versuchslosung verteilt
werden, um punktuelle Konzentrationsunterschiede zu vermeiden. Bei Begasung der Losun-
gen mit Carbogen wird dies durch die Gasblasen bewirkt. Da Gasblasen jedoch eine verléssli-
che optische Bestimmung des GefdlBdurchmessers isobarer GefaBBpraparate unmdoglich ma-
chen, musste auf Begasung verzichtet werden. Deshalb wurde in den weiteren Versuchen die
Durchmischung der Versuchslosung mit den zu applizierenden Substanzen durch vorsichtiges
Pipettieren mit einer Pipette vorgenommen. Um dieses Vorgehen zu validieren, wurde das
Durchmischen mit einer Pipette mit dem Durchmischen mit Gasblasen verglichen. Hierbei
wurde Druckluft verwendet, da in bicarbonatfreier Losung gearbeitet wurde.

Der Test der kontraktilen Reaktion der Gefidlle erfolgte mittels Serotonin oder Noradrenalin.

Die Reaktion war unabhéngig vom Mischverfahren (n=5; p=0.56) (Abb. 3.4).
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Abb. 3.4: Normalisierte Wandspannung der kleinen Arterien unter Einfluss von Serotonin bzw. Noradrenalin

beim Durchmischen mittels Gasblasen oder mittels Pipette.

Fiir beide Methoden wurde die Reaktion der Gefdlle auf Applikation des Stickstoffmonoxid-
dilatators DEA-NO getestet. Die Reaktion der Arterien war unabhéngig von der Wahl des
Mischverfahrens (n=5; p=0.71) (Abb. 3.5).
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Abb. 3.5: Relative Wandspannung der kleinen Arterien unter Einfluss von DEA-NO beim Durchmischen mittels

Gasblasen oder mittels Pipette.

Durch die in Abb. 3.1 — 3.5 dargestellten Ergebnisse machte deutlich, dass die kontraktilen
Eigenschaften der Gefia3e weder von der Art des pH-Puffers noch von der Art der Durchmi-
schung abhingig sind.
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In einem weiteren Versuch wurde getestet, ob im Besonderen die zu untersuchende Gefdl3-
reaktion, die myogene Reaktion, vom pH-Puffer abhidngig ist. Dieser und alle weiteren Ver-
suche zur Kldrung der speziellen Fragestellung dieser Arbeit wurden nur noch an der A. ce-
rebri posterior durchgefiihrt. Das Ausmall der myogenen Kontraktion ldsst sich aus dem Ver-
gleich mit den Durchmesserwerten in Kalzium-freier Losung, das heillt bei rein passiver
Reaktion der Gefdlle auf Druckédnderungen, ablesen (siche Abb. 3.6). Die myogene Reaktion
dieser kleinen Arterie war in bicarbonathaltiger und bicarbonatfreier Losung nicht unter-

schiedlich (n=7; p=0.75) (Abb. 3.6).
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Abb. 3.6: Normalisierter Durchmesser der A.cerebri post. nach Druckspriingen von 10mmHg, auf 40, 80 und

120 mmHg in An- und Abwesenheit von Bicarbonat-haltiger Losung.

In der Losung mit und ohne Bicarbonat setzte die myogene Reaktion bei Driicken ab
40mmHg ein und erreichte ihren groften Wert bei 120mmHg. Wie in den vorangegangenen
Versuchsserien war auch hier kein Einfluss des pH-Puffers zu beobachten. Deshalb konnte in

den nachfolgenden Versuchen bicarbonatfreie Losung verwendet werden.

3.2  Die Wirkung von 4-Aminopyridin und BDS-I auf den myogenen Tonus
Um die Bedeutung von Kv-Kanilen fiir die myogenen Eigenschaften kleiner Arterien zu un-
tersuchen, sollten zwei Blocker dieser Kanile, 4-Aminopyridin (4-AP) und BDS-I, eingesetzt
werden.

4-AP ist ein spezifischer Blocker von Kv-Kanélen, der jedoch nicht zwischen den verschiede-
nen Kv-Kanal-Untereinheiten unterscheiden kann. Zunédchst wurde die Wirkung von 4-AP auf
den spontanen myogenen Tonus der kleinen Arterien getestet. Steigende Konzentrationen von
4-AP wurden den Arterien zugefiigt. Dabei trat eine zunehmende Kontraktion der Gefile ein

(n=5; p<0.05) (Abb.3.7).
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Abb. 3.7: Durchmesserédnderung der A.cerebri post. unter Wirkung von 4-Aminopyridin.

BDS-I ist in der Literatur als Kv-Kanalblocker mit spezifischer Wirkung auf Kv3-Kanal-
Untereinheiten beschrieben. Auch er wurde in steigender Konzentration zu den Arterien ge-
geben. Erwartungsgemél hétte BDS-I als Kaliumkanalblocker eine Kontraktion wie 4-AP
erzeugen missen. Im Gegensatz dazu dilatierten die Blutgefie nach Zugabe von BDS-I

(n=6; p<0.01) (Abb.3.8).
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Abb. 3.8: Durchmesserdnderung der A.cerebri post. unter Wirkung von BDS-I.

Aus diesen Versuchen ergibt sich die Folgerung, dass 4-AP-sensitive Kaliumkanéle den spon-
tanen myogenen Tonus der A. cerebri posterior mitbestimmen, BDS-I jedoch nicht als Ka-

liumkanalbocker an dieser Arterie wirkt.
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3.3 Mechanismus der Wirkungsweise von BDS-1

Um zu ergriinden, ob die Wirkung von BDS-I iiberhaupt von Kaliumkanélen vermittelt wird,
wurde der Effekt von BDS-I auf Geféfle nach Vorkontraktion mit 42mM KCl untersucht. Bei
einer solch hohen KCl-Konzentration verschiebt sich das Kaliumgleichgewichtspotential so
weit in positive Richtung, dass es fast mit dem aktuellen Membranpotential iibereinstimmt.
Damit ist die treibende Kraft fiir Kaliumionen nur noch minimal, so dass Aktivititsdnderun-
gen der Kaliumkandéle keinen Einfluss mehr auf den Kontraktionszustand der Gefil3e ausiiben.
Sollte bei Vorkontraktion mit KCl im Vergleich zu einer Vorkontraktion mit z.B. Serotonin,
bei der die treibenden Kraft fiir die Kaliumionen erhalten bleibt, eine Dilatation nach Zugabe
einer bestimmten Substanz beobachtet werden, so ist das ein deutlicher Hinweis gegen die
Beteiligung von Kaliumkanélen an der Wirkung dieser Substanz.

Diese Versuche wurden an isometrischen Préparaten der Gefia3e durchgefiihrt, da der bei iso-
baren Priparaten entstehende spontane myogene Tonus keine reine KCl-induzierte Kontrakti-
on zuldsst. BDS-I wurde auch in diesen Versuchen in steigenden Konzentrationen appliziert.
BDS-I relaxiert die Gefdlle nach Vorkontraktion mit einer submaximalen Konzentration von
Serotonin (n=5; p<0.05) (Abb.3.9). Die BDS-induzierte Relaxation ist jedoch abwesend nach
Vorkontraktion mit einer Losung, die 42 mM KCIl enthilt (n=4; p=0.55) (Abb. 3.9).
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Abb.3.9: Normalisierte Wandspannung der A.cerebri post. bei Zugabe von BDS-I in Abhéngigkeit von der Vor-
kontraktion mit Serotonin, 42mM KCI bzw. 4-Aminopyridin.

Um zu bestimmen, ob die relaxierende Wirkung von BDS-I von Kv-Kanilen vermittelt wird,
wurden die Gefdlle mit einer Losung vorkontrahiert, die Serotonin zusammen mit 10 mM 4-
AP enthélt. Die BDS-induzierte Relaxation ist jedoch abwesend nach Vorkontraktion mit dem

unspezifischem Kaliumkanalblocker 4-Aminopyridin (n=5; p=0.69) (Abb. 3.9). Die Grofle
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der Vorkontraktion durch Serotonin, KCI bzw. Serotonin zusammen mit 4-AP war in diesen
Versuchen nicht unterschiedlich.
Diese Befunde zeigen, dass die relaxierende Wirkung von BDS-I durch eine Aktivierung von

spannungsabhéngigen Kaliumkanélen vermittelt wird.

3.4 Die Wirkung von BDS-I auf die myogene Reaktion

Zur Bestimmung des Einflusses einer Aktivierung von Kv-Kanilen auf die myogene Reaktion
wurde diese in Abwesenheit und in Anwesenheit von 0,3 — 1 puM BDS-I untersucht. Die myo-
gene Reaktion der Gefdfle war in Anwesenheit von BDS-I deutlich schwiécher als in seiner

Abwesenheit (n=9; p<0.001) (Abb. 3.10).
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Abb.3.10: Normalisierter Durchmesser der A.cerebri post. in Abhéngigkeit des transmuralen Drucks in Anwe-

senheit und Abwesenheit (con) von BDS-1.

Die Wirkung von BDS-I wurde besonders offensichtlich bei der Betrachtung des myogenen
Tonus, der in Anwesenheit von BDS-I deutlich schwécher als in seiner Abwesenheit ausfiel

(n=9; p<0.001) (Abb. 3.11).
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Abb. 3.11: Myogener Tonus der A. cerebri post. in Abhidngigkeit des transmuralen Drucks in Anwesenheit und
Abwesenheit (con) von BDS-I.

Die myogene Reaktion, das heiit das Ausmal} der kontraktilen Reaktion nach einem Druck-
anstieg, ausgedriickt als myogener Index, war jedoch in Anwesenheit von BDS-I nur im
Druckbereich zwischen 40 und 80 mmHg verdndert (n=9, p<0.05); nicht jedoch im Druckbe-
reich zwischen 80 und 120 mmHg (n=9; p=0.39) (Abb. 3.12).
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Abb. 3.12: Myogener Index unter Einfluss von BDS-I bei Druckspriingen zwischen 40 und 80 mmHg und zwi-
schen 80 und 120 mmHg.

Diese Daten dokumentieren, dass eine Aktivierung von Kv-Kanédlen die myogenen Eigen-

schaften der A. cerebri posterior beeinflussen.
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4 Diskussion

4.1 Diskussion der Methotik

4.1.1 Versuchslosungen

Da geringe Anderungen im pH-Wert betrichtlichen Einfluss auf den Durchmesser kleiner
Arterien haben, wird bei Untersuchungen zur Funktion solcher Gefid3e ein pH-Puffer verwen-
det. Unter in-vivo Bedingungen dominiert das Natriumbicarbonat-Puffersystem, daher wird
NaHCOs auch in vielen Untersuchungen als pH-Puffer benutzt. Dabei bilden Wasserstoff und
Bicarbonat mit dem in der Losung enthaltenen CO; ein Gleichgewicht. Das Kohlendioxid
verldsst die Versuchskammer mit dem Blutgefd3 jedoch in die umgebende Luft. Um das oben
genannte Gleichgewicht aufrechtzuerhalten, wird die Losung meist mit einem Gasgemisch
aus 5% CO, und 95% O, (Carbogen) begast. Das Problem dabei ist, dass die Gasblasen die
Losungsoberflache in permanente Bewegung versetzen und sich manchmal im Laufe des Ver-
suches an der Arterie anlagern, was die optische Messung des GefdBdurchmessers in Versu-
chen an isobaren GefidBpridparaten beeintrdchtigt, beziehungsweise unmoglich macht. Um
diesen Effekt zu vermeiden, wurde in dieser Arbeit eine Versuchslosung ohne Bicarbonat
verwendet, der pH wurde mittels HEPES gepuffert. Es konnte jedoch in dieser Arbeit gezeigt
werden, dass sowohl das Kontraktions- als auch das Relaxationsverhalten der hier untersuch-
ten Gefidlle unabhidngig von der Verwendung Bicarbonat-haltiger und Bicarbonat-freier Lo-
sung ist.

Bei der Zugabe von zu testenden Substanzen in die Messkammer werden diese tiblicherweise
in 100- bis 1000-fach hoherer Konzentration als die Zielkonzentration appliziert, um eine
Verdiinnung der Versuchslosung bzw. Eigeneffekte der Losungsmittel zu vermeiden. Damit
muss sichergestellt werden, dass es nach der Zugabe der Substanzen zu ihrer homogenen Ver-
teilung in der Messkammer kommt. In Versuchen, in denen der pH-Wert durch Begasung
eingestellt wird, erfolgt diese Durchmischung mit Hilfe der sich durch die Losung bewegen-
den Gasblasen. Das war aber in den hier beschriebenen Versuchen, wie oben dargelegt, nicht
moglich. Es wurde daher ein anderes Verfahren benutzt: das Mischen mittels einer Pipette.
Durch einen Vergleich dieses Verfahrens mit der Mischung durch Gasblasen konnte in dieser
Arbeit gezeigt werden, dass sowohl das Kontraktions- als auch das Relaxationsverhalten der
hier untersuchten Gef#fle unabhingig vom verwendeten Mischverfahren ist.

Die verwendeten Substanzen wurden iiber eine Pipette direkt der Versuchslosung zugegeben.
Das Problem bestand dabei in einer moglichst gleichméBigen Durchmischung der Losung mit
dem applizierten Stoff, so dass das Blutgefdll moglichst schnell und homogen umspiilt wurde.

Eine Moglichkeit war die stindige Zufuhr von Gasblasen iiber einen kleinen Schlauch in die
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Messkammer. Diese Variante bot den Vorteil der schnellen Durchmischung, allerdings wurde
die optisch-rechnerische Darstellung dadurch beeinflusst. Es befanden sich infolge dessen
mehr Gasbldschen in der Messkammer, die sich um die Arterie herum anlagerten und bis zu
ithrer Entfernung zur ungenauen Bestimmung des Durchmessers fiihrten. Eine weitere Mo g-
lichkeit bestand im Durchmischen mittels der Pipette, die gleichzeitig zur Applikation der
Substanz verwendet wurde. Nach Zugabe des Stoffes wurde dreimal ein Teil der Versuchslo-
sung aufgenommen und vorsichtig ein- und auspipettiert. Der Vorteil dieser Methode lag dar-
in, dass sich keine Gasblasen bildeten. Von Nachteil waren die Dauer der Mischphase und die
schwierigere Umsetzung ohne mechanische Beeinflussung der Gefdfle. Die Arterie durfte
beim Pipettieren nicht beriihrt werden. Kontakt mit der Messkammer hitte auch zu Fehlmes-
sungen gefiihrt. Die Methode der Wahl war jedoch letztendlich das Mischen mittels Pipette,

da nur so der stérende Einfluss der Gasblasen ausgeschlossen werden konnte.

4.1.2 Préparation der Gefiifie

Die korrekte Praparation der Arterien ist die wichtigste Voraussetzung fiir den Erfolg der Ex-
perimente, da nur so die kontraktilen Eigenschaften der glatten Muskelzellen und intakte En-
dothelzellen erhalten bleiben. Direktes Beriihren der Gefille mit den Préparationsinstrumen-
ten oder Dehnung der Gefifle in longitudinaler Richtung musste moglichst ausgeschlossen
werden. Eine schonende Prédparation wurde auBlerdem durch das Arbeiten in gekiihlter und
kalziumarmer Losung erleichtert, da die Arterien unter diesen Bedingungen einen gréferen
Durchmesser besitzen und sich dadurch leichter auf die Drihte bzw. die Glaspipetten auf-
spannen lieen. Um die Intaktheit der Gefdlle festzustellen, wurden folgende Kriterien aufges-
tellt: bei einem Druck von 80mmHg musste sich ein spontaner Tonus ausbilden, der aus einer
Kontraktion von mindestens 15%, bezogen auf den Maximaldurchmesser, bestand. Nach Ga-
be von 10”M Noradrenalin bzw. Serotonin sollten die Gefile um 25% kontrahieren und nach
Applikation von 10°M Acetylcholin vollstindig dilatieren. Um bei der Untersuchung der Rol-
le von Kv Kanilen fiir die myogene Reaktivitdt kleiner Arterien mogliche Einfliisse eines
aktivierten Endothels auszuschliefen, wurden die Versuche ohne luminalen Fluss durchge-
fithrt. Um diese Bedingung zu gewdhrleisten, durften sich im préiparierten GeféBstiick keine
Abginge befinden. Dieser Umstand wurde mit Hilfe einer Luftblase kontrolliert, die sich in
dem Schlauch befand, der die Arterie mit der Flasche zur Druckregulierung verband. Jedes
oben genannte, nicht erfiillte Kriterium fiihrte zum Abbruch des Versuches.

Es ist bekannt, dass unter physiologischen Bedingungen durch einen luminalen Fluss endo-

thelabhingige und -unabhingige Reaktionen ausgelost werden. Ebenso unterliegt eine Arterie
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in vivo keinem statischen, sondern pulsatilem Druck (Schubert and Mulvany 1999). So wurde
entdeckt, dass pulsatiler Druck im Gegensatz zu statischem Druck eine endothelunabhéngige
Dilatation in Koronararterien des Schweins auslost (Goto, VanBavel et al. 1996). Diese Um-
stainde wurden jedoch in der vorliegenden Arbeit nicht beriicksichtigt, um klare experimentel-
le Bedingungen zu haben. Sie bedeuten aber eine Einschrinkung der direkten Ubertragbarkeit
der vorgestellten Befunde auf in vivo Bedingungen, was in weiterfithrenden Versuchen im

Detail zu kléren ist.

4.1.3 Isobarer und isometrischer Versuchsaufbau

Wie im Abschnitt ,,Material und Methoden‘ beschrieben, wird bei der isometrischen Methode
ein Gefillsegment auf zwei Drihten befestigt und die Wandspannung gemessen. Beim isoba-
ren Versuchsaufbau wird die Arterie auf zwei Glaspipetten gezogen, mittels Nahtmaterial
befestigt und mit physiologischer Losung umspiilt. Die Ergebnisse beider Methoden kénnen
sich quantitativ unterscheiden. So ist die Depolarisation in isometrischen Pridparaten nach
Applikation von 10°M Noradrenalin 2,6 mal stiirker als in isobaren (Schubert, Wesselman et
al. 1996). Das Membranpotential ist unter isobaren Bedingungen ohne Applikation vasoakti-
ver Substanzen hoher als unter isometrischen. Eine Erklarung dafiir konnte die grofere
Wandspannung sein, die beim isobaren Versuchsautbau vorherrscht (Buus, VanBavel et al.
1994). Durch diese liegt auch die Schwelle fiir den noradrenalinbedingten Kalziumeinstrom
durch spannungsgesteuerte Ca’"-Kanile niedriger, und es kommt eher zur Kontraktion (Van-
Bavel and Mulvany 1994). Gefillsegmente, die auf zwei Kaniilen aufgespannt werden, kom-
men eher dem physiologischen in-vivo-Zustand nahe. Das liegt zum einen daran, dass die
GefiBwand im Querschnitt zirkuldr ist und nicht wie beim isometrischen Aufbau in zwei
Schichten flach aufeinander liegt. Zum anderen koénnen Arterien, die isometrisch auf zwei
Dréhten aufgespannt sind, thren Durchmesser nicht in dem Mafle dndern wie unter isobaren
Bedingungen. Weiterhin ist die Wahrscheinlichkeit, ein intaktes Endothel zu erhalten, hoher,
wenn die Gefille nur an den Enden auf Pipetten aufgefddelt werden, als wenn zwei Drihte
komplett durch das ganze Lumen geschoben werden. Kaniilierte Arterien stehen unter dem
Einfluss des transmuralen Drucks, eines physiologischen Stimulus, und kénnen so einen
spontanen Tonus erzeugen (Halpern, Osol et al. 1984). Es existieren eine Reihe weiterer Un-
terschiede zwischen beiden Modellen. Isometrisch auf Dréhten aufgespannte Arterien beant-
worten nur unphysiologisch hohe Verdnderungen in der GefdBweite mit starker Kontraktion,
wiéhrend isobare Priparationen schon aufgrund kleinster Durchmesserédnderungen kontrahie-

ren (Davis and Hill 1999). Ein technisches Problem der isobaren Gefillpraparation ist die
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Schwierigkeit der korrekten Bestimmung des inneren GefaBdurchmessers. Das Bild der Arte-
rie wird iiber ein Mikroskop mit Kamera auf einen Computerbildschirm iibertragen. Die Ge-
faBwand wird tiber Kontrastunterschiede zwischen Gefdlllumen und -wand bestimmt. Hier
liegt eine mogliche Fehlerquelle: Luftblasen und Unreinheiten in der Gefélpréparation kon-
nen den Kontrast verwischen und somit zu Fehlern in der Messung fiihren. Durch die online
Darstellung der Gefidlle auf dem Monitor ist aber eine stdndige Kontrolle dieser Fehlerquellen

gegeben.

4.2  Die Wirkung von 4-Aminopyridin und BDS-I auf den myogenen Tonus
4.2.1 4-Aminopyridin

In der vorliegenden Arbeit wurde festgestellt, dass die A.cerebri posterior unter Einfluss von
steigenden Konzentrationen von 4-Aminopyridin (4-AP) zunehmend kontrahiert (siche Abb.
3.7). Daten aus der Literatur bestétigen diesen Effekt (Knot and Nelson 1995; Plane, Johnson
et al. 2005; Chen, Luykenaar et al. 2006; Straub, Girouard et al. 2009). Diese Wirkung von 4-
AP ist eine logische Konsequenz seines bekannten Wirkmechanismus: 4-AP bewirkt eine
Blockierung der Poren der spannungsabhidngigen Kaliumkanile. Es verhindert den Durchfluss
der Kaliumionen und 16st so eine Depolarisation, einen Ca? -Einstrom und damit eine Kont-
raktion aus. Diese an cinzelnen Gefdllen beobachteten Effekte sind kreislaufrelevant; die in-
travendse Injektion von 4-AP bewirkt in der andsthesierten Ratte eine Blutdruckerhohung und

einen hoheren peripheren Widerstand aufgrund einer Konstriktion der Arterien (Cox 2005).

4.2.2 BDS-1

Bei der Applikation von steigenden Konzentrationen von BDS-I kam es zu einer zunehmen-
den Dilatation der Arterien (siche Abb.3.8). Dieser Effekt war unerwartet, da BDS-I als Ka-
liumkanalblocker bekannt ist. Von einer Reihe von Autoren (Diochot, Schweitz et al. 1998,
Cox 2005; Miguel-Velado, Moreno-Dominguez et al. 2005; Yeung, Thompson et al. 2005)
wurde BDS-I als spezifischer Blocker des Kv3.4-Kanals, bzw. von Yeung et al. 2005 ebenso
als Blocker von Kv3.1- und Kv3.2-Kanilen (Yeung, Thompson et al. 2005) beschrieben.

Die Wirkungsweise von BDS-I als Kaliumkanalblocker besteht in einer Modifikation der
spannungssensitiven Kanaldominen. Die Offnungswahrscheinlichkeit der Kanile wird dabei
verringert und ihre Aktivierung verlangsamt (Yeung, Thompson et al. 2005). Uber diesen
Mechanismus miisste BDS-I eine Blockade der Kaliumkanile, eine Depolarisation der
Membran und Aktivierung von Ca**-Kanilen, den Einstrom von Kalziumionen und eine

Kontraktion der Arterien bewirken. Da die Applikation von BDS-I jedoch eine Dilatation der
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Gefille erzeugte, kann diese Substanz nicht nur eine Blockade von Kaliumkanélen bewirken,

sondern ein anderer Mechanismus muss im Vordergrund stehen.

4.3 Mechanismus der gefifidilatierenden Wirkung von BDS-1

Um zu ergriinden, ob die gefdBdilatierende Wirkung von BDS-I iiberhaupt von Kaliumkani-
len vermittelt wird, wurde der Effekt von BDS-I auf die Gefil3e nach Vorkontraktion mit KCl
mit dem Effekt von BDS-I nach Vorkontraktion mit Serotonin verglichen (sieche Abb.3.9). Bei
Zugabe von 42mM KCI zur extrazelluldren Losung verschiebt sich das Kaliumgleichge-
wichtspotential soweit in positive Richtung, dass es fast mit dem aktuellen Membranpotential
uibereinstimmt. Damit ist die treibende Kraft fiir Kaliumionen so minimal, dass selbst im Fall
von Aktivititsdnderungen der Kaliumkanile kaum Anderungen des Kaliumionenflusses auf-
treten und damit auch das Membranpotential und folglich der Kontraktionszustand der Gefif3e
unverdndert bleibt. Das heiflt im Detail: es wurde untersucht, ob es bei Zugabe von BDS-I zu
einem mit KCl vorkontrahiertem Gefdll zu einer Dilatation kommt, wie es bei Applikation
von BDS-I zu mit Serotonin vorkontrahierten GefdBlen beobachtet wurde oder ob diese Dilata-
tion in mit KCIl vorkontrahierten Gefdflen ausbleibt. Erfolgt eine Dilatation, wire gezeigt,
dass BDS-I auch tiber Kaliumkanal-unabhdngige Mechanismen wirkt. Bleibt jedoch die Dila-
tation in der kaliumreichen Losung aus, ist eine Beteiligung von Kaliumkanilen an der vaso-
dilatierenden Wirkung von BDS-I sehr wahrscheinlich.

In dieser Arbeit konnte zunichst gezeigt werden, dass BDS-I mit Serotonin vorkontrahierte
Gefille deutlich dilatiert. Bei einer Vorkontraktion mit KCl blieb der vasodilatierende Effekt
dann aber aus, was ein starker Hinweis fiir die Wirkungsweise von BDS-I iiber Kaliumkanéle
ist. In glatten GefédBmuskelzellen sind eine Reihe von Kaliumkanilen exprimiert: Kalzium-
abhingige Kaliumkanéle, ATP-sensitive Kaliumkanile, einwértsgleichrichtende Kaliumkané-
le und spannungsabhingige Kaliumkanile (Kv-Kanile) (Nelson and Quayle 1995). Da fiir
BDS-I eine Interaktion mit Kv3-Kanédlen bekannt ist (Diochot, Schweitz et al. 1998; Yeung,
Thompson et al. 2005), fokussierten wir uns auf die Frage, ob Kv-Kanile an der gefiBdilatie-
renden Wirkung von BDS-I beteiligt sein konnten. Dazu wurden die Gefide mit 4-AP, einem
spezifischen Hemmer von Kv-Kanélen, zusammen mit Serotonin so vorkontrahiert, dass ein
Kontraktionsniveau erreicht wurde, welches dem mit Serotonin allein erzeugten vergleichbar
war. Unter Vorkontraktion mit Serotonin und 4-Aminopyridin erfolgte keine Dilatation. Da 4-
AP zur spezifischen Blockade von Kv-Kanélen fiihrt, hétte eine Substanz, die nicht iiber Kv-

Kanile dilatierend auf glatte GefaBmuskeln wirkt, zur Relaxation fiihren miissen. Mit diesem
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Versuch wurde gezeigt, dass BDS-I iiber die Aktivierung von spannungsgesteuerten Kalium-
kanélen eine Gefdf3dilatation erzeugt.

Insofern stehen diese Ergebnisse, zumindest in Bezug darauf, dass BDS-I iiber Kv-Kanile
wirkt, im Einklang mit Daten aus der Literatur (Diochot, Schweitz et al. 1998; Cox 2005; Mi-
guel-Velado, Moreno-Dominguez et al. 2005; Yeung, Thompson et al. 2005). Allerdings
muss der Mechanismus, der zur Dilatation fiihrt, weiter diskutiert werden. Die von BDS-I
erzeugte Vasodilatation erscheint zunichst unlogisch, da die in der Literatur beschriebene
Blockade der Kv3-Kanile zu einer Vasokonstriktion fiihren miisste. Wie in der Einleitung
genauer beschrieben, wirkt BDS-I hauptsidchlich auf Kv3-Kanile, die jedoch eine Minderheit
unter den in glatten GefdBBmuskelzellen exprimierten Kv-Untereinheiten darstellen. Es gibt
nur wenige Studien zum Effekt von BDS-I auf andere Kv-Untereinheiten (Diochot, Schweitz
et al. 1998). Allerdings wurden diese Untersuchungen unter Bedingungen durchgefiihrt, bei
denen eine Aktivierung der Kv-Untereinheiten kaum zu beobachten gewesen wire. Insofern
ist es auf der Basis der bisher veroffentlichten Daten unklar, ob BDS-I iiber eine aktivierende
Wirkung an anderen Kv-Kanilen zur Dilatation fithren kann. Dieser Frage wurde in der vor-
gelegten Arbeit nicht nachgegangen, da dazu ausfiihrliche elektrophysiologische Untersu-
chungen an isolierten GefédBmuskelzellen zur direkten Messung von Kaliumstromen notwen-
dig gewesen wiren. Erste Pilotversuche haben jedoch gezeigt, dass BDS-I in der Tat Kv-
Strome in isolierten glatten GefaBmuskeln stimulieren kann (Gagov & Schubert, unveroffent-
lichte Befunde). BDS-I reduziert zwar ein wenig den Spitzenstrom der Kv-Strome, allerdings
verschiebt BDS-I die Potentialabhéngigkeit der Inaktivierung des Kv-Stroms deutlich zu posi-
tiveren Membranpotentialen. Dass heif3t, BDS-I verringert die Inaktivierung der Kv-Strome
bei physiologischen Membranpotentialen und konnte somit zur Dilatation der Gefédl3e fiihren.
Erst die Durchfithrung umfangreicherer elektrophysiologischer Versuche wird jedoch diese

Frage abschlieBend kldren konnen.

4.4 Wirkung von BDS-I auf die myogene Reaktion

In einer weiteren Versuchsserie wurde gefunden, dass die myogene Reaktion in Anwesenheit
von BDS-I deutlich schwécher ausfillt (sieche Abb.3.10) als in seiner Abwesenheit. Gleichzei-
tig reduziert BDS-I den myogenen Tonus (siche Abb.3.11). In Abwesenheit von BDS-I limi-
tieren die Kv-Kanile das Ausmall der myogenen Reaktion (Knot and Nelson 1995; Plane,
Johnson et al. 2005; Chen, Luykenaar et al. 2006). Bei Aktivierung fithren sie zur Dilatation
der Gefifle (Cox 2005). Wird die Potentialabhéngigkeit der Inaktivierung zu positiveren

Membranpotentialen hin verschoben, wie durch BDS-I bewirkt, werden Kv-Kandle zwar



Diskussion 41

nicht aktiviert, sondern die Inaktivierung vermindert, was jedoch letztendlich zum gleichen
Ergebnis, zu einem groferen Kaliumausstrom und damit zur Dilatation fithrt. Jedoch bleibt
die myogene Reaktion in Anwesenheit von BDS-I nicht vollkommen aus, sondern wird nur
abgeschwicht. Dadurch wird ersichtlich, dass die Kv-Kanile, die von BDS-I beeinflusst wer-
den, die myogene Reaktion modulieren. Eine ganze Reihe anderer Mechanismen sind weiter-
hin aktiv, die, wie in der Einleitung beschrieben, die myogene Reaktion auslosen und trotz
des Einflusses von BDS-I, wenn auch schwicher ausgeprégt, erhalten.

Die detaillierte Analyse der Daten dieser Arbeit zeigte, dass die myogene Reaktion im Druck-
bereich zwischen 40 und 80mmHg deutlich von BDS-I beeinflusst wird. Im Druckbereich
zwischen 80 und 120mmHg ist sie dagegen nicht verdndert (siche Abb. 3.12). Eine mogliche
Erklarung hierfiir konnte sein, dass bei hoheren Driicken, das heiit ab 80mmHg, die Wirkung
der Kv-Strome auf die myogene Reaktion weniger stark ausgeprégt ist. Kv-Strome sind bei
starker negativen Membranpotentialen, wie sie bei niedrigen Driicken unter 40mmHg in den
glatten Muskelzellen kleiner Arterien vorliegen (Schubert and Mulvany 1999), nicht aktiv.
Wird der transmurale Druck auf tiber 40mmHg erhoht, fiihrt die damit verbundene Depolari-
sation zu einer Aktivierung der Kv-Kanile, ab einem bestimmten Schwellenpotential nimmt
der Strom stark zu. Das bedeutet, dass der Kaliumstrom im Bereich niedriger Driicke von 40
auf 80mmHg deutlich zunimmt und damit der Einfluss der Kv-Kanéle auf die myogene Reak-
tion bei Erhohung des transmuralen Drucks wéchst. In dem Druckbereich, in welchem Kv-
Stromen eine hohere Bedeutung zukommt, nimmt auch der Einfluss von BDS-I zu.

Bei Aktivierung der Kv-Kanile, in der vorgelegten Arbeit durch BDS-I, ist die Wirkung von
BDS-I bei niedrigem Druck im Bereich von 40mmHg, d.h. mehr hyperpolarisiertem Memb-
ranpotential, relativ klein. Bei hoherem Druck im Bereich von 80mmHg ist der Effekt von
BDS-I ausgeprigter. Daraus ergibt sich, dass die myogene Reaktion unter BDS-I bei niedri-
gem Druck zwischen 40 und 80mmHg abgeschwicht ist. Bei weiterer Erhohung des transmu-
ralen Drucks, in dieser Arbeit auf 120mmHg, nimmt bei der damit verbundenen Depolarisati-
on der Kv-Strom dann nur noch geméfigt zu. Dadurch bleibt der Einfluss der Kv-Kanéle auf
die myogene Reaktion relativ konstant. Damit erklart sich, dass BDS-I im Druckbereich zwi-
schen 80 und 120mmHg die myogene Reaktion nicht mehr verdndert.

Die hier beschriebene komplexe Wirkung von BDS-I auf die myogene Reaktion ist funktio-
nell wichtig. Die myogene Reaktion im Organismus bewirkt, dass der Blutfluss bei Verdnde-
rung des systemischen Blutdrucks mehr oder weniger konstant bleibt. Wenn sich nur der sys-
temische Blutdruck dndert, aber nicht die Aktivitdt des betroffenen Organs, wie zum Beispiel

Niere oder Gehirn, gibt es keinen Grund fiir eine Verdnderung des Blutflusses dorthin, was



Diskussion 42

durch die myogene Reaktion auch bewirkt wird. Allerdings kénnte bei sehr niedrigem Blut-
druck, das heillit am unteren Ende des physiologischen Bereichs, die Durchblutung in essen-
tiellen Organen gefidhrdet sein. Dann ist es sinnvoll, durch lokale Regulation eine Dilatation
der vorgeschalteten Arterien und damit eine Perfusionssteigerung zu erreichen, die durch die
myogene Reaktion nicht zu stark verhindert werden sollte. In dieser Situation ist also eine
abgeschwichte myogene Reaktion notwendig. Wird der Druck im physiologischen Bereich
zwischen 80 und 120mmHg hoher, besteht jedoch die Gefahr der Hyperperfusion mit nach-
folgender Odembildung. Das fiihrt besonders im Gehirn aufgrund der starren raumlichen Be-
grenzung durch den knochernen Schidel zur Beeintrdchtigung des Gewebes und damit zu
schwerwiegenden Problemen. Vor diesen negativen Folgen schiitzt die myogene Reaktion,
die besonders in diesem Druckbereich stark wirksam ist. Die myogene Reaktion sollte dabei
auch nach Gefifdilatation, wie z.B. durch BDS-I, voll wirksam bleiben, was in der vorliegen-

den Arbeit auch beobachtet wurde.
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5  Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde die Hypothese tiberpriift, dass BDS-I durch Stimulation von
Kv-Stromen kleine Arterien relaxiert und damit die myogene Reaktion beeinflusst.

Die Untersuchungen erfolgten an isometrischen und isobaren Gefélpriaparationen. BDS-I
erzeugte eine Dilatation der Arterien. In der Literatur galt BDS-I bisher als Kv-Kanal-
blockierende Substanz. Der Mechanismus der gefd3dilatierenden Wirkung besteht wohl darin,
dass BDS-I Kv-Strome stimuliert, indem es die Potentialabhingigkeit der Inaktivierung des
Kv-Stroms zu deutlich positiveren Membranpotentialen hin verschiebt. Es verhindert gewis-
sermaf3en deren Inaktivierung.

Um sicher zu stellen, dass die Wirkung von BDS-I wirklich iiber spannungsgesteuerte Ka-
liumkanéle vermittelt wird, wurden Kv-Kanile mit einem unspezifischen Kv-Kanalblocker,
4-AP, geblockt. In einem weiteren Versuch wurden Kaliumstrome durch eine hohe extrazellu-
lare KCl-Konzentrationen ausgeschaltet. Bei diesen Experimenten blieb der dilatierende Ef-
fekt von BDS-I aus. Dass heifst, BDS-I wirkt ausschlieBlich iiber die Stimulation von Kv-
Stromen dilatierend auf die Arterien.

Weiterhin wurde die Wirkung von BDS-I auf die myogene Reaktion getestet. Im Druckbe-
reich zwischen 40 und 80mmHg schwicht BDS-I die myogene Reaktion deutlich ab, wahrend
sich bei Driicken iiber 80mmHg keine Verdnderung zeigt. Dass bedeutet, dass in niedrigen
Druckbereichen zwischen 40 und 80mmHg der Einfluss von Kv-Strémen auf die myogene
Reaktion eine groBere Rolle spielt, als bei Driicken zwischen 80 und 120mmHg. Bei einem
Druck von 40mmHg ist die Wirkung von BDS-I geringer, nimmt aber dann bei 80mmHg zu.
Zwischen 80 und 120mmHg bleibt der Einfluss der Kv-Kanéle auf die myogene Reaktion
relativ konstant. Somit wird in diesem Druckbereich die myogene Reaktion durch BDS-I
nicht mehr verdndert.

Die funktionelle Bedeutung der myogenen Reaktion liegt darin, den Blutfluss auch bei Ver-
anderungen des systemischen Blutdrucks konstant zu halten. Bei Blutdrucksteigerung sollte
die Perfusion von nachgeschalteten Organen, wie Niere und Gehirn, bei unveridnderter Aktivi-
tdt konstant bleiben. Auf der anderen Seite ist eine gesteigerte und damit konstante Durchblu-
tung bei niedrigem systemischem Blutdruck sinnvoll, was durch die Abschwichung der myo-
genen Reaktion erreicht wird. Bei niedrigem Druck bewirken kleine, kurzzeitige Druckerho-
hungen keine reaktive Gefdlkonstriktion. Das ist sinnvoll, da sonst die Durchblutung bei
niedrigem Druck durch kleine Schwankungen noch mehr gesenkt werden wiirde. Bei hohem
Druck ist die myogene Reaktion stabiler. Durch BDS-I wurde keine weitere Gefil3dilatation

erreicht, wodurch nachgeschaltete Organe vor Hyperperfusion geschiitzt werden.
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Thesen

Blutgefdfle unterliegen einer myogenen Autoregulation, um nachgeschaltete Organe
konstant mit Sauerstoff und Niahrstoffen zu versorgen. Dabei wird der Blutfluss an
einzelnen Organen, wie zum Beispiel an Niere und Gehirn, auch bei groferen
Schwankungen des systemischen Blutdrucks konstant gehalten. Diese Autoregulation
erfolgt durch Kontraktion und Dilatation kleiner Arterien in Antwort auf Anderungen
des Blutdrucks.

Die auf Druckerhthung folgende Kontraktion und auf Drucksenkung folgende Dilata-
tion nennt man myogene Reaktion.

In der Literatur gibt es Hinweise darauf, dass spannungsgesteuerte Kaliumkanéle an
der myogenen Reaktion beteiligt sind. Demzufolge konnen Substanzen, die auf Ka-
liumkanéle wirken, wie z.B. BDS-I, die myogene Reaktion beeinflussen.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Hypothese gepriift, dass BDS-I durch Stimulati-
on von Kv-Stromen kleine Arterien relaxiert und damit die myogene Reaktion beeinf-
lusst.

Der innere GefaBBdurchmesser bzw. dessen Verdnderungen wurden in vitro an isobaren
Praparaten der A.cerebri posterior gemessen.

Durch unspezifische Blockade von Kv-Kandlen mit 4-AP kommt es zur Kontraktion
der Gefile.

Bei Zugabe von BDS-I erfolgte eine Dilatation und Abschwichung der myogenen
Reaktion im Bereich zwischen 40 und 80mmHg.

Nach unspezifischer Blockade der Kv-Kanéle mit 4-AP und KCI bleibt der vasodila-
tierende Effekt von BDS-I aus.

Daraus ergibt sich, dass BDS-I {iber spannungsgesteuerte Kaliumkanéle zur Dilatation
fithrt und dass Kv-Kanéle an der Regulation der myogenen Reaktion beteiligt sind.
Der dilatatierende Effekt von BDS erklért sich aller Wahrscheinlichkeit nach aus einer
Verschiebung der Potentialabhdngigkeit der Inaktivierung des Kv-Stroms zu deutlich
positiveren Membranpotentialen.

In niedrigen Druckbereichen (40-80mmHg) schwiacht BDS-I die myogene Reaktion
ab, wihrend es in hoheren Druckbereichen (80-120mmHg) nicht zu einer Anderung
kommt.

Im Druckbereich unter 40mmHg herrschen stiarker negative Membranpotentiale vor,

wodurch die Kv-Strome nicht aktiv sind. Zwischen 40 und 80mmHg nimmt der Ka-
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liumstrom zu und somit wéchst der Einfluss der Kaliumstrome auf die myogene Reak-
tion.

Bei Erhohung des transmuralen Drucks auf 120mmHg bleibt der Einfluss der Kv-
Kanile auf die myogene Reaktion relativ konstant und somit wird diese durch BDS-I

nicht mehr verindert.
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