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Zusammenfassung

Die Azidose gehort zu den stérksten dilatatorischen Stimuli zerebraler Arterien. Obwohl schon
1890 von Roy und Sherrington beschrieben, sind die Faktoren, die die Vasodilatation zerebraler
Arterien auf Azidose vermitteln, bis heute nicht bekannt. Untersuchungen iiber die Rolle des
schnell fliichtigen Bioradikals Stickstoffmonoxid (NO) haben gezeigt, dal NO bei der
azidotischen Vasodilatation zerebraler Arterien als Modulator agiert. Dariiber hinaus nimmt NO
in der neurovaskuldren Kopplung, d.h. bei der Vermittlung der regionalen BlutfluBantwort nach
neuronaler Stimulation, eine permissive Funktion ein.

Die Vasodilatation auf Azidose wurde in der vorliegenden Arbeit als Modellstimulus zur
Untersuchung der NO-abhingigen Dilatation zerebraler Arterien verwendet. Dabei wurde die
Rolle der Kaliumkanile und die Funktion des cGMP an der Vasodilatation auf Azidose mittels
spezifischer Inhibitoren untersucht. Die Experimente erfolgten an der isolierten und
perfundierten A. cerebri media der Ratte.

Bei der Untersuchung der Signaltransduktion von NO auf Ebene des cGMP wurde eine
ausgepragte Abhéngigkeit der azidotischen Vasodilatation von c¢cGMP beobachtet. Durch
Restitution des basalen cGMP-Spiegels nach vorheriger Inhibition der 16slichen Guanylatzyklase
wurde gezeigt, dal NO iiber cGMP bei der Vermittlung dieser Reaktion als Modulator wirkt.
Unter Blockade der einzelnen Kaliumkanalfamilien konnte eine Beteiligung der K¢, an der
Vasodilatation auf Azidose sowie am Gefatonus unter Ruhebedingungen beobachtet werden.
Fiir eine Beteiligung der Katp, der Ky und der K;; an diesen Reaktionen wurden dagegen keine
Hinweise gefunden. Ebenso sprechen die Untersuchungen unter Blockade der Na'/K'-ATPase
gegen eine Beteiligung dieses Enzyms an der Azidosereaktivitét zerebraler Arterien.

Um ein mogliches Zusammenwirken der Kaliumkanile zu erfassen, wurde die Vasodilatation
auf Azidose unter Blockade von jeweils zwei Kaliumkanaltypen untersucht. Unter Hemmung der
Kca und der Katp, sowie unter Hemmung der BK¢, und der Karp wurde keine Vasodilatation
mehr auf Azidose beobachtet. Die Ergebnisse sprechen dafiir, da3 die Vasodilatation der A.
cerebri media auf Azidose durch BKc, und Katp in redundanter Weise vermittelt wird. Dabei
scheinen K¢, die Funktion der Katp vollstdndig substituieren zu konnen.

Die Resultate dieser Arbeit bilden den Ausgangspunkt filir derzeit laufenden Untersuchungen
tiber die funktionelle Modulation der Katp und der BK¢, durch das NO/cGMP-System.
Weiterhin bilden die vorliegenden Untersuchungen eine wichtige Grundlage zur Uberpriifung
der zentralen Rolle der K¢, und der Karp auf weitere, durch das NO/cGMP-System modulierten

Stimuli, wie z.B. der funktionellen Stimulation.
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Abstract

Acidosis is one of the most potent vasodilators in the cerebral circulation. Although first
described 1890 by Roy and Sherrington the mechanisms of vasodilation to acidosis are still
unknown. Experimental data show, that nitric oxide (NO) is a modulator but not a mediator of
cerebral arterial pH reactivity. NO also acts as a modulator of neurovascular coupling in the rat
somatosensory cortex.

We used the experimental in vitro model of the isolated and perfused middle cerebral artery
(MCA) to elucidate the general mechanisms of NO-modulated dilations. The present study was
performed to clarify the role of cGMP and potassium channels for mediation of acidosis-induced
dilation of cerebral arteries.

The results indicate, that vasodilation to acidosis is mediated by cGMP. Restoring the basal
cGMP-level we could demonstrate a permissive role of cGMP in the vasodilation to acidosis.

We could also show that K¢, are active under resting conditions and are able to contribute to the
relaxation of the MCA to acidosis. Other potassium channels like Karp, Kj;, Ky and the
Na'/K'ATPase appeared not to be involved in the process of dilation to acidosis. After
administration of a selective inhibitor of Katp in addition to an inhibitor of K, the relaxation to
acidosis was completely abolished. Simultaneous application of selective inhibitors of Katp and
BK¢, also prevented from vasodilation to acidosis. These results indicate, that relaxation to
acidosis is mediated by activation of Ksrp and BKc,. This potassium channels seem to have a
redundant activity, in such a way that K¢, could substitute for Karp.

The present findings are a starting point for further studies concerning the modulation of Krp
and BK¢, by the NO/cGMP-System. This studies are a basis for coming experiments to

determine the role of Katp and BK¢, in the neurovascular coupling.
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1. Einleitung

Das Gehirn ist eines der am besten durchbluteten Organe. Es ist wie kein anderes auf eine
kontinuierliche Blutversorgung angewiesen. Eine Unterbrechung der Blutzufuhr kann innerhalb
weniger Minuten zu einer Zellschddigung mit nachfolgendem Zelluntergang fithren (Smith et al.,
1984). Unter den zerebrovaskuldren Erkrankungen spielt der Schlaganfall in unserer Gesellschaft
die epidemiologisch wichtigste Rolle. In den Industrielindern ist der Schlaganfall die
zweithdufigste Todesursache und die hdufigste Ursache fiir eine vorzeitige Invaliditdt

(Kolominsky-Rabas ef al., 1998; Berger, 2001).

1.1. Die zerebrale Autoregulation

Die Leistungen der zerebralen BlutfluBregulation lassen sich anhand von Eckdaten der
zerebralen Blutversorgung ermessen: das humane Gehirn beansprucht bei einem Eigengewicht
von ca. 1500 g und einem Anteil von ca. 2 % am Gesamtkorpergewicht in etwa 15 % des
Herzzeitvolumens. Die Gewebsperfusion pro 100 g Gehirnmasse betrdgt beim Menschen 54 + 12
ml Blut in der Minute (Kety und Schmidt, 1945). Der zerebrale Gesamtblutflu wird wahrend
systemischer Blutdruckschwankungen, wie sie z.B. unter physiologischen Verdanderungen
vorkommen (Ruhe versus Aktivitét), iber weite Bereiche konstant gehalten. Diese Eigenschaft
wird als zerebrale Autoregulation bezeichnet (Paulson ef al., 1990). Eine Autoregulation wurde
an den meisten Organen nachgewiesen und ist im zerebralen Blutkreislauf besonders gut
ausgebildet.

In der Ratte wurde ein konstanter zerebraler BlutfluB bei systemischen arteriellen Driicke
zwischen 65 und 155 mm Hg gemessen (Harper et al., 1984). Als Grenzen der zerebralen
Autoregulation wurden beim Menschen mittlere arterielle Driicke von 60 bis 150 mm Hg
ermittelt. Dieser Bereich wird als autoregulatorisches Plateau (Paulson et al., 1990) oder als
Autoregulationsbereich bezeichnet (Kuschinsky, 2001).

Die zerebrale Autoregulation erfolgt groftenteils liber myogene Regulationsmechanismen.
Grundlage des myogenen Mechanismus ist die von Bayliss (1902) publizierte Beobachtung, daf3
eine intravaskuldre Druckerh6hung eine GefaBkonstriktion zur Folge hat. Diese Reaktion wird
als myogene Antwort bezeichnet. Sie ist sowohl Grundlage des basalen Gefatonus als auch der
zerebralen Autoregulation. Der Mechanismus der myogenen GefdBantwort beruht auf einer

graduellen Depolarisation des Membranpotentials glatter GefaBmuskelzellen bei Erhéhung des
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transmuralen Druckes. Dadurch werden spannungsabhingige Kalziumkanile (voltage operated
channels, VOC) aktiviert. Die Offnung der VOC fiihrt zu einer Erhéhung der intrazelluliren
Kalziumkonzentration [Ca®']; (Knot und Nelson, 1998). Die GefiBmuskelspannung wird iiber
Verinderungen der [Ca™']; reguliert: eine Vasokonstriktion korreliert mit einem Anstieg der
[Ca®];, eine Vasodilatation mit einer Abnahme der [Ca*'];. Die biochemische Grundlage der
Kontraktion glatter Muskelzellen beruht auf der Bindung von Ca”**-Ionen an das Kalmodulin.
Dieses fiihrt zur Bildung eines Ca**-Kalmodulin-Komplexes, der die Myosinleichtkettenkinase
aktiviert. Letzteres nimmt auf dem Weg zu einer vermehrten ATP-Hydrolyse -eine
Schalterfunktion ein. Eine erhdhte ATP-Hydrolyse hat eine Zunahme der Querbriickenzyklen zur
Folge und fiihrt zur Kontraktion der glatten Muskelzellen (Somlyo und Somlyo, 1994).
Neurogene und endotheliale Mechanismen scheinen dagegen keinen direkten Einflu3 auf die
druckinduzierte Konstriktion zerebraler Arterien der Ratte zu haben (Meininger und Davis,
1992). Ebenso gibt es bisher nur wenige Hinweise fiir eine Beteiligung metabolisch-
biochemischer Mechanismen an der =zerebralen Autoregulation (Paulson et al., 1990;

Kuschinsky, 2001).

1.2. Die neurovaskulidre Kopplung

Der regionale Blutflul ist den jeweils vorherrschenden kortikalen Stoffwechselbediirfnissen
angepal3t und weist somit erhebliche regionale Unterschiede auf. So erfolgt in funktionell aktiven
Kortexarealen eine Erhdhung der Durchblutung. Erste Beschreibungen dieses Phanomens gehen
auf Roy und Sherrington (1890) zuriick. Quantitative Messungen des regionalen Blutflusses nach
funktioneller Aktivierung konnten allerdings erst viele Jahre spéter durchgefiihrt werden
(Sokoloff, 1961). Es zeigte sich, dal die regionale BlutfluBzunahme wihrend erhohter
neuronaler Aktivitit zeitlich und rdumlich eng begrenzt ist. Der Zusammenhang zwischen
neuronaler Aktivitdt und regionalem BlutfluB wurde seitdem von vielen Autoren beschrieben
und untersucht. Er wird heute unter dem Begriff der neurovaskulidren Kopplung zusammengefal3t
(Villringer und Dirnagl, 1995; Kuschinsky, 1997). Die neurovaskulidre Kopplung ermdglicht eine
indirekte Beobachtung neuronaler Aktivitit {lber eine Verdnderung des regionalen
BlutfluBanstieges und der damit verbundenen Verdnderung der Sauerstoffsittigung des Blutes in
dem aktiven Gehirnarecal. Dadurch konnen funktionelle Kortexareale wiahrend motorischer,
sensorischer oder kognitiver Aktivitdt in hoher zeitlicher und rdumlicher Aufldsung nichtinvasiv

untersucht werden. Die funktionelle Untersuchung des menschlichen Gehirns ermdglicht die
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Erforschung der neuroanatomischen Basis der Kognition und hat zur Etablierung der kognitiven
Neurowissenschaft gefiihrt. In der klinischen Anwendung nimmt die funktionelle Bildgebung
eine immer grofler werdende Rolle in der neurologischen Diagnostik und in der
Therapiebegleitung ein (Neumann-Haefelin et al., 2000; Scheltens und Korf, 2000).

Weiterhin scheint die neurovaskuldre Kopplung eine wichtige Rolle unter pathophysiologischen
Bedingungen einzunehmen. Es wird vermutet, dal die neurovaskuldre Kopplung bei
neurologischen Erkrankungen wie z.B. der Ischdmie (ladecola, 1998) oder der Chorea
Huntington (Clark ef al., 2002) gestort ist und dadurch selbst zum Krankheitsproze$3 beitragt.

Die Mechanismen der neurovaskuldren Kopplung sind im Detail noch nicht bekannt. Der Ablauf
des regionalen BlutfluBanstiegs nach neuronaler Stimulation weist einen initialen
(Vorwirtsregulation) und einen unterhaltenden Anteil (Riickkopplung) auf (Kuschinsky, 2001).
Zur Erkldrung der neurovaskuliren Kopplung wurden bisher eine Reihe von mdglichen
Mechanismen und Mediatoren vorgeschlagen. Dabei wurde die regionale BlutfluBantwort
sowohl auf die neuronale Aktivitét selbst als auch auf den Metabolismus im aktiven Gehirnareal
zurlickgefiihrt (Lauritzen, 2001). So fiihrt neuronale Aktivitit z.B. zur Freisetzung von
Kaliumionen, ein erhohter Metabolismus u.a. zur Freisetzung von Wasserstoffionen und
Adenosin in die extrazelluldre Fliissigkeit.

Neben den genannten Faktoren sollen das Bioradikal NO (Stickstoffmonoxid, engl. nitric oxide),
neurogene Mechanismen (Sandor, 1999), sowie Metaboliten der Arachidonséure (Harder et al.,
1998) bei der Vermittlung der BlutfluBantwort nach neuronaler Aktivitit beteiligt sein. Die
Besprechung dieser Faktoren geht jedoch bis auf die Rolle des pH, des NO und der

Kaliumkanéle iiber den Rahmen der vorliegenden Arbeit hinaus.

e Kaliumionen (K"

Kaliumionen gehoren als Produkt neuronaler Aktivitit zu den mdglichen Mediatoren der
neurovaskuldren Kopplung. In der neurovaskuldren Kopplung ist das Kalium vor allem in der
Vorwirtsregulation als initialer Mediator der BlutfluBantwort einzuordnen (Kuschinsky, 2001).
Von Paulson und Newman (1987) stammt die Hypothese, nach der Astrozyten aufgenommene
K'-Tonen iiber ihre Fortsitze, mit denen sie zerebrale GefiBie umhiillen, abgeben. Dieser
Mechanismus wurde als ,,potassium siphoning™ bezeichnet. Das in unmittelbarer Néhe der
Blutgefife abgegebene Kalium kdnnte somit {iber die Aktivierung der einwirts gleichrichtenden

Kaliumkanéle eine Hyperpolarisation glatter GefaBmuskelzellen und eine Vasodilatation
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erzeugen (Edwards et al., 1988). Diese Hypothese wird durch direkte Messungen der
extrazelluldren Kaliumkonzentration [K']. nach kortikaler Stimulation unterstiitzt. So soll die
[K']. innerhalb weniger Millisekunden nach Stimulation ansteigen und der regionalen
BlutfluBantwort vorausgehen (Urbanics et al., 1978). Zahlreiche Arbeiten ,,in vivo* und ,,in
vitro*“ haben die vasodilatatorische Wirkung extrazelluldr applizierten Kaliums nachgewiesen
und unterstiitzen diese Theorie (Kuschinsky et al., 1972; Knot et al., 1996; Chrissobolis et al.,
2000). Andere Autoren konnten jedoch den BlutfluBanstieg nach direkter zerebelldrer
Stimulation nicht allein durch die dabei gemessene [K']. erkldren (Caesar et al., 1999). Letztere
Arbeit spricht dafiir, da8 Kaliumionen nicht die einzigen Mediatoren der BlutfluBantwort nach

funktioneller Stimulation sind.

¢ Die lokale Azidose/Wasserstoffionen

Wasserstoffionen (H') wurden schon von Roy und Sherrington (1890) als Mediatoren der
BlutfluBantwort nach neuronaler Aktivitit vermutet und werden bis in heutiger Zeit als mdgliche
Mediatoren der neurovaskuldren Kopplung angesehen (Lou et al., 1987). Spektroskopische
H;NMR-Messungen haben einen Anstieg der Laktatkonzentration wéhrend neuronaler
Aktivierung gezeigt. Dieses wurde als Hinweis auf eine anaerobe Glykolyse gewertet (Pirchard
et al., 1991). Gleichzeitige Messungen des extrazelluldren pH-Wertes und des kortikalen
Blutflusses (CBF) wihrend physiologischer neuronaler Stimulation wurden bisher jedoch nicht
durchgefiihrt. Unter direkter kortikaler Stimulation wurde ein extrazelluldrer pH-Abfall von 0,2
(Chesler et al., 1987) bis 0,4 (Urbanics et al., 1978) registriert. Untersuchungen in vivo haben
gezeigt, dafl ein pH-Abfall von 0,2 einen Anstieg des Ruheblutflusses um ca. 20% erzeugt (Niwa
et al., 1993). Interssanterweise haben Urbanics ef al. (1978) mit der Riickkehr des pHs auf
physiologische Werte eine Abnahme des infolge der Stimulation erhohten Blutflusses
beobachtet. Dieses Phinomen deutet auf eine Beteiligung der extrazelluliren Azidose an den

unterhaltenden Mechanismen der BlutfluBantwort nach kortikaler Stimulation hin.
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1.3.  NO und die NO-Synthasen

1980 wurde von Furchgott und Zawadski ein endothelabhingiger Faktor als Mediator der
Gefilldilatation auf Acetylcholin beschrieben. Dieser Faktor wurde aufgrund seines
endothelialen Ursprungs als EDRF (endothelial derived relaxing factor) bezeichnet. Das schnell
fliichtige Bioradikal NO wurde spiter als Hauptbestandteil des EDRF identifiziert (Moncada et
al., 1991). NO wird von der NO-Synthase (NOS) produziert, die im Gehirn in Neuronen, in der
Neuroglia und im Endothel zerebraler Gefdfle nachgewiesen wurde. Man unterscheidet eine
induzierbare (iNOS) und zwei konstitutive Isoformen (cNOS). Zu den konstitutiven Isoformen
der NOS zidhlen die zunédchst im Endothel nachgewiesene ,,endotheliale” NO-Synthase (eNOS)
sowie die in Neuronen und Astrozyten gefundene ,,neuronale‘ Isoform (nNOS). Die nNOS wird
auch als Typ I NOS, die eNOS auch als Typ III NOS bezeichnet. Beide Isoformen kénnen NO
nach glutamaterger Stimulation freisetzen und sind in ihrer Aktivitit Ca®*/Calmodulin-abhingig.
Die cNOS des Hirngewebes hat einen basalen Aktivititsspiegel und setzt NO in picomolaren
Konzentrationen frei. Dadurch entsteht ein kontinuierlicher NO-Spiegel, der auf die
Gefilmuskelzelle einwirkt. Der basale NO-Spiegel nimmt bei der neurovaskulidren Kopplung,
aber auch bei der Vermittlung vasodilatatorischer Stimuli wie der Azidose eine wichtige
funktionelle Rolle ein (Kapitel 1.3.2). Die iNOS weist dagegen unter physiologischen
Bedingungen eine vernachldssigbare Aktivitdt auf (Faraci und Heistad, 1998).

Bei der Untersuchung zerebraler Arterien in vitro reduziert sich der Ursprung des NO auf das
Endothel und auf perivaskuldre Neurone. Die NOS-haltigen, perivaskuliren Neurone der A.
cerebri media (middle cerebral artery, MCA) gehoren zum parasympathischen Nervensystem,
stammen aus dem Ganglion sphenopalatinum und bleiben nach Entnahme und Préparation der
MCA funktionell aktiv (Ignacio et al., 1997).

Uber die Signaltransduktion nach Aktivierung der cNOS besteht folgende Vorstellung:

Die aktivierte cNOS spaltet unter Bildung von Citrullin aus der Aminosiure L-Arginin NO ab,
welches zur Zielzelle frei diffundieren kann. In der glatten Muskelzelle aktiviert NO die 16sliche
Guanylatzyklase (sGC), die ihrerseits Guanosin-5'-Triphosphat zu zyklischem Guanosin-
37,5 "monophosphat (cGMP) umsetzt. Die Wirkung des cGMP wird {iber die cGMP-abhéngige
Proteinkinase (PKG) vermittelt, die zelluldre Proteine phosphoryliert (Denninger und Marletta,
1999). Die NO/cGMP Signalkaskade vermittelt die meisten bisher bekannten NO-Wirkungen.
Neben den cGMP-abhidngigen Effekten wurden an glatten GefdBmuskelzellen Hinweise auf
cGMP-unabhingigen NO-Wirkungen beobachtet. Diese werden iiber eine NO-abhdngige

Nitrosylierung von zelluldren Proteinen vermittelt (Denninger und Marletta, 1999). So wurde
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gezeigt, daB3 kalziumabhingige Kaliumkanile (K¢,) cGMP-unabhédngig aktiviert werden kdnnen
(Bolotina ef al., 1994). Neuere Arbeiten sprechen fiir eine cGMP-unabhingige Modulation nicht
nur der schnelleitenden K¢, (Onoue und Katusic, 1997; Mistry und Garland, 1998; Plane et al.,
1998; Sampson et al., 2001; Lang et al., 2000) sondern auch der spannungsabhingigen
Kaliumkanéle (Ky) (Sampson et al., 2001).

Zur Untersuchung der Rolle von NO in der zerebralen Zirkulation werden Nitroverbindungen
des Arginins als Enzymhemmer verwendet. Dabei erzeugt z.B. N”-nitro-L-arginin methyl ester
(L-NAME) eine reversible Blockade, wihrend N®-nitro-L-arginin (L-NNA) eine irreversible
Blockade der NOS hervorruft. Argininanaloga sind allerdings hinsichtlich ihrer Unterscheidung
zwischen der eNOS und der nNOS nicht spezifisch. Selektive Blocker sind derzeit lediglich fiir
die nNOS vorhanden. Diese Hemmstoffe, wie z.B. 7 Nitroindazol (7 NI), sind beziiglich ihrer
Spezifitét jedoch nicht unumstritten (Faraci und Heistad, 1998).

Auf Ebene des cGMP kann die Signaltransduktion durch Hemmung der 16slichen
Guanylatzyklase (sGC) untersucht werden. Die sGC kann durch Substanzen wie Methylenblau
(MB) und 6-anilino-5,8-quinolinedion (LY-83583) blockiert werden. Diese Substanzen weisen
jedoch Nebenwirkungen auf, die ihre Spezifitit einschranken und die Interpretation der damit
durchgefithrten Untersuchungen erschweren. So soll MB die NO-abhéngige Vasodilatation
durch Erzeugung von Sauerstoffradikalen verhindern (Wolin et al., 1990; Marczin et al., 1992;
Kontos und Wei, 1993) und die NOS direkt inhibieren (Mayer et al., 1993). Ebenso gibt es
beziiglich der Wirkung von LY-83583 Hinweise fiir die Generierung von Sauerstoffradikalen
(Gidari et al., 1989; Barbier et al., 1992; Kontos und Wei, 1993) und fiir eine direkte Hemmung
der eNOS (Mulsch et al., 1988).

Eine erst in den vergangenen Jahren entwickelte Substanz, das ODQ (1H-[1,2,4]Joxadiazolo[4,3,-
a]quinoxalin-1-eins) fiihrt dagegen zu einer spezifischen Hemmung der sGC (Garthwaite et al.,
1995; Moro et al., 1996). Neuere Untersuchungen von Feelisch et al. (1999) geben zwar
Hinweise auf eine mogliche Unspezifitit dieses Hemmstoffes. Dennoch bleibt ODQ die derzeit
selektivste Substanz zur Hemmung der sGC und eignet sich vor allem zur Untersuchung der

biologischen Funktionen von cGMP in vitro (Hobbs, 1997).

e Rolle der NOS bei der Regulation des zerebralen Ruheblutflusses

NOS-Inhibitoren senken den zerebralen Ruheblutflull um 15-30% (Iadecola, 1992; Dirnagl et al.,
1993). Diese Abnahme scheint auf einem rein vaskuldren Effekt zu beruhen, da unter NOS-

Blockade keine Abnahme der Glukoseutilisation beobachtet wurde (Iadecola und Xu, 1994).
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Untersuchungen in vivo haben gezeigt, dal die Reduktion des zerebralen Ruheblutflusses unter
dem nNOS-Blocker 7 NI in etwa der Wirkung unspezifischer NOS-Blocker entspricht (Wang et
al., 1995; Okamoto et al. 1997; Lindauer et al., 1999). Diese Daten weisen auf eine signifikante
Beteiligung der nNOS bei der Regulation des Ruheblutflusses hin. Untersuchungen an eNOS
knockout Maéusen konnten jedoch keine Abnahme des zerebralen Ruheblutflusses unter
unspezifischer NOS-Blockade feststellen, so dall eine Beteiligung der eNOS am zerebralen

Ruheblutfluss nicht ausgeschlossen werden kann (Ma et al., 1996; Ayata et al., 1996).

e Rolle der NOS bei der Vermittlung zerebrovaskulirer Antworten

Mit der Identifikation von NO als EDRF wurde innerhalb kurzer Zeit evident, dall NO an der
Vermittlung einer Vielzahl von zerebrovaskulidren Antworten beteiligt ist. Dazu zéhlen u.a. die
Vasodilatation auf Hyperkapnie (Iadecola et al, 1994), extrazelluldre Azidose (Niwa et al.,
1993), Adenosin (Ko et al., 1990), extrazelluldres K (Dreier et al., 1995) sowie die regionale
BlutfluBantwort nach funktioneller Stimulation (Lindauer et al, 1996). Von seinen
Eigenschaften her schien NO ein idealer Kandidat fiir die Vermittlung zerebrovaskuldrer
Antworten zu sein: es wird von Neuronen und von Astrozyten nach glutamaterger Stimulation
freigesetzt, kann frei diffundieren, hat eine kurze Halbwertszeit und ist ein potenter Vasodilatator
(Iadecola, 1993). Dennoch scheint NO an den einzelnen zerebrovaskuldren Antworten keine
einheitliche Funktion zu haben: widhrend NO bei der endothelabhingigen Vasodilatation auf
Acetylcholin vermehrt ausgeschiittet wird und die Vasodilatation vermittelt, scheint fiir die
Vasodilatation auf Azidose lediglich das Vorhandensein eines basalen NO-Spiegels auszureichen
(Iadecola und Zhang, 1996).

Zur Erkldrung der unterschiedlichen Funktionen von NO/cGMP bieten sich zwei Modelle an:

e Das NO/cGMP-System agiert als Mediator der zerebralen BlutfluBantwort: auf ein
Stimulus hin wird NO vermehrt produziert, welches zur glatten Muskelzelle frei
diffundiert. In der glatten GefaBmuskelzelle wird die 16sliche Guanylatzyklase stimuliert
und fiihrt {iber einen Anstieg des cGMP-Spiegels zu einer Vasodilatation des Geféales.

e Das NO/cGMP-System agiert als Modulator/Verstirker der zerebralen BlutfluBantwort:
dabei gewihrleistet der basale NO/cGMP-Spiegel, eine optimale Wirkung der freigesetzten
Mediatoren. Das NO bzw. das c¢cGMP iiben hierbei eine permissive Wirkung aus.
Experimentell bedeutet dieses, dal die unter NOS-Blockade verminderte/aufgehobene
BlutfluBantwort auf exogene Stimuli durch Wiederherstellung des basalen NO/cGMP-

Spiegels erneut ausgelost werden kann.
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In den letzten Jahren wurden diese Hypothesen intensiv untersucht. Es konnte gezeigt werden,
dafl NO bei einer Vielzahl von zerebrovaskuldren Reaktionen eine permissive Funktion innehat.
Untersuchungen aus unserer Arbeitsgruppe haben gezeigt, daBl die unter NOS-Blockade
verminderte funktionelle BlutfluBantwort nach physiologischer Stimulation durch Restitution
eines basalen NO-Spiegels wiederhergestellt werden kann. Die experimentellen Daten weisen
somit darauf hin, dal NO nicht nur bei der Vasodilatation auf Azidose, sondern auch wihrend
funktioneller Aktivierung (neurovaskuldre Kopplung) die Rolle eines Verstirkers/Modulators
einnimmt. Das daran beteiligte NO scheint dabei am ehesten neuronalen Ursprungs zu sein
(Lindauer et al., 1999).

Daneben wirkt NO als Modulator bei der zerebralen Vasodilatation auf extern appliziertes
Kalium in vivo (Dreier et al., 1996) und auf Hyperkapnie/Azidose (Iadecola et al., 1994; Niwa et
al., 1993; Lindauer et al., 2001). Als mdgliche Mechanismen zur Vermittlung dieser Reaktionen
durch NO bzw. cGMP wurde eine Nitrosylierung bzw. Phosphorylierung zellulérer Proteine z.B.
an Kaliumkanélen beschrieben. Die Nitrosylierung bzw. Phosphorylierung zelluldrer Proteine an
Kaliumkanélen fithrt zu einer Konformationsinderung und zu deren Aktivierung. Diese
Mechanismen wurden bisher hauptsdchlich an dissoziierten GefdBmuskelzellen in vitro
beschrieben. Es ist jedoch anzunehmen, dall diese Mechanismen an der Vermittlung der o.g.
zerebrovaskuldren Reaktionen und somit auch an der Vasodilatation auf Azidose eine wichtige
Rolle spielen.

Um einen mdglicherweise allgemeinen Mechanismus der Leitfdhigkeitserhohung von
Kaliumkanélen durch das NO/cGMP-System zu untersuchen, habe ich im Rahmen meiner
Doktorarbeit die extrazellulire Azidose als Modell fiir einen NO-abhédngigen
vasdodilatatorischen Stimulus verwendet und funktionelle Untersuchungen an perfundierten
zerebralen GefdBen durchgefiihrt. Im ndchsten Kapitel wird daher zundchst ein aktueller
Uberblick iiber mogliche Mechanismen der azidotischen Vasodilatation zerebraler Arterien

gegeben.
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1.4. Die Azidose und die zerebrale BlutfluBregulation

Azidotische pH-Verdnderungen gehéren neben der Hypoxie zu den potentesten chemischen
Reizen zur Steigerung der Hirndurchblutung (Paulson et al., 1990). Der Zusammenhang
zwischen einer Azidose und der Vasodilatation zerebraler Gefille wurde erstmals von Gaskell
(1880) beschrieben. Eine Dilatation pialer Gefdae unter Hypoventilation wurde allerdings schon
1841 von Donders in einer Prdparation mit einem kraniellen Fenster beobachtet. Roy und
Sherrington publizierten im Jahre 1890 eine seitdem vielzitierte Arbeit liber die Regulation des
zerebralen Blutflusses. Darin stellten sie die Hypothese auf, dal der zerebrale BlutfluB mit den
metabolischen Erfordernissen des Gehirns korreliert. Azidotische pH-Verdnderungen wurden in
dieser Arbeit als sehr potente vasodilatatorische Stimuli beschrieben. Neben ihrer Bedeutung
unter physiologischen Bedingungen spielt die Azidose auch unter pathophysiologischen
Bedingungen eine wichtige Rolle. So gehdren pH-Veridnderungen zu den ersten Ereignissen
wéhrend einer fokalen zerebralen Ischdmie (Mabe et al., 1983).

Obwohl die Vasodilatation auf Azidose zu den iltesten beschriebenen zerebrovaskuldren
Reaktionen gehort, ist bis heute nicht bekannt, wie die Vasodilatation zerebraler Gefille auf
Azidose vermittelt wird. Die Erforschung der Mechanismen, die der azidotischen Vasodilatation
zerebraler Gefd3e zugrundeliegen, ist aus mehreren Griinden aufschlufireich. Auf der einen Seite
ist die Azidose als NO-abhidngiger Modell-Stimulus zur Aufklirung der Mechanismen der
zerebralen BlutfluBregulation und der neurovaskuldren Kopplung unter physiologischen
Bedingungen relevant. Auf der anderen Seite ist die Identifikation dieser Mechanismen
Voraussetzung dafiir, Storungen der zerebralen Blutflulregulation und der neurovaskuldren
Kopplung unter pathophysiologischen Bedingungen, wie sie z.B. im Rahmen der zerebralen
Ischdimie vorkommen, untersuchen und mdogliche therapeutische Konsequenzen daraus

abzuleiten zu kOnnen.

e Mechanismen der Tonusregulation glatter Muskelzellen unter Azidose

Wihrend der extrazellulire pH-Wert [pH], glatter GefaBmuskelzellen relativ konstant bei
Werten um 7,4 liegt, bewegt sich der intrazelluldre pH-Wert [pH]; in einem Bereich von 7,1-7,3
(Smith et al., 1998). Experimente an zerebralen Arterien haben gezeigt, dall unter Azidose vor
allem ein Abfall des [pH], fiir die Dilatation dieser Arterien verantwortlich ist (Tian et al., 1995).

Die Signaltransduktion beginnend mit der Verdnderung des [pH], bis hin zur Vasodilatation ist
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im Detail noch nicht bekannt. Die gemeinsame Endstrecke pH-induzierter Tonusverdnderungen
ist die Verdnderung der intrazelluliren Ca®"-Konzentration [Ca™']; glatter GefiBmuskelzellen.
Die [Ca®']; wird hauptsichlich iiber spannungsabhingige Kalziumkanile (VOC) reguliert. In der
glatten Muskelzelle existieren mindestens zwei Typen von VOC: Kandle vom T- und vom L-
Typ. Der pH-modulierte Ca**-Einstrom erfolgt iiberwiegend iiber VOC vom L-Typ (Austin und
Wray, 2000). Eine Membranhyperpolarisation korreliert dabei positiv mit einer Inaktivierung der
VOC. Dadurch nimmt der Einstrom von Ca®" ab und fiihrt {iber eine verminderte [Ca*']; zu einer
Tonusabnahme der glatten Muskelzellen. Dieser Mechanismus wird auch fiir die Vasodilatation
zerebraler Arterien auf Azidose vermutet. Elektrophysiologische Daten haben gezeigt, daf3
gleichermaflen unter hyper- und hypokapnischer Azidose eine Membranhyperpolarisation
erfolgt. Die beobachtete Vasodilatation verlduft dabei linear zu der Verdnderung des
Membranpotentials und der pH-Abnahme (Dietrich und Dacey, 1994). Eine lineare
Abhingigkeit zwischen dem GefaBdurchmesser und dem [pH], wurde nicht nur an zerebralen

Gefaflen sondern auch in anderen Gefalbetten beschrieben (Austin und Wray, 1995).

e Azidose und NO

Untersuchungen in vivo haben gezeigt, dall die hyperkapnische Vasodilatation (Iadecola, 1992)
und die Vasodilatation auf extrazellulire Azidose (Niwa ef al., 1993) unter Blockade der NOS
signifikant vermindert sind. Durch Wiederherstellung eines basalen NO- (Iadecola et al., 1994)
und ¢cGMP-Spiegels (Iadecola und Zhang, 1996) konnte die hyperkapnische Vasodilatation in
vivo restituiert werden. Diese Daten weisen auf eine modulatorische Rolle des NO/cGMP-
Systems bei diesen Reaktionen hin. Andere in vivo Studien haben unter hyperkapnischer
Azidose einen erhdhten cGMP-Gehalt vorgefunden. Ein erhohter cGMP-Gehalt deutet hingegen
eher auf eine Mediator-Rolle des cGMP hin (Irikura et al., 1994; Wang et al., 1999). Bei noch
nicht aufgeklarter Signaltransduktion und ausstehenden cGMP-Messungen auf Ebene der glatten
Muskelzellen sprechen diese Befunde nach Ansicht der Autoren jedoch nicht gegen eine
permissive Rolle des cGMP an der hyperkapnischen Azidose (Wang et al., 1999). Experimente
in vitro an der A. basilaris der Ratte haben dagegen keinen Anstieg der cGMP-Konzentration
unter Azidose gefunden und sprechen somit fiir eine permissive Rolle des NO/cGMP-Systems an
der hyperkapnischen Vasodilatation (You ef al., 1994). Die permissive Rolle des NO an der
Vasodilatation auf Azidose wird weiterhin durch funktionelle Untersuchungen an der MCA der

Ratte unterstiitzt (Lindauer et al., 2001). Letztere bilden die Grundlage fiir die funktionelle
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Untersuchung der Rolle des cGMP an der Vasodilatation auf Azidose in der vorliegenden Arbeit.
Das Endothel scheint bei der Azidoseantwort groBer zerebraler Gefale wie der A. basilaris und
der MCA eine untergeordnete Rolle zu spielen (You et al, 1994; Lindauer et al., 2001). An
pialen GefdaBBen, bei denen das Endothel zerstdrt wurde, konnte in vivo eine ebenfalls
unverdnderte Azidoseantwort beobachtet werden (Wang ef al., 1994). Im Bereich der Arteriolen
war dagegen die Azidosereaktivitidt nach Entfernen des Endothels vermindert (Horiuchi et al.,
2002). Diese Daten zeigen, dal bei der Untersuchung von Gefdflen verschiedener
GroBenordnung erhebliche Unterschiede bestehen konnen.

Geht man davon aus, dal das NO/cGMP-System an der Vasodilatation auf Azidose eine
permissive Rolle einnimmt, stellt sich die Frage nach den eigentlichen Mediatoren der
Vasodilatation. Aufgrund der starken Abhéngigkeit der VOC vom Membranpotential kommen
vor allem jene Mechanismen in Frage, die das Membranpotential beeinflussen. Dieses trifft
insbesondere fiir die Kaliumkanéle zu, die wichtige Determinanten des Membranpotentials sind
(Nelson und Quayle, 1995). Experimentelle Daten, die eine Modulation der Kaliumkanile durch
das NO/cGMP-System nahelegen, wurden in unterschiedlichen Systemen in vitro gewonnen. In

diesem Zusammenhang wurden folgende Mechanismen beschrieben:

a)  direkte Modulation von Kaliumkanélen durch Nitrosylierung (Bolotina et al., 1994;
Mistry und Garland, 1998; Plane et al., 1998; Lang et al., 2000 ; Sampson et al.,
2001; Yu et al., 2002)

b) cGMP-abhingige Modulation von Kaliumkanélen durch Phosphorylierung iiber die
cGMP-abhingige Proteinkinase (PKG) (Robertson et al., 1993; Archer et al., 1994;
Fukao et al., 1999)

c¢) indirekte cGMP-abhédngige Modulation der BK¢, iiber eine Modulation der Ca*'-
Sparks (Porter et al., 1998)

Diese Untersuchungen wurden hauptséchlich an dissoziierten GefdBmusklzellen durchgefiihrt.
Eine funktionelle Untersuchung an zerebralen Gefdlen zum Nachweis dieser Mechanismen im

Rahmen der Vasodilatation zerebraler Gefdlle auf Azidose ist bisher jedoch nicht erfolgt.
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e Kaliumkanile an glatten Gefiflmuskelzellen zerebraler Arterien

Das Membranpotential glatter Muskelzellen liegt bei —37,5 bis —55 mV (Dietrich und Dacey,
1994; Knot und Nelson, 1998; Peng et al., 1998) und wird groBtenteils von der Aktivitit der
Kaliumkanile bestimmt. Anderungen des Membranpotentials um nur wenige mV konnen die
Leitfahigkeit der VOC verdndern und erhebliche Auswirkungen auf den Vasotonus haben
(Nelson et al.,, 1990). An glatten Muskelzellen zerebraler Gefifle wurden im wesentlichen
folgende Kaliumkanalfamilien beschrieben: kalziumabhingige Kaliumkanile (Kc¢,), ATP-
sensitive Kaliumkandle (Katp), spannungsabhidngige Kaliumkandle (Ky) und einwirts
gleichrichtende (rektifizierende) Kaliumkanéle der Klasse 2.1 (inward rectifier, K;;) (Nelson und
Quayle, 1995). Die Rolle dieser Kanile bei der zerebralen BlutfluBregulation wird im folgenden
unter Berticksichtigung einer Modulation durch das NO/cGMP-System und ihrer Funktion bei
der azidotischen Vasodilatation besprochen. Die Daten aus der zerebralen Zirkulation, werden
durch Befunde aus anderen Geféafbetten erginzt.

Uber die oben erwiihnten Kaliumkanile hinaus wurden in letzter Zeit weitere Klassen von
Kaliumkanéle beschrieben. Einige dieser Kaliumkanalfamilien, wie z.B. die pH-sensitiven
RACTK 1 Kanéle, wurden an zerebralen Gefdllen des Kaninchens nachgewiesen. Es handelt sich
hierbei um einwiérts gleichrichtende Kanéle, die durch Bariumchlorid gehemmt werden (Suzuki

et al., 1995). Die funktionelle Rolle dieser Kanéle ist im einzelnen jedoch noch nicht bekannt.

Kalziumabhingige Kaliumkanile (Kc,)

Unter den Isoformen dieser Kandle sind in der zerebralen Gefdlregulation vor allem die
schnelleitenden K¢,, auch ,,big* K¢, (BK(,) oder ,,maxi K¢, genannt, von Bedeutung. Die BKc,
bestehen aus einer spannungssensitiven a- und einer Ca®"-sensitiven B1-Untereinheit (Nelson
und Quayle, 1995). Daraus erklirt sich die Spannungs- und Kalziumabhéngigkeit dieser Kandle:
die BKc, werden sowohl durch eine Membrandepolarisation als auch durch lokale
KalziumausstoBe aus dem sarkoplasmatischen Retikulum (Ca”*"-Sparks) aktiviert. Die Regulation
der BK¢, durch Ca**-Sparks wurde erst kiirzlich beschrieben. Ca®"-Sparks werden iiber
ryanodinsensitive Kalziumkanédle aus dem sarkoplasmatischen Retikulum ausgeschiittet und
durch Ryanodinrezptoren reguliert. Die Ca*"-Sparks modulieren ihrerseits die $1-Untereinheit

der BK,, aktivieren diese Kanéle und fiihren {iber die Hyperpolarisation des Membranpotentials
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zur Vasodilatation des Gefédlles (Brenner et al., 2000). Durch die Ndhe des sarkoplasmatischen
Retikulums zur Zellmembran kénnen Ca**-Sparks hohe lokale Kalziumkonzentrationen (10-100
uM) erzeugen. Diese sind ausreichend, um die BK¢, zu aktivieren, sind allerdings zu schwach,
um weiter entfernte Ca®-sensitive Strukturen zu beeinflussenen oder die [Ca®’]; zu erhdhen
(Nelson et al., 1995; Knot et al., 1998). Durch die Offnung der BK, wird das Membranpotential
glatter Muskelzellen hyperpolarisiert und die Aktivitit der VOC gehemmt. Ein einzelner Ca’*-
Spark soll eine Hyperpolarisation von bis zu - 20 mV erzeugen (Ganitkevitch und Isenberg,
1990). Die Frequenz der Ca**-Sparks wird durch zyklische Nukleotide wie cGMP und cAMP
erhoht (Porter et al., 1998) und durch Vasokonstriktoren verringert (Bonev et al., 1997). Die
Ryanodinrezeptoren und somit die Ca*"-Sparks, die durch Erhohung der [Ca”"]; aktiviert werden,
bilden zusammen mit den VOC und den BKc, eine funktionelle Einheit zur Regulation des
GefaBtonus zerebraler Arterien (Jaggar et al., 1998). Diese funktionelle Einheit scheint auch an
humanen Zerebralarterien eine wichtige Rolle zu spielen (Wellman et al., 2002).

Experimentell konnen die BK¢, durch 1 mM Tetraethylammonium (TEA) spezifisch gehemmt
werden. Eine wesentlich hohere Spezifitit weisen Charybdotoxin (CHTX) und Iberiotoxin
(IBTX) in einer jeweiligen Konzentration von 100 nM auf (Nelson und Quayle, 1995).
Funktionell sind die BK¢, groBer Zerebralarterien unter Ruhebedingungen aktiv und am
Ruhetonus beteiligt. Eine Inhibition der BKc, erzeugt eine Hypopolarisation und eine
Vasokonstriktion dieser Gefdf3e (Brayden und Nelson, 1992).

Beziiglich einer Modulation durch NO sprechen experimentelle Befunde sowohl fiir eine direkte
Modulation durch NO als auch fiir eine Modulation auf Ebene des cGMP. Elektrophysiologische
Messungen an glatten Muskelzellen aus der Aorta des Kaninchens konnten eine direkte, cGMP-
unabhingige Aktivierung der BKc, durch NO nachweisen. Als Mechanismus wurde eine
Nitrosylierung von Sulfhydrylgruppen vermutet (Bolotina et al,, 1994). Eine mogliche
Angriffstelle bilden Cysteinreste auf der zytosolischen Seite der a-Untereinheit der BKc,. Diese
wurden an glatten Muskelzellen der Taenia caeci des Schweines identifiziert (Lang ef al., 2000).
Auf Ebene des cGMP wurden Hinweise sowohl fiir eine direkte, als auch fiir eine indirekte
Kanalmodulation gefunden. Eine direkte Wirkung {iber die Phosphorylierung des Kanals durch
die cGMP-abhingige Proteinkinase (PKG) wurde von Robertson et al. (1993) und von Fukao et
al. (1999) beschrieben. Die indirekte Wirkung wird iiber die bereits beschriebene Steigerung der
Frequenz der Ca**-Sparks vermittelt (Porter ef al., 1998). Wihrend die indirekte Wirkung iiber
Ca*"-Sparks die Kanalaktivitit bis auf das dreifache steigern kann, scheint die direkte Wirkung
auf die BK¢, wesentlich geringer zu sein (Jaggar et al., 2000).

Elektrophysiologische Daten weisen darauf hin, da die Leitfdhigkeit der K¢, an glatten
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Muskelzellen von Herzkranzgefalen durch Azidose erhoht wird (Hayabuchi et al., 1998).
Interessanterweise zeigen Hayabuchi et al. (1998), dall die Vasodilatation koronarer Gefa3e auf
Azidose sowohl iiber die K¢, als auch iiber die Ka1p vermittelt wird.

Eine Beteiligung der K¢, an der Vasodilatation zerebraler Gefiae auf Azidose wurde bisher nicht
beschrieben. Dennoch enthélt die Arbeit von Wang et al. (1998) Hinweise auf eine mogliche

Beteiligung der K¢, an der Vasodilatation zerebraler Gefdlle auf Azidose (Siehe Kapitel 5.9).

ATP-sensitive Kaliumkanéle (Karp)

Karp werden durch ATP gehemmt und durch ADP aktiviert. Dadurch kommt den Karp eine
besondere Rolle bei der metabolischen BlutfluBregulation zu. Die Katp bestehen aus einem
Sulphonylharnstoffrezeptor und einem schwach einwérts gleichrichtenden Kanal der Klasse 6.0.
Die Inaktivierung der Karp durch ATP in physiologischen Konzentrationen spricht fiir eine
geringe Aktivitét dieser Kanile unter Ruhebedingungen. Karp werden durch Sulphonylharnstoffe
wie Glibenclamid in einer Konzentration bis zu 10 pM spezifisch blockiert. Zu den Kanaloffnern
der Katp gehoren Cromakalim und Pinacidil (Nelson und Quayle, 1995).

Karp sind Ziel zahlreicher endogener Vasodilatatoren und Vasokonstriktoren (Quayle et al.,
1997). Dabei konnte beobachtet werden, dafl die Wirkung der Vasodilatatoren hauptséchlich
tiber die Produktion von cAMP und letztlich iiber die Proteinkinase A (PKA) vermittelt wird.
Vasokonstriktoren fiihren dagegen zu einer Hemmung der Katp iiber die Proteinkinase C (PKC)
(Quayle et al., 1997). Weiterhin sprechen elektrophysiologische Daten fiir eine Aktivierung der
Karp durch ¢cGMP (Kubo et al., 1994; Murphy und Brayden, 1995). Neben der Modulation
durch cGMP gibt es Hinweise fiir eine direkte pH-Modulation der Kanalaktivitit. Dabei sollen
die Karp durch einen pH-Abfall direkt aktiviert werden (Xu et al., 2001). Funktionelle
Experimente konnten die pH-abhingige Modulation der Katp bestitigen: ein Abfall des
extrazelluliren pH auf 7,2 ging mit einer verminderten Hemmung der Karp durch Lidocain
einher (Kinoshita et al., 2001).

An zerebralen Gefdllen konnte durch Experimente in vivo gezeigt werden, dall die
hyperkapnische Vasodilatation pialer Gefdle unterschiedlicher Spezies unter Glibenclamid
verringert ist (Faraci ef al., 1994; Kontos und Wei, 1996; Rosenblum et al., 2001). Experimente
in vitro an der A. basilaris des Hundes (Kinoshita und Katusic, 1997) sowie an Arteriolen der
Ratte (Horiuchi ef al., 2002) ergaben ebenfalls Hinweise auf eine wichtige Rolle der Karp bei der

azidotischen Vasodilatation.

23



Im Gegensatz dazu haben andere Untersuchungen an der Ratte weder in vitro (Janigro et al.,
1997) noch in vivo (Wahl et al., 1994; Wang et al., 1998, Golding et al., 2000a) Hinweise fiir
eine Beteiligung der Kartp an der Vasodilatation zerebraler Gefdle auf Azidose gefunden. Die
Rolle der Katp an der Vasodilatation auf Azidose ist somit nicht vollstindig aufgeklért und wird

in der Literatur kontrovers diskutiert.

Einwirts gleichrichtende Kaliumkanile (K;;)

Die K; werden durch eine Hyperpolarisation des Membranpotentials aktiviert und weisen einen
einwiérts gerichteten KaliumfluB auf. Sie unterscheiden sich damit wesentlich von anderen
Kaliumkanalfamilien wie z.B. den Kc, und den Ky. Letztere werden durch eine
Membranhypopolarisation aktiviert und weisen einen auswérts gerichteten Kaliumfluf3 auf. Die
Aktivitit der K;; ist vom Membranpotential E,, sowie von der extrazelluldren K"-Konzentration
abhingig. Ein prinzipiell moglicher auswirts gerichteter Kaliumstrom wird unter
physiologischen Bedingungen durch intrazellulire Mg®"-Ionen und spannungs- sowie pH-
abhingig durch Polyamine inhibiert. Die Effektivitét dieser Blockade variiert allerdings mit der
extrazelluldren K -Konzentration [K'].: so kann bei einer unphysiologisch hohen [K]. dennoch
ein Auswiértsstrom durch diese Kanile gemessen werden (Quayle et al. 1997).

An glatten Muskelzellen zerebraler Arterien konnte die Isoform Kj 2.1 nachgewiesen werden
(Nelson und Quayle, 1995). Die K; werden spezifisch durch Bariumionen (Ba*") in einer
Konzentration < 50 uM gehemmt. Diese Hemmung ist spannungsabhéngig und nimmt mit
negativem Membranpotential (E,;) zu (Quayle et al., 1997).

Die Kj; sind an der Aufrechterhaltung des Ruhemembranpotentials und am Ruhetonus zerebraler
GefaBe beteiligt (Quayle et al., 1993). Dieses wurde vor allem an Arteriolen und an kleineren
Arterien beobachtet. Funktionelle Untersuchungen am Hauptstamm der MCA sprechen fiir eine
mogliche Beteiligung der K;; am Ruhetonus auch in diesem GefiBabschnitt (Johnson et al,
1998). Eine Beteiligung der K;; an der Vasodilatation zerebraler Gefdlle auf Azidose ist bisher
nicht beschrieben worden.

Eine wichtige Rolle wurde diesen Kanilen in der neurovaskuldren Kopplung zugesprochen. Eine
Erhéhung der [K']. im Bereich von 5-20 mM fiihrt zur Hyperpolarisation glatter Muskelzellen
und somit zu einer Dilatation zerebraler Arterien (Johnson et al., 1998; Chrissobolis et al., 2000;

Schuh-Hofer et al., 2001). Da bei neuronaler Aktivitit eine Erhohung der [K']. in diesem
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Bereich erfolgt, zdhlen die Kj; zu den potentiellen Vermittler der neurovaskuldren Kopplung

(Zaritsky et al., 2000).

Spannungsabhiingige Kaliumkaniile (Ky)

Ky werden durch Membrandepolarisation aktiviert und sollen bei der Limitierung der
Membrandepolarisation glatter GefaBmuskelzellen eine wichtige Rolle einnehmen. In vitro
durchgefiihrte Studien an isolierten GefdBmuskelzellen der Ratte schreiben den Ky eine
Beteiligung an der Regulation des Ruhemembranpotentials und des basalen Geféltonus zu
(Robertson und Nelson, 1994). Pharmakologisch werden die Ky durch 1 mM 4 Aminopyridin (4
AP) spezifisch gehemmt (Nelson und Quayle, 1995).

An der A. basilaris der Ratte wurden Hinweise fiir eine Modulation der Ky durch das NO/cGMP-
System gefunden (Sobey und Faraci, 1999). Dariiber hinaus sprechen elektrophysiologische
Messungen fiir eine Aktivitdtserhohung der Ky unter extrazelluldrer Azidose (Bonnet et al.,
1991). Eine Beteiligung der Ky an der Vasodilatation zerebraler Arterien auf Azidose wurde in
funktionellen Untersuchungen bisher weder in vivo noch in vitro nachgewiesen. An koronaren
Gefilen sollen dagegen die Ky an der Vasodilatation auf Azidose beteiligt sein (Berger et al.,

1998).
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e Die Na'/K'-ATPase

Die Na'/K'-ATPase ist fiir die Aufrechterhaltung des Membranpotentials glatter
GefaBmuskelzellen verantwortlich und konnte somit an der Regulation des Ruhedurchmessers
und der GefdBreaktivitit teilnehmen (Blaustein, 1993). Die Na'/K'-ATPase kann durch
Herzglykoside wie z.B. durch g-Strophantin (Ouabain) in einer Konzentration von 0,5 mM
gehemmt werden (McCarron und Halpern, 1990).

In der Literatur lassen sich Hinweise fiir eine Beteiligung der Na'/K'-ATPase an der
neurovaskuldren Kopplung finden. So berichten Nguyen et al. (2000) iiber eine Beteiligung der
Na'/K'-ATPase an der Vasodilatation zebralerer Arteriolen auf eine Erhohung der [K']. auf 5-10
mM. Als Mechanismus wird die Aktivierung der Karp als Folge eines ATP-Verbrauchs durch
die Na'/K"-ATPase vermutet.

Weiterhin gibt es Hinweise auf eine Modulierung der Na'/K'-ATPase durch NO. Diese
Modulation soll sowohl {iber einen cGMP-abhédngigen (Rapoport et al., 1985) als auch {iiber
einen cGMP-unabhingigen Mechanismus erfolgen (Gupta et al, 1994). Weiterhin weisen
funktionelle Untersuchungen auf eine mogliche Beteiligung der Na'/K'-ATPase an der

Vasodilatation zerebraler Arterien auf Azidose hin (Toda et al., 1989).
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2. Zusammenfassung und Herleitung der Aufgabenstellung

Die Mechanismen der Vasodilatation auf Azidose sind derzeit nicht vollstindig geklart. Der
Tonus glatter GefiBmuskelzellen hingt von der intrazelluliren Kalziumkonzentration [Ca®']; ab.
Die [Ca]; ist ihrerseits von der Aktivitit spannungsabhingiger Kalziumkanile (VOC) abhingig.
Die Aktivitidt der VOC wird vom Membranpotential bestimmt. Dabei geht eine Membranhypo-
polarisation mit einer Aktivitditszunahme der VOC und einem erhdhten Gefd3tonus einher.Eine
Membranhyperpolarisation hat dagegen eine Inaktivierung der VOC und eine Abnahme des
Gefdlltonus zur Folge (Austin und Wray, 2000). Dieser Mechanismus wird auch fiir die
Tonusinderung zerebraler Gefille wéhrend einer Verdnderung des extrazelluldren pH-Wertes
vermutet: elektrophysiologische Messungen haben gezeigt, dal sowohl die hyperkapnische als
auch die hypokapnische Azidose mit einer Membranhyperpolarisation einhergehen (Dietrich und
Dacey, 1994). Somit gelten jene Faktoren, die das Membranpotential beeinflussen, als potentielle
Kandidaten fiir die Vermittlung der Vasodilatation auf Azidose.

Tierexperimentelle Untersuchungen weisen darauf hin, dafl die Vasodilatation auf Azidose
primdr vom basalen NO-Spiegel abhédngig ist. Dabei nimmt das NO an dieser Reaktion eine
permissive Rolle ein. Eine permissive Rolle wird auch fiir das cGMP, das in der Signalkaskade
auf NO folgt, vermutet. Die bisherigen Untersuchungen in vitro iiber die Rolle des NO/cGMP-
Systems an der Vasodilatation auf Azidose wurden allerdings sowohl auf Ebene des NO als auch
auf Ebene des cGMP an unterschiedlichen Gefia3en verschiedener Spezies durchgefiihrt, so dafl
kein einheitliches Bild vorliegt. Dariiber hinaus weisen die Substanzen Methylenblau und LY-
83583, die bisher zur Blockade der l16slichen Guanylatzyklase verwendet wurden,
Nebenwirkungen auf, welche die Interpretation der Befunde erschweren.

Die Aktivitdt der Faktoren, welche die Vasodilatation zerebraler Arterien auf Azidose vermitteln,
hiangt somit von einem basalen NO-Spiegel ab. Als mogliche Kandidaten fiir die Vermittlung der
Vasodilatation auf Azidose bieten sich die Kaliumkanile glatter GefaBmuskelzellen an. Schon
geringe Anderungen der Kanalaktivitit kdnnen groBe Auswirkungen auf das Membranpotential
und den Tonus glatter GefédBmuskelzellen haben (Nelson und Quayle, 1995). Weiterhin sprechen
viele Hinweise dafiir, dal die Leitfdhigkeit der Kaliumkanéle durch das NO/cGMP-System
moduliert wird. Funktionelle Untersuchungen {tiber die Rolle der Kaliumkanile an der
azidotischen Vasodilatation zerebraler Gefdle haben unterschiedliche, teils widerspriichliche
Resultate erbracht. Diese konnen einerseits auf speziesbedingten Unterschieden beruhen, kdnnen
andererseits durch eine unterschiedliche Kanalexpression und -aktivitit der jeweiligen

Kaliumkanalfamilien in den untersuchten Gefdflbetten bedingt sein. So bestehen beispielsweise
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nicht nur Unterschiede zwischen dem koronaren und dem zerebralen Gefidf3bett, sondern auch
zwischen der Kanalaktivitit unterschiedlicher zerebraler Gefdfle, wie z.B. zwischen den
Arteriolen der A. cerebri media und der A. basilaris (Horiuchi ef al., 2001).

Aufbauend auf vorausgegangenen Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe war es somit Ziel
meiner Doktorarbeit, in einem einheitlichen System an der isolierten und perfundierten A.
cerebri media der Ratte, ein vollstindiges Bild {iber die cGMP-Abhingigkeit der Vasodilatation
auf Azidose und tiber die Rolle der Kaliumkanile an dieser Reaktion zu gewinnen.

Im Einzelnen habe ich mich mit der Untersuchung folgender Hypothesen beschiftigt:

1. Die NO-abhidngige Modulation der Vasodilatation zerebraler Arterien auf
Azidose erfolgt hauptsichlich tiber das cGMP.

2. Die Vasodilatation auf Azidose wird primédr iiber Kaliumkanéle vermittelt.
Dabei 148t sich aus den bisher publizierten Daten vermuten, dal sowohl Katp
als auch K¢, an dieser Reaktion beteiligt sind.

3. Die Na'/K'-ATPase ist an der Vermittlung der Vasodilatation auf Azidose

nicht beteiligt.
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3. Materialien und Methoden

Untersuchungen an isolierten Zerebralarterien haben sich als Modell zur Erforschung von
Regulationsmechanismen der Gehirnperfusion bewéhrt. Wiahrend im Tierexperiment die
beobachtete GefdRdilatation Ausdruck verschiedener, aufeinander abgestimmter und gleichzeitig
ablaufender Prozesse ist, existieren im Modell der isolierten Arterie definierte und
standardisierte Kompartimente. Diese bestehen aus der Arterie selbst und einem dichten
perivaskuldren Nervengeflecht. Dadurch ist eine durch parenchymale Einfliisse ungestorte
Untersuchung der Vasodilatation zerebraler GefiBle auf Azidose mdoglich. Im Gegensatz dazu
kann im Tierexperiment aufgrund der engen Nachbarschaft zerebraler Gefdlle mit der Neuroglia
und den Neuronen nur schwer zwischen metabolischen, neuronalen und astrozytiren Einfliissen
auf das untersuchte Gefil unterschieden werden. Die Uberschaubarkeit der gegebenen Faktoren
in vitro erlaubt eine optimale Standardisierung der Untersuchungsbedingungen und die
Identifizierung der auf den glatten GefaBmuskelzellen einwirkenden Faktoren. Bei der
Untersuchung isolierter Arterien haben sich zwei grundsitzliche Untersuchungstechniken
etabliert: Untersuchungen an nichtperfundierten, ringformigen Arteriensegmenten und
Untersuchungen an perfundierten Arterien. Die Unterschiede zwischen diesen beiden Ansétzen
werden im Kapitel 3.3 besprochen.

Die Ergebnisse meiner Doktorarbeit habe ich an perfundierten Zerebralarterien der Ratte

gewonnen. Dabei habe ich ausschlieBlich den Hauptstamm der A. cerebri media verwendet.

3.1. Modellbeschreibung

Ziel dieses Modells ist, experimentelle Bedingungen zu schaffen, die eine physiologische
Gefialreaktivitit der Arterien gewdhrleisten. Voraussetzung fiir das Experiment ist eine
moglichst sorgfiltige Préparation eines ca. 1 cm langen Abschnittes aus dem Hauptstamm der
MCA. Nach der Priparation (Kap. 3.2) wurde die Arterie mittels einer Pipette in die
Arteriographenkammer iibertragen, die mit eisgekiihltem, physiologischen Puffer gefiillt war.
Dort wurde sie auf den darin befindlichen Glaskapillaren aufgezogen (Abbildung 1). Um ein
Abrutschen von den Glaskapillaren zu vermeiden, wurde die Arterie mit einem 10/0
Operationsfaden befestigt. Das zwischen den Kapillaren befindliche MCA-Segment sollte eine
Lénge von ca. 1 mm haben, um eine einwandfreie Gefdfreaktivitdt entwickeln zu kdnnen (Bryan

et al., 1996). Neben der Lange spielen abzweigende Arterienabginge eine wichtige Rolle. Diese
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erzeugen im Versuchsablauf einen intraluminalen Druckabfall und gefdhrden die Reaktivitét der
Arterien. Neben der Auswahl eines geeigneten Arteriensegments konnen, abzweigende
Arterienabgénge mit einem Operationsfaden abgebunden werden. Der MCA-Gefd3stamm hat
eine optimale Reaktivitdt bei einem intraluminalen Druck von 60 - 120 mm Hg. Dieser Druck
entspricht den physiologischen Gegebenheiten (Golding ef al., 1998).

Die an den Kapillaren befestigte Arterie wurde anschlieBend durch das Anheben des Inflow- und
des Outflow-Behilters einem steigenden intraluminalen Druck ausgesetzt. Der intraluminale
Druck wurde dabei innerhalb von 15 Minuten auf 80 mm Hg angehoben. Der in die
Arteriographenkammer einstromende Puffer hatte eine Temperatur von ca. 4 °C. Dadurch war
der GefdaBmetabolismus reduziert, sodass die Arterie druckpassiv gedehnt wurde. Um eine
Erwédrmung des Puffers in der Arterienkammer (extraluminales Bad) zu vermeiden, wurde dieser
mit frisch gekiihlter Pufferlosung kontinuierlich ausgetauscht.

Nach Aufbau des intraluminalen Druckes wurde der DurchfluBerhitzer eingeschaltet und der
extraluminale Puffer auf 37° C erwdrmt. Darunter entwickelten die Arterien einen spontanen
Gefalmuskeltonus. Der GefdBdurchmesser verringerte sich dabei auf Werte, die mindestens 20
% unterhalb des maximalen Durchmessers lagen. Diese spontane Reaktion erfolgte ohne Zugabe
von Vasokonstriktoren und entspricht der im Rahmen der Autoregulation beschriebenen
myogenen Reaktion. Sie wurde als Hinweis auf eine intakte GefaBreaktivitit gewertet. Die
urspriinglich von Dacey und Duling (1982) beschriebene Methode wurde von Bryan et al. (1996)
zu der nun vorliegenden Form modifiziert. In unserem Labor wurde die Methode
weiterverdndert. Dabei wurde die verwendete Pufferlosung in Anlehnung an Duling und Rivers
(1986) mit MOPS (3-[N-Morpholino]propanesulfonic acid) gepuffert. Zur intraluminalen
Pufferlosung wurde 1% bovines Serumalbumin hinzugegeben. Die Zugabe von Serumalbumin
dient der Integritit der endothelialen Zellen und der luminalen Matrix (Duling und Rivers 1986).
Wihrend des Versuches wurde der Arteiograph auf ein inverses Mikroskop gestellt. Uber eine
daran angeschlossene CCD-Kamera wurden kontinuierlich Bilder von der Arterie aufgenommen
und auf den Bildschirm tibertragen. Der Arteriendurchmesser wurden unter Ruhebedingungen
sowie 1, 5 und 10 Minuten nach Einwaschen der azidotischen Pufferlésung am Bildschirm
gemessen. Als Messparameter diente der innere Durchmesser der Arterie. Die Messungen
wurden als online-Analyse am Bildschirm durchgefiihrt. Die Kamera war an einem Computer
angeschlossen, auf den die Arterienbilder gespeichert wurden. Dadurch war es moglich, bei

Bedarf die Bilder einer spiteren Analyse zu unterziehen.
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Abbildung 1 Experimenteller Aufbau

Erkldrung :  Der Arteriograph besteht aus einem intraluminalen und einem extraluminalen
Kreislauf. Der intraluminale Kreislauf ist ein offenes Kreislaufsystem, wéhrend der
extraluminale Kreislauf ein in sich geschlossenes Kreislaufsystem darstellt.

Aufgabe des intraluminalen Kreislaufs ist es, eine intraluminale Perfusion mit konstantem Druck
und konstantem Durchflull zu erzeugen. Der Mitteldruck lag bei 80 mm Hg und wurde durch das
Anheben der VorratsgefiBen mit der intraluminalen Pufferlosung erreicht. Der entstehende
hydrostatische Druck wurde kontinuierlich gemessen. Um physiologische Verhéltnisse zu
erzeugen, wurde das Outflowgefill soweit angehoben, dafl der Durchflufl ca. 0,1 ml/min oder 6
ml/h betrug. Im extraluminalen Kreislauf wurde der auf 37° C equillibrierte Puffer von der
Umwiélzpumpe kontinuierlich ausgetauscht. Der experimentelle Aufbau ermdglicht Pharmaka

unabhingig voneinander extra- und intraluminal ein- und auszuwaschen.
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3.2. Préparation der Arterie

Die Wistar-Ratten wurden mit 4 % Halothan narkotisiert. Das Erreichen der gewiinschten
Narkostiefe wurde durch das Ausbleiben der Stellreflexe beurteilt. AnschlieBend wurden die
Tiere mittels einer speziellen Kleintierguillotine dekapitiert. Das Fell und die Kopfschwarte
wurden mit einem Skalpell entlang der Sagittallinie aufgetrennt. Die Nackenmuskulatur sowie
der vertikale Anteil der Okzipitalschuppe wurden mit einem Rongeur abpripariert. In der
entstehenden Offnung wurden Halsteadklammern zur Erdffnung des Neurokraniums eingefiihrt
und die Kalotte durch lateralen Druck erdffnet. Mit einer Semkenpinzette wurde das Gehirn vom
Hirnstamm aus vorsichtig mobilisiert, von der Schiddelbasis geldst und in eine mit 4°C kaltem
Albuminpuffer gefiillten Petrischale iibertragen. Das Gehirn wurde darin vollstdndig vom Puffer
bedeckt.

Unter einem Préparationsmikroskop wurde, vom Circulus arteriosus Willisii ausgehend, die A.
cerebri media (MCA) iiber eine Lénge von ca. 20 mm entfernt. Es wurde ein ca. 1,5 cm langes
Stiick der MCA entnommen, in eine mit frischem Puffer gefiillten Petrischale iibertragen und aus
der pialen Scheide stumpf herausprépariert. Dabei wurde darauf geachtet, die Arterie nicht zu
verletzen, da jede Beriihrung der Arterie mit den Pinzetten mechanische Schiden hinterlassen
kann. Diese beeintrichtigen nachhaltig die Reaktivitdt der Arterie und machen sie fiir den
Versuch unbrauchbar (Duling und Rivers, 1986). Fiir die durchgefiihrten Versuche habe ich
iblicherweise nur eine Arterie pro Ratte verwendet. Wenn im Einzelfall beide Arterien genutzt

wurden, so sind sie fiir unterschiedliche Studien verwendet worden.

3.3. @Grunde fir die Wahl des Modells

Wie schon eingangs erwihnt, besteht in vitro grundsitzlich die Moglichkeit, Arterien als
perfundierte GefaBle oder als vorkontrahierte ringformige GefdBstiicke zu untersuchen. In der
Literatur findet man oftmals Untersuchungen zum selben Thema, die sowohl mit der einen, als
auch mit der anderen Methode duchgefiihrt wurden. Es erscheint deshalb wichtig, die
grundsétzlichen Unterschiede zwischen diesen am weitesten verbreiteten Methoden zu erldutern.

Untersuchungen an nicht perfundierten Arterienringen sind isometrische Versuchsanordnungen.
Dabei werden bei einer eingestellten Vordehnung Verdnderungen der Zugspannung auf
unterschiedliche Stimuli gemessen. Arterienringe bilden im Gegensatz zu perfundierten Arterien

keinen myogenen Spontantonus aus. Sie werden daher z.B. mit Prostaglandin F,, vorkontrahiert
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und unter Zugspannung gesetzt. Durch die Zugspannung kommt es nachfolgend zu einer
langsamen Erhohung der GefdBmuskelspannung. Der entscheidende Faktor bei dieser
Versuchsanordnung ist somit die Linge des vorgedehnten Gefafmuskels.

Im Gegensatz dazu entwickeln perfundierte Arterien bei Anhebung des intraluminalen Druckes
einen myogenen Spontantonus. Der intraluminale Druck bleibt dabei iiber die Versuchsdauer
konstant (isobare Bedingungen). Es wird vermutet, dafl unter isobaren Bedingungen die
Wandspannung der entscheidende Faktor der myogenen Antwort ist. Der myogene Spontantonus
ist auf eine Membrandepolarisation mit nachfolgender Offnung spannungsabhiingiger
Kalziumkanéle zuriickzufiihren (Knot und Nelson, 1998).

Aus den unterschiedlichen Versuchsanordnungen ergeben sich funktionelle Unterschiede. So
zeigen isometrische  Versuchsanordnungen maximale GefiBBmuskelantworten  unter
Vordehnungen, die nach Meinung einiger Autoren nicht physiologisch sind. Isobare
Versuchsanordnungen zeigen dagegen maximale Konstriktionen (GefaBmuskelantworten) bei
viel geringeren, physiologischen GefiBmuskeldehnungen (Ubersicht bei Davis und Hill, 1999).
Weiterhin zeigen Untersuchungen an Gefdlen mit vergleichbaren Durchmessern aus dem
gleichen Gefélbett, dal die GefdBe in den zwei Priparationsformen eine unterschiedliche
Sensitivitdt auf Vasokonstriktoren aufweisen (Falloon et al., 1995), die sich auch auf Ebene des
Membranpotentials widerspiegelt (Schubert et al., 1996).

Die Methode der perfundierten isolierten Arterie bietet auBBerdem iiber die Trennung der intra-
und extraluminalen Perfusion die Mdglichkeit, Stimuli in diesen Kompartimenten getrennt zu
applizieren und deren Wirkung zu untersuchen. Dariiber hinaus ist bei dieser Versuchsanordnung
kein exogener Konstriktor nétig. Ein exogener Konstriktor konnte die GefaBantwort auf den
applizierten Stimulus beeinflussen und miisste bei der Interpretation der Daten beriicksichtigt
werden. Weiterhin konnte gezeigt werden, dafl die NO-haltigen perivaskuldren Nerven nach der
Priparation erhalten bleiben und einen funktionell bedeutsamen NO-Spiegel generieren (Ignacio
et al., 1997; Lindauer et al., 2001). Somit erscheint das in dieser Arbeit gewéhlte isobare System
insgesamt der physiologischen Situation eher zu entsprechen und somit zur Beantwortung der

aufgestellten Hypothesen besser geeignet zu sein.
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3.4. Materialien und Erlduterungen

Tiere:
Zuchter:

Haltung:

Ratte, Wistar, minnlich, 270-300 gr.
Charles River Laboratories, D-97633 Sulzfeld

die Ratten haben freien Zugang zu Futter und Wasser, konventionelle Haltung in der

Tierhaltung der Experimentellen Neurologie, Charité

Totungsanzeige Nr. T 0032/99

Futter:
Puffer:

Alleinfuttermittel fiir Haltung, keimarm, Altromin GmbH, 32791 Lage
extraluminal: 3 mM MOPS (3-[N-Morpholino]propanesulfonic acid), 144 mM NaCl,

3 mM KCl, 2,5 mM CaCl,, 1,5 mM MgSOy4, 1,21 mM NaH,PO, 0,02 mM EDTA, 2
mM Pyruvat, 5 mM Glucose

intraluminal: wie extraluminal, zusatzlich 1 % Albumin, Bovine Fraction V

alle Substanzen wurden von der Firma Sigma bezogen

Der untitrierte Puffer hat einen pH-Wert von ca 6,80. Fiir den Versuch wurde der Puffer auf pH

7,4 +/- 0,05 mit 0,1 M NaOH titriert. Fir die Azidoseversuche wurde der extraluminale Puffer

auf einen pH-Wert von 7,0 = 0,05 eingestellt.

pH-Messung:
OP-Mikroskop:
OP-Lampe:

Narkose

Préparationsbesteck:

Arterienkammer:

Verbindungsschlduche:

Kapillaren:
Kapillaren-Puller:
‘Umwilzpumpe

Anschliisse:

AVL Compact 2

Leica Wild M3 Z

Leica KL 1500 electronic

Halothan ASID, W. Rusch Hospital Vertriebs GmbH, Boblingen
Narkosesteuerung auf 4 % Halothan und 96 % Sauerstoff durch
Halothan Vapor 19.3 von Driagerwerk AG, Liibeck, Narkosetopf der
Firma Schott

Guillotine: Stoelting, Wood Dale, Illinois, USA

Knochenzange: Rongeur nach Friedman-Pearson

Arteriograph, Living Systems, Burlington, Vermont, USA

C-Flex von Cole-Parmer

K-series borosilcate glass capillaries, Kwik-Fil ™ von WIP

Sutter Instrument Co., Model P-97

Masterflex-Pumpe L/S Cole-Parmer, economy drive

Masterflex-Schlduche C-Flex 6424 GroB3e 16 von Cole-Parmer
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Druckmesser: Hellige Servomed

Mikroskop: inverses Mikroskop: Leika Leitz DM IL

Kamera: JVC 3 CCD

Bildschirm: Sony Trinitron

Bildverarbeitung: Lion Eletronics Pentium 1/233 MHZ, Video-Capturix 2.1

3.5. Versuchsablauf und verwendete Substanzen

Vor jedem Versuch wurde die Reaktivitdt der untersuchten Arterien auf standardisierte Stimuli
getestet um zu gewihrleisten, dal die GefdBreaktivitéit nicht durch die Préparation beeintrichtigt
wurde. Dieses geschah durch Erhhung der extraluminalen K'-Konzentration auf 20 mM und
durch Erfassung der Vasodilatation auf Azidose. Der weitere Versuchsablauf ist im Abschnitt
3.6 (Experimentelles Paradigma) fiir jede Reihe graphisch dargestellt.

Alle im folgenden aufgefiihrten Substanzen wurden, soweit nicht anders vermerkt, von der Firma
Sigma bezogen und in aqua bidest gelost. Die Substanzen wurden extraluminal appliziert und
tiber 20 Minuten eingewaschen. AnschlieBend wurde die Dilatation auf Azidose erneut getestet.
Wie unter Kontrollbedingungen wurde der Gefialldurchmesser nach 10miniitiger Azidose
gemessen.

In den Reihen 2, 4, 8, 9, 10 und 14 wurde Ethanol in einer Konzentration von 1 %o als
Losungsmittel verwendet. Um einen EinfluB des verwendeten Losungsmittels auszuschlieBen,
wurden Kontrollexperimente mit 1 %o Ethanol durchgefiihrt. Sie sind im Ergebnissteil in der
Tabelle 6 zusammengefalit.

Weiterhin wurde das Vorhandensein von K¢, und Karp sowie die Wirksamkeit der spezifischen
Blockade durch 1 mM TEA und durch 10 uM Glibenclamid funktionell durch Applikation der
jeweiligen spezifischen Kanaloffner der K¢, und der Karp getestet. Das Vorhandensein von K¢,
und die Wirksamkeit der spezifischen Blockade durch 1 m M TEA wurde mit dem Kanal6ffner
NS-1619 (Research Biochemical International) untersucht. NS 1619 wurde in einer
Konzentration von 10 uM verwendet. Die Ergebnisse sind in der Tabelle 8 aufgefiihrt. Das
Vorhandensein von Karp und deren spezifische Blockade durch 10 uM Glibenclamid wurde
durch die Applikation von Pinacidil getestet. Pinacidil wurde in einer Konzentration von 10 uM
verwendet. Die Ergebnisse sind in der Tabelle 10. aufgefiihrt. Beide Kanal6éffner wurden in

Ethanol gelost. Ethanol wurde in einer Endkonzentration von 1 %o verwendet.
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Reihe 1  Repetitive Azidosereaktionen

Repetitive Azidosereaktionen wurden unter Normalbedingungen durchgefiihrt um zu {iberpriifen,

ob der Ruhedurchmesser und die Azidosereaktivitdt im Versuchsablauf konstant bleiben.

Reihe 2 Azidosereaktion vor und nach Inhibition der loslichen Guanylatzyklase mit

SuM ODQ und anschliefender Restitution durch 30pM 8 Br-cGMP

Zur Hemmung der 16slichen Guanylatzyklase wurde ODQ (Research Biochemical International)
verwendet. Die verwendete Dosis von 5 pM entspricht den Literaturangaben, die je nach
Praparation und Gefidfibett eine wirksame Dosis von 3 - 10 uM ODQ angeben (Sobey und
Faraci, 1997a; Feelisch ef al., 1999; Sun et al., 2000). Die Substanz wurde flir das Experiment in
1%o0 Ethanol (ETOH) gelost. Die Gesamteinwirkzeit der Substanz betrug 20 Minuten.
AnschlieBend wurde die Vasodilatation auf Azidose gemessen. Die Wiederherstellung des
cGMP-Spiegels unter fortdauernder Enzymblockade erfolgte mit 30 uM 8 Br-cGMP (8-
Bromoguanosin 3°,5'-zyklisches Monophosphat), das fiir 20 Minuten eingewaschen wurde.
AnschlieBend wurden der Ruhedurchmesser und die Azidosereaktivitit erneut gemessen. Als
Hinweis auf einen vollstindig wiederhergestellten basalen cGMP-Spiegel wurde das
Wiedererreichen des Ruhedurchmessers unter Kontrollbedingungen gewertet.

Weiterhin wurden Kontrollversuche mit dem Losungsmittel (1 %o ETOH) durchgefiihrt, um

einen Einflufl des Vehikels auf die Gefaf3dilatation unter Azidose auszuschlieBen.

Reihe 3  Untersuchung der Vasodilatation der MCA auf Azidose unter Hemmung der

Ca’*-abhiingigen Kaliumkanile (Kc,) mit 1 mM Tetraethylammonium (TEA)

Kanile der Kc,-Familie werden durch TEA in einer Konzentration von 1 mM spezifisch
inhibiert. Unter dieser Konzentration kommt es zu einer wirksamen Inhibition der K¢,, ohne daf}
andere Kaliumkanaltypen betroffen sind (Quayle et al., 1995; Nelson und Quayle, 1995). Dabei
liegt die Konzentration sowohl fiir eine wirksame als auch fiir eine selektive Hemmung der K¢,
in engen Grenzen: Konzentrationen unter | mM sollen zu einer unvollstdndigen Blockade der

Kca fiihren (Nelson und Quayle, 1995), wihrend Konzentrationen > 1 mM TEA eine
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unspezifische Inhibition weiterer Kaliumkanédle bewirken. Dabei sollen unter einer
Konzentration von > 1 mM TEA die Karp (Quayle ef al., 1995 und 1997), moglicherweise aber
auch die Ky gehemmt werden (Nelson und Quayle, 1995).

Reihe 4  Untersuchung der Vasodilatation der MCA auf Azidose unter Hemmung der

ATP-sensitiven Kaliumkanile (Karp) durch 10 pM Glibenclamid (Glib)

Glibenclamid wurde von der Firma Research Biochemical International bezogen und fiir die
Experimente in 1 %o Ethanol (ETOH) gelost. Kandle der Karp-Familie werden in
Konzentrationen von bis zu 10 uM Glibenclamid spezifisch blockiert (Quayle et al., 1995). Die
Konzentration fiir eine 50 %ige Hemmung der Katp betrigt je nach Gefd3bett zwischen 20 nM
und 3 puM. Die unterschiedliche Ansprechbarkeit ist moglicherweise auf das Vorkommen
verschiedener Isoformen der Karp in den untersuchten Préparaten zuriickzufiihren (Zhang und
Bolton, 1996). Elektrophysiologische Studien an zerebralen Gefdflen konnten zeigen, daf3 die
Karp durch 10 uM Glibenclamid spezifisch gehemmt werden (Kleppisch und Nelson, 1995). In
dieser Konzentration soll Glibenclamid die Leitfdhigkeit anderer Kaliumkanalfamilien nicht
beeinflussen (Nelson und Quayle, 1995). Konzentration von bis zu 10 uM Glibenclamid wurden
daher zur Hemmung der Katp in einer Vielzahl von funktionellen Studien an zerebralen Arterien
verwendet (Petersson et al., 1997; Toyoda et al, 1997; Zimmermann et al, 1997; Johnson et al,

1998; Najarian et al., 2000).

Reihe 5 Untersuchung der Vasodilatation der MCA auf Azidose unter Hemmung der
einwiirts gleichrichtenden Kaliumkanile (Ki) mit 40 pM und mit 100 pM
Bariumchlorid (BaCl,)

Kanile der K;-Familie werden gemél} Literaturangabe in einer Konzentration < 50 uM BaCl,
spezifisch blockiert (Nelson und Quayle, 1995; Knot et al., 1996). In unseren Experimenten
konnte die Vasodilatation auf 20 mM K", die alleinig iiber Kj; vermittelt wird (Johnson et al.,
1998) durch 40 uM BaCl, nicht aufgehoben werden. Es ist somit davon auszugehen, dal} die
Blockade der Kj nicht vollstindig war (siehe Diskussion Kapitel 5.6). Deshalb wurde eine
zweite Experimentenreihe mit einer Konzentration von 100 uM BaCl, durchgefiihrt. Diese

Konzentration erzeugte eine verldBliche Blockade der Kj-vermittelten Dilatation auf 20 mM K".
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Reihe 6  Untersuchung der Vasodilatation der MCA auf Azidose unter Hemmung der

spannungsabhingigen Kaliumkanile (Ky) mit 1 mM 4 Aminopyridin (4 AP)

Kanile der Ky-Familie werden spezifisch durch 1 mM 4 AP gehemmt. In dieser Konzentration
soll die Leitfahigkeit der Kc,, Katp und Kj; durch 4 AP nicht beeintrdchtigt werden (Knot und
Nelson, 1995).

Reihe 7  Untersuchung der Vasodilatation der MCA der Ratte unter Inhibition der
Na'/K'-ATPase durch 1 mM Ouabain.

Die Na'/K'-ATPase wurde durch Ouabain in einer Konzentration von 1 mM spezifisch gehemmt

(McCarron und Halpern, 1990; Johnson et al., 1998).

Reihen 8-14: Untersuchung der Azidosereaktivitit unter gleichzeitiger Hemmung von zwei

Kaliumkanalfamilien

In diesen Reihen wurde bis auf die Reihe 9 dieselben Substanzen und Konzentrationen wie in
den Reihen 3-6 verwendet. In der Reihe 9 wurde zur Charakterisierung der beteiligten Kc,-
Untergruppe Charybdotoxin in einer Konzentration von 100 nM verwendet. Dieser Blocker gilt

als hochselektiv fiir die Blockade der BK¢, an GefdBmuskelzellen (Nelson und Quayle, 1995).
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3.6. Experimentelles Paradigma

Reihe 1: Kontrollen

| |t N N

Azidose unter Blockade der sGC und Restitution mit 8 Br-cGMP

Reihe 2: ODQ+cGMP

[ Mourolle | | | opQ | | |obQueowe | |

Azidose unter Kaliumkanalblockade
Reihe 3: TEA
| Kontrolle | | | A | | |

Reihe 4: Glibenclamid

T
Reihe 5: BaQl,

ot [0 [ ]]
oot [ ] Jobvimea]0k] [0 ]
Reihe 6: 4 AP

ey T

o |
[ ] pH74 i 2 "
|:| pH7,0

Abbildung 2 Versuchsablauf und verwendete Substanzen (a)
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Azidose unter Blockade der Na/K-ATPase

Reihe 7: Ouabain

| Kontrolle | | | Ouabain | | |

Azidose unter Kaliumkanalkombinationsblockade

Reihe 8: Glib+TEA

| Konwolle | |  |Gib+TEA| | Gib+TRA| |

Reihe 9: Glib + CHIX

| Kontrolle | | |Giib + CHTX] | |

Reihe 10: Glib +BaCl,

| Kontrolle | | | Baa, | | |Baq,+Gib|

Reihe 11: TEA +BaCl,
Reihe 12: TEA +4 AP

Kontrolle | |  [TEA+BaQ, | | TEA|TEA+4AP|

Reihe 13: 4 AP +BaQl,
Reihe 14: 4 AP+ Glib

| Kontrolle | |  [4AP+Baq,] |  [4AP|4aP+Gib]

[ ] pH74 1
|:| pH7,0

Abbildung 3 Versuchsablauf und verwendete Substanzen (b)

(h]
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3.7. Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte mittels einer Varianzanalyse (ANOVA) fiir wiederholte
Messungen und wurde bei statistisch signifikanten Unterschieden (P < 0.05) durch einen post
hoc Test nach Bonferroni ergidnzt. Dieser Test wurde zur Beurteilung der GefaBdurchmesser
wiéhrend Azidose sowie fiir die Beurteilung der Ruhedurchmesserveranderungen unter Zugabe
der Kaliumkanalhemmer verwendet. Daten, die keine Normalverteilung aufwiesen, wurden
mittels einer nichtparametrischen Friedmanschen Varianzanalyse nach Ridngen getestet und bei
statistisch signifikanten Unterschieden (P < 0.05) mit einen post hoc Test nach Student-
Newman-Keuls untersucht. Fiir den Vergleich einzelner Datenreihen, wie z.B. fiir den Vergleich
der Azidosereaktivitdt aus den Reihen 3, 8, 9 und 11 wurde eine Varianzanalyse (ANOVA) fiir
unabhingige Stichproben durchgefiihrt, die bei statistisch signifikanten Unterschieden (P < 0,05)
von einem post hoc Test nach Student-Newman-Keuls gefolgt wurde. Alle statistischen
Auswertungen erfolgten mit dem Statistikprogramm SigmaStat Version 2.03 der Firma SPSS.
Bei der Auswertung der Daten stellte sich die Frage, ob die beobachtete Verminderung der
Vasodilatation auf Azidose in den einzelnen Reihen gleich stark oder unterschiedlich stark
ausgepriagt war. Die alleinige Berilicksichtigung eines verminderten GefaBdurchmessers in
Mikrometer unter Kaliumkanalblockade bertlicksichtigt nicht die Tatsache, dass die
Azidosereaktivitdt unter Kontrollbedingungen in den einzelnen Reihen unterschiedlich ausfallen
kann. Dieses beruht auf natiirlich vorkommenden Schwankungen, die in einem biologischen
System gegeben sind. Damit ist die Moglichkeit eines systematischen Fehlers gegeben
(Vergleich abhéngiger Daten). Um die Azidosereaktionen der einzelnen Kaliumkanalreihen
miteinander vergleichen zu konnen, wurde die prozentuale Azidosereaktivitit unter
Kontrollbedingungen und unter Kaliumkanalblockade berechnet.

Hiermit wurde die Azidosereaktivitit (A) als Prozentangabe der maximalen Dilatation nach der

Formel von Horiuchi ef al. (2002) berechnet:

A = [(Dpu7,0-Dp17.4)/(Dmax-Dprz.4)] x 100
Dmax reprisentiert dabei den maximalen Gefia3durchmesser unter 80 mm Hg vor Erwdrmung der
Pufferlosung (= maximale passive Dehnung), Dpu74 und Dph7o die Durchmesser der Arterie

unter pH 7,4 und pH 7.,0.

Die Reduktion der Azidosereaktivitit wurde als Verhéltnis der Azidosereaktivitit (A) unter
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Kontroll- und unter Versuchsbedingungen berechnet und in Prozent angegeben. Es wurde dabei

folgende Formel benutzt:

Reduktion der Azidosereaktivitiat = (Agjocker / AKontrolle) X 100

Akontrolle Und Agjocker Stehen dabei fiir die Azidosereaktivitit unter Kontrollbedingungen und unter

Kaliumkanalblockade.
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4. Ergebnisse

4.1. GQGutekriterien einer intakten Vasoreaktivitit

Nachdem das GefdB pripariert und aufgespannt wurde, erfolgte eine Anhebung des
intraluminalen Druckes auf 80 mm Hg. Der extraluminale Puffer in der Arteriografenkammer
wurde kontinuierlich mit frisch gekiihltem Puffer ausgetauscht. Die Arterie wurde dabei
aufgrund des gekiihlten intra- und extraluminalen Puffers druckpassiv gedehnt. Ein
druckindizierter Spontantonus der glatten Muskulatur konnte aufgrund des reduzierten
Metabolismus nicht erfolgen. Experimentelle Daten zeigen, dass der Durchmesser, der unter
diesen Umstidnden gemessen wird, mit dem Durchmesser, der sich unter 10 pM Papaverin
einstellt, und dem GefaBBdurchmesser, der unter kalziumfreien Bedingungen gemessen wird,
vergleichbar ist (Dietrich et al., 1994; Golding et al., 1998; Knot und Nelson, 1998). Somit kann
der GefaBBdurchmesser, der unter gekiihlten Bedingungen (4° C) und einem intraluminalen Druck
von 80 mm Hg gemessen wird, als maximaler GefaBdurchmesser verstanden werden.
AnschlieBend wurde das Wasserbad in Betrieb gesetzt. Die Arterien wurden iiber mindestens 45
Minuten mit 37° C warmen Puffer equilibriert. In dieser Zeit bauten die Gefdfle einen myogenen
Spontantonus auf. Der GefdBdurchmesser lag anschlieend bei ca. 53 % des Ausgangswertes.
Der Tonusaufbau (1. Giitekriterium) und die nachfolgende Dilatation auf 20 mM K™ (2.
Giitekriterium) sind allgemein anerkannte Vasoreaktionen und wurden zur Feststellung einer
intakten Reaktivitit vor jedem Experiment durchgefiihrt (Bryan et al., 1996; Johnson et al.,
1998). Sie sind in der Tabelle 1 zusammengefasst. In der Tabelle 1, wie auch in allen darauf
folgenden Tabellen, sind die Mittelwerte und die dazu gehorigen Standardabweichungen
aufgefiihrt.

Als drittes und fiir das Ziel der vorliegenden Doktorarbeit wichtigstes Kriterium zur Beurteilung
einer funktionellen Unversehrtheit der aufgespannten Arterien wurde, basierend auf
Voruntersuchungen unserer Arbeitsgruppe, eine mindestens 20%ige Vasodilatation auf Azidose
(pH 7,00 + 0,05) aufgestellt. Der Zeitraum fiir die Einstellung einer stabilen Geféfdilatation
betrug fiir diese wie fiir alle iibrigen durchgefiihrten Messungen 10 Minuten (siehe Tabelle 2).
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Tabelle 1 Zusammenfassung der Giitekriterien 1. und 2. aus den Reihen 1-14

n=90

Maximaldurchmesser 252 £29 um
Ruhedurchmesser 132+ 13 pm
Vasodilatation auf 20 mM K" 187 + 34 pm
Dilatation auf 20 mM K in pm 57+31
Dilatation auf 20 mM K" in % 43 +24

4.2. Zeitkontrollen

Reihe 1  Repetitive Azidosereaktionen

Um die Vergleichbarkeit der einzelnen aufeinander folgenden Reaktionen beurteilen zu konnen,
wurde eine Grundreihe repetitiver Azidoseantworten durchgefiihrt. Insgesamt wurde die
Vasoreaktivitdt auf vier aufeinander folgenden pH-Absenkungen (7,00 £ 0,05) in einem Intervall
von 20 min und {iber einen Zeitraum von 10 min getestet. Dazwischen wurde das Gefal3 bei pH
7,40 = 0,05 fir 20 Minuten equilibriert. Der GefaBdurchmesser kehrte darunter zum
Ausgangswert zurlick. Die erste Reaktion wurde als Testreaktion gewertet und ging nicht in die
Auswertung ein. Ziel dieser Kontrollreihe war es, zu untersuchen, inwieweit der
Ruhedurchmesser und die Azidosereaktivitdt iiber den gesamten Zeitraum des Experimentes

konstant bleiben.

Tabelle 2 Zeitkontrollen

n=7 Testreaktion | 1. Reaktion 2. Reaktion 3. Reaktion | Signifikanz"
pH 7.4 127+ 11 pum | 132+10pm | 135+ 10 um | 138+ 7 pm n.s.”
pH 7,0 163+£15um | 169+ 8um | 176+ §um | 178+ 11 pm n.s.”
Dilatation in pm 36+ 10 37+8 41+ 15 40 + 14

Dilatation in % 29+ 9 28 +8 32+15 28 +11

Signifikanz* P <0,001 P < 0,001 P <0,001 P < 0,001

* bezogen auf den Unterschied zwischen den Durchmesser unter pH 7,4 und pH 7,0
# bezogen auf den Unterschied zwischen den Werten der Testreaktion, der 1., 2. und 3. Reaktion
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Alle Azidosereaktionen (pH 7,0) wiesen einen hoch signifikanten Unterschied (P < 0,001) zum
Ruhedurchmesser (pH 7,4) auf. Zwischen den jeweiligen Durchmessern unter pH 7,4 bzw. pH
7,0 bestand kein statistisch signifikanter Unterschied. Man kann somit von reproduzierbaren,
konstanten Reaktionen ausgehen. Um die Dynamik der Reaktionen miteinander vergleichen zu
konnen, wurden zusitzlich die Durchmesser nach 1 und nach 5 Minuten gemessen (Tabelle 3).
Lediglich der Durchmesser der Testreaktion in der ersten Minute wich signifikant von den
vergleichbaren Werten der 2. und 3. Reaktion ab. Ansonsten wiesen die Werte der einzelnen
Reaktionen keinen signifikanten Unterschied auf. Sowohl der Ruhedurchmesser als auch die

Azidosereaktivitit waren iiber die gesamte Versuchsdauer konstant.

Tabelle 3 Azidosereaktivitit nach 1, 5 und 10 Minuten

n=7 Testreaktion 1. Reaktion 2. Reaktion 3. Reaktion
pH 7,4 127+ 11 pm 132 £ 10 pm 135+ 10 um 138+ 7 um
pH 7,0

1 min 172 + 20 pm* 188 + 25 pm 195+ 21 pm 203 £ 22 um
5 min 168 £23 um 179 £ 14 pm 188 £ 14 um 180 £ 12 pm
10 min 163 £ 15 um 169+ 8 um 176 £ 8 um 178 £ 11 um

*P < 0,05 im Vergleich zu den entsprechenden Werten aus der 2. und 3. Reaktion

Die Durchmesser waren zu den jeweils gemessenen Zeitpunkten wihrend der Vasodilatation auf
Azidose (Reaktionen 1-3) sehr konstant und zeigten nur geringe Standardabweichungen. Dieses
trifft vor allem fiir den 5 und den 10 Minutenwert zu. Zwischen dem 5 und dem 10 Minutenwert
bestand kein statistisch signifikanter Unterschied. Es ist somit davon auszugehen, dass sich ab
der Sten Minute ein Gleichgewichtszustand eingestellt hat, der in einem Kkonstanten
Gefilldurchmesser zum Ausdruck kommt. Die erste Reaktion auf Azidose, im folgenden
Kontrollazidose genannt, aller in dieser Arbeit untersuchten Gefile sind in der Tabelle 4

zusammengefasst.

Tabelle 4 Zusammenfassung der Kontrollazidosen aus den Reihen 2-14

n=90

pH 7,4 129+ 11 um
pH 7,0 174+ 19 um
Dilatation in pm 44+ 13
Dilatation in % 34+ 10
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4.3. Abhingigkeit der Azidosereaktivitit vom NO/cGMP-System

Reihe 2 Azidosereaktion vor und nach Inhibition der loslichen Guanylatzyklase (sGC)
mit 5 pM ODQ und anschlieBender Restitution durch 30 pM 8 Br-cGMP

Nach Ablauf der Kontrollreaktion auf Azidose wurden 5 uM ODQ, gelost in 1%o Ethanol, iiber
20 Minuten appliziert. AnschlieBend wurde die Vasoreaktivitdt auf Azidose erneut getestet. Um
anschlieBend den basalen cGMP-Spiegel wieder herzustellen, wurde das zellgéingige 8 Br-cGMP
in einer Konzentration von 30 uM verwendet. Nach einer Einwirkzeit von 20 Minuten wurde die
Azidosereaktivitit erneut getestet (siche experimentelles Paradigma). Um einen mdglichen
Einfluss des Losungsmittels auf die Gefdfreaktivitdt auszuschliefen, wurden Kontrollversuche

mit dem Vehikel (1 %o Ethanol) durchgefiihrt.

Tabelle 5 pH-Reaktivitit unter sGC-Blockade und Restitution durch 8 Br-cGMP

Kontrolle 5 uM ODQ 30 uM 8 Br-cGMP | Signifikanz
(n=29) (n=28) (n=23)
pH 7.4 128+ 11 pm 107+ 11 pm* 137 +37 pm *P=0,001
pH 7,0 171 + 18 pm 114+ 6 pm" 213 + 34 um P < 0,001
Dilatation in um 43+ 12 7+ 9 76 £ 11
Dilatation in % 33+ 9 7+10 59+22
Ruhedurchmesser sign. Abnahme wieder hergestellt
pH-Reaktivitét vorhanden vollst. aufgehoben | wieder hergestellt

" bezogen auf den Ruhedurchmesser unter pH 7,4 vor Gabe von ODQ
* bezogen auf den entsprechenden Kontrollwert unter pH 7,0

Unter Hemmung der sGC war der Ruhedurchmesser bei pH 7,4 signifikant verringert. Zwischen
dem GefdBdurchmesser unter pH 7,4 und pH 7,0 war kein signifikanter Unterschied mehr
festzustellen. Die Azidosereaktivitit unter sGC-Blockade war somit aufgehoben (siche
Abbildung 4).

Unter der Vorstellung, den basalen cGMP-Spiegel wieder herzustellen, wurde 8 Br-cGMP
zugegeben. Durch Zugabe des zellgingigen 8 Br-cGMP konnte der Ruhedurchmesser
wiedererreicht werden. Es ist somit davon auszugehen, dass somit auch der basale cGMP-
Spiegel restituiert wurde. Die anschlieBend getestete Vasodilatation auf Azidose zeigt, dass die

Azidosereaktivitit des Gefal3es alleinig durch den basalen cGMP-Spiegel wéhrend fortdauernder
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Hemmung der sGC wieder hergestellt wurde.

Azidosereaktion unter sGC-Blockade und Restitution mit 8 Br cGMP

250

# l
200
_ 1
? 150 - n.s.
= [
:2» 1
%) 100 -
A
50 ~
0
Kontrolle ODQ (n=8) ODQ + 8BrcGMP (n=3)
I pH 7.4 # P <0,05
1 pH70

Abbildung 4 Azidosereaktion unter sGC-Hemmung und Restitution mit 8 Br cGMP
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Tabelle 6 Vehikelkontrolle

n=3 Kontrolle 1 %o Ethanol \

Signifikanz*
pH 7.4 127+ 5 pm 134+ 6 pm n.s.
pH 7,0 170 £ 15 pm 176 £20 pm n.s.
Dilatation in pm 43+9 43+13
Dilatation in % 34+6 31+ 9
pH-Reaktivitét vorhanden vorhanden

* bezogen auf die entsprechenden Kontrollwerte

Die Gefille wiesen unter Zugabe des Losungsmittels Ethanol in einer Konzentration von 1 %o

eine unverianderte Vasoreaktivitit auf.
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4.4. Azidosereaktivitit unter Inhibition der einzelnen Kaliumkanaltypen

In den folgenden Untersuchungen (Reihen 3-6) wurde die Vasoreaktivitit auf Azidose unter
Blockade der einzelnen Kaliumkanalfamilien untersucht. Im Anschluss an die Kontrollreaktion
wurde der jeweilige Blocker extraluminal eingewaschen und die GefaBreaktivitit auf Azidose
erneut getestet. Dosis, Losungsmittel und Einwaschzeiten wurden im Abschnitt Materialien und

Methoden erléutert.

Reihe 3  Untersuchung der Vasodilatation der MCA auf Azidose unter Hemmung
derCa’*-abhiingigen Kaliumkanile (Kc,) mit 1 mM Tetraethylammonium

(TEA)

Tabelle 7 pH-Reaktivitit unter Blockade der K,

n=19 Kontrolle 1 mM TEA

Signifikanz
pH 7.4 133 + 14 um 128 + 10 um” "P < 0,05
pH 7,0 177 + 20 pm 162 + 20 pm" P <0,05
Dilatation in um 45+13 34+£17
Dilatation in % 34+ 10 26+ 14
pH-Reaktivitét vorhanden signifikant vermindert

"bezogen auf die entsprechenden Kontrollwerte (siche auch Kapitel 4.5)

Unter Blockade der K¢, mit 1 mM TEA war die Azidosereaktivitit im Vergleich zu der
azidotischen Vasodilatation unter Kontrollbedingungen signifikant vermindert (P < 0,05). Dieses
deutet darauf hin, dass K¢, an der Vasodilatation auf Azidose beteiligt sind.

Um zu tiberpriifen ob K¢, an der MCA der Ratte funktionell von Bedeutung sind, wurde in einer
separaten Reihe von Experimenten der spezifische Kanal6ffner NS 1619 in einer Konzentration
von 10 uM verwendet. AnschlieBend wurde die Wirksamkeit des Kc,-Hemmers TEA in einer
Konzentration von 1 mM untersucht. Die Daten sind in der Tabelle 8. aufgefiihrt und sprechen
fir das Vorhandensein von K¢, an der MCA der Ratte und der Wirksamkeit der Kc,-Blockade
durch 1 mM TEA.
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Tabelle 8

n=3

pH 7,4 135+ 10 um
pH 7,4+ 10 uM NS 1619 165 £+ 18 pm*
pH7,4+ 10 uM NS 1619 + 1 mM TEA 134+ 12 uym

*P < 0,05 bezogen auf den Durchmesser vor Applikation von NS 1619

Reihe 4  Untersuchung der Vasodilatation der MCA auf Azidose unter Hemmung der

ATP-sensitiven Kaliumkanéle (Karp) durch 10 pM Glibenclamid

Tabelle 9 pH-Reaktivitit unter Blockade der K,1p

n=15 Kontrolle 10 uM Glibenclamid
Signifikanz*

pH 7,4 131 £ 12 pm 136 £ 13 um n.s.

pH 7,0 180 + 27 pm 178 £ 31 pm n.s.

Dilatation in pm 49 +20 42 £26

Dilatation in % 37+ 14 31+ 19

pH-Reaktivitét vorhanden erhalten

* bezogen auf die entsprechenden Kontrollwerte

Die Azidosereaktivitit wies unter 10 uM Glibenclamid im Vergleich zur Kontrollreaktivitét
keinen statistisch signifikanten Unterschied auf. Aus den vorliegenden Daten ergeben sich somit
keine Hinweise auf eine Beteiligung der Katp an der Vasodilatation der MCA auf Azidose.

Eine funktionelle Bedeutung der Kstp an der MCA der Ratte wurde mit dem Karp-Offner
Pinacidil in einer Konzentration von 10 uM untersucht. Wahrend der Applikation von Pinacidil
wurde eine signifikante Vasodilatation beobachtet. Diese konnte durch 10 uM Glibenclamid
blockiert werden. Die Daten sind in Tabelle 10. aufgefiihrt und sprechen fiir das Vorhandensein
von Karp an der MCA der Ratte und fiir eine effektive Hemmung der Karp durch 10 uM
Glibenclamid.
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Tabelle 10

n=3

pH 7,4 143 £17 pm
pH 7,4 + 10 pM Pinacidil 172 £ 9 um*
pH 7,4 + 10 uM Pinacidil + 10 pM Glibenclamid 142+ 10 pm

*P < 0,05 bezogen auf den Durchmesser vor Applikation von Pinacidil

Reihe 5 Untersuchung der Vasodilatation der MCA auf Azidose unter Hemmung der
einwiirts gleichrichtenden Kaliumkanile (K;) mit 40 pM und mit 100 pM
Bariumchlorid (BaCl,)

Zur Blockade der K;; wurde zunédchst BaCl, in einer Konzentration von 40 uM iiber 20 Minuten
extraluminal appliziert. Anschlieend wurde die Reaktion des Gefdes auf Azidose getestet. Die
Werte sind in der Tabelle 11 dargestellt. Da unter 40 pM BaCl, keine Blockade der
Vasodilatation auf 20 mM K" erreicht wurde, ist in einer separaten Versuchsreihe mit
aufsteigenden BaCl,-Konzentrationen jene Konzentration ermittelt worden, die eine verléssliche
Blockade der K erbrachte. Diese lag zwischen 80 und 100 uM BaCl,. Es erfolgten deshalb
weitere Experimente zur Untersuchung der Azidosereaktivitdt unter 100 uM BaCl, (Tabelle 12).
In der Tabelle 13. sind die Werte der GeféaBreaktion auf 20 mM K unter Blockade der K;; durch
100 uM BacCl, aufgefiihrt.

Tabelle 11 pH-Reaktivitit unter 40 pM BaCl,

n=10 Kontrolle 40 uM BaCl,
Signifikanz*

pH 7,4 133+ 10 pm 134 £ 12 pm n.s.

pH 7,0 178 + 16 pm 173 £19 um n.s.

Dilatation in pm 45+ 11 39+ 14

Dilatation in % 34+ 8 30+ 11

pH-Reaktivitét vorhanden erhalten

* bezogen auf die entsprechenden Kontrollwerte
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Tabelle 12 pH-Reaktivitit unter 100 pM BaCl,

n=>5 Kontrolle 100 uM BaCl,
Signifikanz*

pH 7.4 127+ 9 um 122+ 6 pm n.s.

pH 7,0 168 £ 8 um 159 £ 18 um n.s.

Dilatation in pm 41+ 5 3713

Dilatation in % 33+£5 31+10

pH-Reaktivitét vorhanden erhalten

* bezogen auf die entsprechenden Kontrollwerte

Tabelle 13 K;-Blockade durch 100 pM BaCl,

n=3 Kontrolle 100 uM BacCl,
3mMK' 130+ 9 um 126 + 8 um
20 mM K* 187 =38 um 126 + 4 pym
Dilatation auf 20 mM K" P <0,05 n.s.

K. werden in einer Konzentration von < 50 uM BaCl, spezifisch gehemmt (Edwards et al.,

1988; Nelson und Quayle, 1995). Dennoch gibt es auch in der Literatur Hinweise, dass an der

perfundierten MCA der Ratte in vitro keine vollstindige Blockade der Kj unter dieser

Konzentration stattfindet (Johnson et al., 1998; Marrelli et al., 1998). In der Arbeit von Johnson
et al. (1998) war die Vasodilatation auf 20 mM K" unter 40 uM BaCl, auf ca. 30% des

urspriinglichen Wertes reduziert. Aufgrund der in jener Arbeit erstellten Konzentrationskurve

wurden von Marrelli ef al. (1998) 75 uM BacCl, zur Blockade der K;; verwendet.

Die Azidosereaktivitit wies in der vorliegenden Arbeit weder unter 40 uM noch unter 100 uM

BaCl; eine signifikante Verdnderung gegeniiber den Kontrollversuchen auf.
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Reihe 6

spannungsabhiingigen Kaliumkanile (Ky) mit 1 mM 4 Aminopyridin (4 AP)

Tabelle 14 pH-Reaktivitit unter Blockade der Ky

n="7 Kontrolle 1 mM 4 AP
Signifikanz*

pH 7,4 131£ 9 pym | 135+ 14 um n.s.

pH 7,0 169+ 14 um | 167 £21 pm n.s.

Dilatation in pm 40+ 8 33£11

Dilatation in % 29+ 6 24+ 8

pH-Reaktivitét vorhanden erhalten

Untersuchung der Vasodilatation der MCA auf Azidose unter Hemmung der

* bezogen auf die entsprechenden Kontrollwerte

Unter Blockade der Ky wurde keine signifikante Verdnderung der Azidosereaktivitdt gesehen. Es
gibt somit keine Hinweise fiir eine Beteiligung der Ky an dieser Reaktion.

Unter 1| mM 4 AP wurden allerdings rhythmische Durchmesserschwankungen (so genannte
Vasomotion) mit Amplitudenoszillationen von 7,5 — 15,2 um um den Mittelwert und einer
Frequenz von 7-9 Zyklen/Minute (~0,1 Hz) beobachtet. Unter Kontrollbedingungen als auch

unter Blockade der anderen Kaliumkanile wurde eine solche Vasomotion nicht beobachtet.
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4.5. Ruhedurchmesser unter Hemmung der einzelnen Kaliumkanaltypen

Um die Rolle der untersuchten Kaliumkanile am Aufbau des Ruhetonus zu beurteilen, wurden
die Ruhedurchmesser und deren Verdnderung unter Kaliumkanalblockade in Abbildung 5
zusammenfassend dargestellt. Die GefaBdurchmesser wurden vor und 20 Minuten nach dem

Einwaschen der Substanzen miteinander verglichen.
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*P < 0,05

Abbildung 5 Ruhedurchmesser unter Hemmung der einzelnen Kaliumkanaltypen

Unter Blockade der einzelnen Kaliumkandle war lediglich unter Hemmung der K¢, eine
signifikante Abnahme der Ruhedurchmesser zu beobachten. Die Ergebnisse weisen auf eine
Beteiligung der K¢, am Ruhetonus hin. Unter Blockade der Katp, der Kj; und der Ky wiesen die

Ruhedurchmesser keine signifikanten Verdanderungen auf.
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4.6. Rolle der Na'/K'-ATPase unter Ruhe- und Azidosebedingungen

Reihe 7  Untersuchung der Vasodilatation der MCA der Ratte auf Azidose unter
Inhibition der Na'/K'-ATPase mit 1 mM Ouabain.

Tabelle 15 pH-Reaktivitit unter Blockade der Na'/K'-ATPase

n=4 Kontrolle 1 mM Ouabain
Signifikanz*

pH 7.4 119+ 6 um 125+ 8 um n.s.

pH 7,0 163 £ 11 um 174 £21 um n.s.

Dilatation in pum 44+ 10 49 +21

Dilatation in % 37+ 9 39+11

pH-Reaktivitit vorhanden erhalten

* bezogen auf die entsprechenden Kontrollwerte
Unter Blockade der Na'/K'-ATPase zeigten die GefdBdurchmesser weder unter

Ruhebedingungen noch unter Azidose einen signifikanten Unterschied zu den
Kontrollreaktionen.
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4.7. Azidosereaktivitit unter Hemmung von jeweils 2 Kaliumkanalfamilien

Die Untersuchung der GefaBreaktivitit der MCA der Ratte auf Azidose unter gleichzeitiger
Blockade der Karp und der K¢, wurde durchgefiihrt, um eine mdgliche gemeinsame Vermittlung
der Vasodilatation auf Azidose durch diese Kanile aufzudecken. Literaturhinweise, die eine
solche gemeinsame Beteiligung moglich erscheinen lassen, wurden in der Einleitung diskutiert
(Kapitel 1.4.). Um zu tiberpriifen, ob die Ergebnisse aus den Reihen 8 und 9 spezifisch sind, habe
ich anschliefend weitere mogliche Kombinationsblockaden durchgefiihrt. Die Ergebnisse sind in

den Reihen 10 bis 14 aufgefiihrt.

Reihe 8  Untersuchung der Vasodilatation der MCA auf Azidose unter gleichzeitiger

Inhibition der Katp mit 10 pM Glibenclamid (Glib) und der K¢, mit 1 mM TEA

Tabelle 16 pH-Reaktivitit unter gleichzeitiger Hemmung der K,rp und der K¢,

Kontrolle | ImM TEA + 10 pM Glib | ImM TEA + 10 uM Glib | Signifikanz
1. Reaktion 2. Reaktion
(n=6) (n=6) m=5)
pH 7,4 140 + 10 pm 127 + 6 pm" 127 + 7 pm” "P<0,05
pH 7,0 178 £ 17 pm 137+ 9 pm 135+ 6 pm P < 0,001
Dilat. in pm 3849 9+10 9+38
Dilat. in % 27+5 7+ 8 T+7
pH-Reaktivitdt | vorhanden aufgehoben aufgehoben

* bezogen auf den Wert vor Applikation der Kaliumkanalblocker (siche auch Kapitel 4.8)
* bezogen auf den entsprechenden Kontrollwert

Als wichtigster Befund dieser Untersuchung war ein hoch signifikanter Unterschied (P < 0,001)
der azidotischen Vasodilatation unter gleichzeitiger Blockade der Katp und der K¢, im Vergleich
zu den Kontrollversuchen zu verzeichnen. Dabei war die Vasoreaktivitdt auf Azidose vollstindig
aufgehoben (P = 0,35), wihrend unter Kontrollbedingungen eine hoch signifikante (P < 0,001)
Vasodilatation auf Azidose beobachtet wurde. Um zu iiberpriifen, ob der Befund konstant war,

wurde die Gefdfireaktion auf Azidose unter Blockade der Katp und der K¢, wiederholt.
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Reihe 9

Inhibition der Kxrp mit 10 uM Glibenclamid und unter spezifischer Inhibition

der BKc, durch 100 nM Charybdotoxin (CHTX)

Tabelle 17 pH-Reaktivitit unter gleichzeitiger Hemmung der K,tp und der BKc,

Untersuchung der Vasodilatation der MCA auf Azidose unter gleichzeitiger

n=4 Kontrolle 100 nM CHTX +10 uM Glib.
Signifikanz

pH 7.4 122+ 7 um 117+ 9 um" P <0,05

pH 7,0 173 £18 pm 123 £4 um* *P < 0,001

Dilatation in pm 51+12 76

Dilatation in % 41 +8 6+6

pH-Reaktivitit vorhanden vollstindig aufgehoben

" bezogen auf den Wert vor Applikation der Kaliumkanalblocker (siche auch Kapitel 4.8)
* bezogen auf den entsprechenden Kontrollwert

Analog zu den Ergebnissen unter Inhibition der K¢, mit TEA (unter gleichzeitiger Blockade der
Karp) war unter spezifischer Blockade der BKc, und der Karp die Azidosereaktivitit im
Vergleich zur Kontrolldilatation vollstindig aufgehoben. Diese Ergebnisse sprechen dafiir, dass

aus der Familie der K¢, vor allem die BK¢, an der Vasodilatation auf Azidose beteiligt sind.

Reihe 10 Untersuchung der Vasodilatation der MCA auf Azidose unter gleichzeitiger
Inhibition der K,rp mit 10 pM Glibenclamid und der K;, mit 100 uM BaCl,

Tabelle 18 pH-Reaktivitit unter unter gleichzeitiger Hemmung der K, 1p und der K;,

n=>5 Kontrolle 10 uM Glib. + 100 uM BaCl,
Signifikanz*

pH 7,4 127+ 9 um 123 £8 um n.s.

pH 7,0 168 + 8 um 164 + 14 um n.s.

Dilatation in pm 415 42 +11

Dilatation in % 33+£5 34+ 9

pH-Reaktivitét vorhanden erhalten

* bezogen auf die entsprechenden Kontrollwerte



Unter Kontrollbedingungen als auch unter gleichzeitiger Blockade der Katp und der Kj; zeigten

die Gefille keine signifikante Verdnderung der Vasoreaktivitit auf Azidose.

Reihe 11 Untersuchung der Vasodilatation der MCA auf Azidose unter gleichzeitiger
Inhibition der K¢, mit 1 mM TEA und der K;, mit 100 pM BaCl,

Tabelle 19 pH-Reaktivitit unter unter gleichzeitiger Hemmung der K¢, und der K;,

n==6 Kontrolle 1 mM TEA + 100 uM BaCl,
Signifikanz

pH 7,4 128+ 6 um 118+ 5 pum n.s.

pH 7,0 186 + 20 um 154 + 18 pm* *P < 0,001

Dilatation in pm 57+ 16 3619

Dilatation in % 45+ 12 31+£17

pH-Reaktivitét vorhanden sign. vermindert

* bezogen auf die entsprechenden Kontrollwerte

Unter gemeinsamer Blockade der K¢, und der Kj trat eine signifikante Reduktion der
Azidosereaktivitit auf. Es stellt sich somit die Frage, ob Ki an der Vermittlung der
Azidosereaktivitit beteiligt sind, oder ob die beobachtete Reduktion der azidotischen
Vasodilatation lediglich auf die Hemmung der K¢, zuriickzufiihren ist. Eine mdgliche
Alternative wire, dass unter 100 uM BaCl, auch die Leitfdhigkeit der Katp unspezifisch
beeintrachtigt wird.

Aus diesem Grund wurde die Azidosereaktivitit der Gefdlle aus den Reihen 3 (unter Hemmung
der K¢,) und 11 (unter Hemmung der K¢, und der K;;) miteinander verglichen. Weiterhin wurde
die Azidosereaktivitdt aus den Reihen 8 (unter Hemmung der K¢, und der Katp) und 9 (unter
Hemmung der BK¢, und der K5 1p) berechnet und mit jenen aus den Reihen 3 und 11 verglichen.
Zur Berechnung der Reduktion der Azidosereaktivitit wurde die im Kapitel 3.7 vorgestellte
Formel von Horiuchi et al. (2002) verwendet. Dabei wurden die Azidosereaktivitdt unter
Kontrollbedingungen als MaBstab genommen (100 %) und die Restreaktivitit auf Azidose unter
Blockade der jeweiligen Kaliumkanéle berechnet. Zur Veranschaulichung sind die Ergebnisse in

Prozentwertangaben fiir die jeweilige Reihe in Abbildung 6. grafisch dargestellt.
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Reduktion der Azidosereaktivitit
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Abbildung 6 Reduktion der Azidosereaktivitit unter Hemmung der verschiedenen Kaliumkanalfamilien

Die statistische Auswertung zeigt, dass zwischen der Reduktion der Azidosereaktivitit unter
alleiniger Blockade der K¢, (Reihe 3) und der gleichzeitigen Blockade der K¢, und der Kj;
(Reihe 11) kein signifikanter Unterschied besteht. Dagegen besteht ein signifikanter Unterschied
zwischen der Azidosereaktivitét dieser beiden Reihen und jener unter gemeinsamer Blockade der

Karp und K¢, bzw. BK¢,. Auf diesen Befund wird im Kapitel 5.9 niher eingegangen.
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Reihe 12 Untersuchung der Vasodilatation der MCA auf Azidose unter gleichzeitiger
Inhibition der K¢, mit 1 mM TEA und der Ky mit 1 mM 4 AP

Tabelle 20 pH-Reaktivitit unter unter gleichzeitiger Hemmung der K¢, und der Ky

n==6 Kontrolle 1 mM TEA + 1 mM 4 AP
Signifikanz*

pH 7,4 128 £ 6 um 128+ 7 um n.s.

pH 7,0 186 £ 20 um 176 £ 16 um n.s.

Dilatation in pm 57T+16 47+ 12

Dilatation in % 45+ 12 37+ 9

pH-Reaktivitit vorhanden vorhanden

* bezogen auf die entsprechenden Kontrollwerte

Im Gegensatz zu den Untersuchungen aus der Reihe 3, bei denen unter Blockade der K¢, mit 1
mM TEA eine verminderte Azidosereaktivitit beobachtete wurde, war die Azidosereaktivitét
unter gleichzeitiger Blockade der K¢, und der Ky unverdndert. Dieses konnte darauf
zuriickzufiihren sein, dass die GefdaBle unter simultaner Blockade der K¢, und der Ky eine
deutliche Vasomotion von 16 bis 40 um aufwiesen. Die Vasomotion wurde in der Auswertung

als Mittelwert zwischen dem kleinsten und dem gréfiten Durchmesser beriicksichtigt.

Reihe 13 Untersuchung der Vasodilatation der MCA auf Azidose unter gleichzeitiger
Inhibition der K;, mit 100 pM BaCl, und der Ky mit 1 mM 4 AP

Tabelle 21 pH-Reaktivitit unter unter gleichzeitiger Hemmung der K;,. und der Ky

n=>5 Kontrolle 100 uM BaCl, + 1 mM 4 AP
Signifikanz*

pH 7,4 124+ 6 pm 126+ 7 um n.s.

pH 7,0 178 £ 14 um 165+ 12 um n.s.

Dilatation in pm 53+9 36+ 10

Dilatation in % 43+ 6 31 9

pH-Reaktivitét vorhanden erhalten

* bezogen auf die entsprechenden Kontrollwerte
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Wie in der vorhergehenden Reihe konnte auch unter gleichzeitiger Blockade der K, und der Ky
eine deutliche Vasomotion beobachtet werden. Unter dieser Kombination konnte weder eine
signifikante Verdnderung des Ruhedurchmessers noch eine signifikante Verdnderung der

Azidosereaktivitit festgestellt werden.

Reihe 14 Untersuchung der Vasodilatation der MCA auf Azidose unter gleichzeitiger
Inhibition der Kirp mit 10 pM Glibenclamid und der Ky mit 1 mM 4 AP

Tabelle 22 pH-Reaktivitit unter unter gleichzeitiger Hemmung der K,p und der Ky

n=>5 Kontrolle 10 uM Glib. + 1 mM 4 AP
Signifikanz*

pH 7.4 124+ 6 pm 132+ 11 pm

pH 7,0 178 £ 14 pm 194+ 13 um n.s.

Dilatation in um 53+9 63 +£23

Dilatation in % 43+ 6 49 +20

pH-Reaktivitét vorhanden erhalten

* bezogen auf die entsprechenden Kontrollwerte

Unter Blockade der Karp und der Ky waren im Vergleich zu den Kontrollreaktionen sowohl der
Ruhedurchmesser als auch die Vasoreaktivitit auf Azidose unverandert. Im Gegensatz zu den
vorhergehenden Experimenten, die unter Mitinhibition der Ky durchgefiihrt wurden, war eine
Vasomotion in dieser Reihe nicht festzustellen. Dieser Befund spricht fiir eine Beteiligung der

Karp an der festgestellten Vasomotion unter Blockade der Ky,.
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Zusammenfassende Darstellung der Azidosereaktivitét
unter zweifacher Kaliumkanalblockade
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Abbildung 7 Azidosereaktivitiit unter gleichzeitiger Hemmung von zwei Kaliumkanalfamilien

In Abbildung 7 wurde die Azidosereaktivitit der Kontrollreaktion gegen jene unter
Kombinationsblockade fiir die einzelnen Reihen aufgetragen. Die Azidosereaktivitit wurde
anhand des Verhiéltnisses zwischen der Dilatation unter Azidose und der maximalen Dilatation
des GefidBles berechnet. Die Berechnung erfolgte auf Grundlage der Formel von Horiuchi et al.
(2002), die im Kapitel 3.7 vorgestellt wurde. Die Abbildung zeigt eine aufgehobene
Vasodilatation unter gleichzeitiger Blockade der Karp und der K¢, (Reihe 8), der Kap und der
BKca (Reihe 9) sowie eine verminderte Azidosereaktivitdt unter gleichzeitiger Blockade der K¢,

und der Kj; (Reihe 11).
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4.8. Ruhedurchmesser unter gleichzeitiger Hemmung von zwei
Kaliumkanaltypen
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Abbildung 8 Ruhedurchmesser unter gleichzeitiger Hemmung von zwei Kaliumkanaltypen

Die Ruhedurchmesser waren unter geleichzeitiger Blockade der Karp und der K¢, (Reihe 8), der
Karp und der BK¢, (Reihe 9), sowie der K¢, und der K;; (Reihe 11) signifikant vermindert. Um
zu liberpriifen, ob die beobachtete Konstriktion der Gefdfle unter Ruhebedingungen (pH 7,4) in
allen Reihen vergleichbar war, wurde die Abnahme der Ruhedurchmesser in den Reihen, die
unter Kaliumkanalblockade eine Konstriktion aufwiesen (Reihe 3, Reihe 8, Reihe 9 und Reihe
11), in Prozent berechnet und mittels einer Varianzanalyse fiir unabhéngige Stichproben
miteinander verglichen. Dabei wurden auch die Ergebnisse der Reihe 3 (unter | mM TEA)
beriicksichtigt. Zwischen den einzelnen Reihen gab es keine signifikante Unterschiede. Dieses
weist darauf hin, dass die Konstriktion der Ruhedurchmesser primir auf eine Hemmung der Kc,,

bzw. der BK, zuriickgefiihrt werden kann.
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S.

5.1.

Diskussion

Zusammenfassung der Ergebnisse

. Die Reaktion zerebraler Gefialle auf Azidose stellt eine robuste Gefaantwort dar. Die Gefial3e

wiesen liber den gemessenen Zeitraum (10 Minuten) eine stabile Vasodilatation auf Azidose
auf. Die Vasodilatation auf Azidose war bei repetitiver Untersuchung iiber den gesamten

Verlauf des Versuches vergleichbar.

Die Azidosereaktivitit zerebraler GefdBle hingt von einem basalen NO/cGMP-Spiegel ab.
Nach Inhibition der 16slichen Guanylatzyklase mit ODQ war die Vasodilatation auf Azidose
vollstindig aufgehoben. Nach Wiederherstellung des basalen cGMP-Spiegels mit 8 Br-
cGMP konnte eine vollstindig restituierte Azidosereaktivitét beobachtet werden. Neben einer
Beteiligung an der Vasodilatation auf Azidose wurde gezeigt, dass der basale cGMP-Spiegel

eine wichtige Rolle bei der Regulation des Ruhedurchmessers spielt.

Unter Inhibition der K¢, wurde sowohl eine signifikante Abnahme des Ruhedurchmessers als
auch der Azidosereaktivitit beobachtet. Unter der jeweiligen Blockade der Karp, der Kj; und
der Ky zeigten die Gefille keine Verdnderung des Ruhedurchmessers und eine unverdnderte

Vasodilatation auf Azidose.

Unter gleichzeitiger Blockade der K¢, und der Katp zeigten die Gefal3e keine Dilatation mehr
auf Azidose. Unter Verwendung eines spezifischen Blockers der BKc¢, und unter
gleichzeitiger Blockade der Katp war die Dilatation auf Azidose ebenfalls aufgehoben. Diese
Ergebnisse bilden eine wichtige Evidenz dafiir, dass die Vasodilatation auf Azidose iiber die

Katp und die BK, vermittelt wird.
Die Untersuchung der Vasodilatation auf Azidose unter weiteren Kombinationen von
Kaliumkanalhemmern (Katp + Kir; Kca + Kirs Kea + Ky Ky + Ki; Kap + Ky) ergab keine

Hinweise auf eine Beteiligung weiterer Kaliumkanéle an der azidotischen Vasodilatation.

Die Na'/K'-ATPase scheint weder bei der Regulation des Ruhetonus noch bei der

Vermittlung der Vasodilatation auf Azidose beteiligt zu sein.
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5.2. Beurteilung der GefaBreaktivitit und Diskussion der Kontrollreaktionen

Nach der Priparation und dem Aufspannen des Gefdlles im Arteriografen wurde bei immer noch
gekiihltem Puffer der intraluminale Druck auf 80 mm Hg angehoben. Aufgrund des gekiihlten
Puffers war der zellulire Metabolismus der Arterie reduziert, sodass ein myogener Spontantonus
nicht ausgebildet wurde. Die Arterie wurde dabei passiv gedehnt. Der darunter gemessene
Durchmesser ist mit dem GefdBBdurchmesser unter kalziumfreien Bedingungen vergleichbar und
kann als maximale Vasodilatation betrachtet werden (Golding et al., 1998; Knot und Nelson,
1998). Nach anschlieBender Erwdrmung des Puffers auf 37° C bildeten die Arterien einen
myogenen Spontantonus aus. Die myogene Spontankontraktion wurde als Hinweis auf eine
erhaltene Gefdfreaktivitit gewertet und entspricht den Befunden aus der Literatur (Bryan et al.,
1995; Knot und Nelson, 1998).

Als zweiten Hinweis fiir eine erhaltene Reaktivitit wurde die Vasodilatation auf 20 mM K"
gewertet. Das von uns gesetzte Mal3 einer mindestens 20%igen Dilatation ist mit den in der
Literatur angegebenen Werten vergleichbar (Johnson ef al., 1998).

Die anschliefend getestete Dilatation auf Azidose (pH 7,0) stellt die fiir diese Arbeit wichtigste
Kontrollreaktion dar. Sie gilt als Hinweis auf ein funktionell intaktes Gefa3 und ist gleichzeitig
Kontrollreaktion fiir die Experimente unter Kaliumkanalblockade. Als Kriterium fiir eine
erhaltene Azidosereaktivitit wurde empirisch eine Dilatation von mindestens 20% festgelegt.

Da pH-Veridnderungen im zerebralen Blutkreislauf zu den stdrksten vasodilatatorischen Stimuli
gehoren (Paulson et al., 1990), ist auch von einem Versuchsaufbau ,,in vitro" eine wiederholbare,
robuste Reaktion zu erwarten. Die Azidosereaktivitit der MCA wurde auf vier aufeinander
folgende Azidosestimuli in jeweils 30miniitigem Abstand getestet (Tabelle 3). Die
Gefildilatation wurde nach 1, 5 und 10 Minuten gemessen. Mit Einwaschen der extrazelluldren
Pufferlésung (pH 7,00 £ 0,05) wurde eine spontane Dilatation beobachtet, die ab der Sten Minute
einen konstanten Wert aufwies. Die Azidoseantworten waren liber den gesamten Versuchsablauf
reproduzierbar. Insgesamt betrug die Versuchsdauer bis zu 180 Minuten. Dieser Zeitraum deckt
sich mit Literaturangaben, die von einer erhaltenen Vasoreaktivitit iiber 3-6 Stunden berichten

(Dacey und Duling, 1982).
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o Rolle des CO; versus des pHJr bei der Vasodilatation zerebraler Arterien auf Azidose

Glatte Muskelzellen zerebraler Arterien zeigen unter Azidose eine Tonusverminderung, die sich
als Vasodilatation &uflert. Wahrend im Tierexperiment eine respiratorische Azidose durch
Erhohung des Kohlendioxidgehaltes (pCO;) induziert wird, wurde die Azidose in unserem
Versuchsaufbau durch Erniedrigung des extrazelluldaren pH-Wertes erreicht. Es stellt sich somit
die Frage, in wieweit die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit mit jenen, die im Rahmen einer
hyperkapnischen Azidose gemessen werden, vergleichbar sind. Untersuchungen in vivo (Kontos
et al., 1977) und in vitro (Toda et al., 1989) zeigen, dass eine Verdnderung des pCO, bei
konstantem pH-Wert wenig Einfluss auf den GefdaBtonus zerebraler Arterien hat, und die
Dilatation zerebraler Gefdle auf Azidose hauptsdchlich vom pH-Wert abhidngt. Weitere
Untersuchungen belegen, dass bei der Dilatation zerebraler Gefifle auf Azidose der
extrazellulire pH-Wert ausschlaggebend ist (Tian ef al., 1995).

Elektrophysiologische Untersuchungen haben gezeigt, dass unter hyperkapnischer Azidose eine
Hyperpolarisation des Membranpotenzials glatter Muskelzellen erfolgt (Harder, 1982). Die
Membranhyperpolarisation fiihrt tiber die SchlieBung spannungsabhéngiger Kalziumkanéle und
nachfolgender Verminderung der [Ca®"]; zu einer Tonusabnahme glatter Muskelzellen (Kapitel
1.1). Eine Membranhyperpolarisation konnte in vitro sowohl unter hyperkapnischer Azidose als
auch in einem CO,-freien Puffersystem gemessen werden (Dietrich und Dacey, 1994). Die
hyperkapnische Vasodilatation und die Dilatation auf einer Erniedrigung des extrazelluldren pH-
Wertes scheinen somit durch einen gemeinsamen Mechanismus vermittelt zu werden. Dabei
besteht zwischen der pH-Reduktion und der Vasodilatation iiber weite pH-Bereiche eine lineare
Abhingigkeit. Diese spiegelt sich sowohl auf Ebene des Membranpotenzials (Dietrich und
Dacey, 1994) als auch auf Ebene der [Ca®"]; wider (Austin und Wray, 1995).
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5.3.  Rolle des NO/cGMP-Systems an der Vasodilatation auf Azidose

Vorausgegangene Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe haben gezeigt, dass die Vasodilatation
der MCA auf Azidose fast vollstindig auf einem basalen NO-Spiegel beruht. Nach NOS-
Blockade konnte durch Gabe von NO-Donoren die Vasodilatation auf Azidose wieder hergestellt
und die permissive Rolle des NO an dieser Reaktion bestétigt werden (Lindauer et al., 2001).

Die Untersuchung der weiteren Signaltransduktion von NO auf Ebene des cGMP an der MCA
der Ratte war u.a. Gegenstand vorliegender Arbeit. Untersuchungen an der A. basilaris der Ratte
in vitro sprechen fiir eine permissive Rolle des cGMP an der azidotischen Vasodilatation (You et
al., 1994). Die bei diesen Untersuchungen zur Inhibition der sGC verwendete Substanz
Methylenblau ist allerdings mit Nebenwirkungen behaftet, welche die Interpretation der
Ergebnisse erschweren (siche Kapitel 1.3). Die von uns verwendete Substanz ODQ fiihrt
dagegen zu einer spezifischen Hemmung der sGC in vitro (Garthwaite et al., 1995; Moro et al.,
1996; Hobbs, 1997).

Die Resultate der Reihe 2 sprechen fiir eine Beteiligung des cGMP am Ruhetonus. Die
Ruhedurchmesser, die unter Blockade der sGC beobachtet wurden, sind mit den
GefaBdurchmessern unter NOS-Blockade vergleichbar: Unter NOS-Blockade fand eine
Abnahme des Ruhedurchmessers auf 74 % des Ausgangswertes statt (Lindauer et al., 2001),
wihrend in der vorliegenden Arbeit unter Blockade der sGC eine Konstriktion auf 75 % des
Ausgangswertes beobachtet wurde. Die Daten wurden mit demselben Versuchsauftbau und unter
gleichen Versuchsbedingungen erhoben und sind somit direkt vergleichbar.

Unter Blockade der sGC mit ODQ wiesen die Durchmesser der Gefdalle unter Azidose zu den
Durchmessern unter pH 7,4 keinen signifikanten Unterschied mehr auf. Die Azidosereaktivitdt
der MCA war somit aufgehoben.

Die Schlussfolgerung, dass die basale Konzentration von cGMP sowohl am Ruhetonus als auch
an der Vasodilatation auf Azidose den groBten Anteil der NO-Wirkung vermittelt, konnte durch
Zugabe des zellgingigen 8 Br-cGMP {iberpriift werden. Unter Applikation von 8 Br-cGMP war
der Ruhedurchmesser wieder hergestellt, was auf einen restituierten basalen cGMP-Spiegel
hindeutet. Bei anschlieBender Applikation des Azidosepuffers (pH 7,0) zeigte sich eine
vollsténdig wieder hergestellte Azidosereaktivitit.

Die Wiederherstellung der Azidosereaktivitit durch Restitution des ¢cGMP-Spiegels wéhrend
sGC-Blockade spricht fiir eine permissive Rolle des cGMP an der Vasodilatation der MCA auf
Azidose. Die Ergebnisse decken sich mit den Untersuchungen von You et al. (1994) und

bestdtigen die modulatorische Rolle des cGMP an der Azidosereaktivitit zerebraler Arterien.
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Zusammengefasst lassen sich folgende Schliisse ziehen:

a. Die Wirkung von NO an der isolierten MCA der Ratte wird fast ausschlieBlich iiber
cGMP vermittelt

b. Der basale cGMP-Spiegel ist an der Regulation des Ruhedurchmessers beteiligt
c. Die GefdBreaktivitit auf Azidose hingt von einem basalen cGMP-Spiegel ab
d. cGMP nimmt an der Vasodilatation auf Azidose eine permissiver Rolle ein

In Primédrkulturen kortikaler Neuronen haben Wang et al. (1999) innerhalb der ersten Minute
wihrend Azidose einen Anstieg der cGMP-Konzentration beobachtet. Die cGMP-Konzentration
fiel anschlieBend auf basale Werte zurlick. Diese Beobachtung wurde von Wang et al. (1999) als
Argument gegen eine permissive Rolle des cGMP an der Vasodilatation auf Azidose angefiihrt.
Die Vasodilatation auf Azidose ist jedoch iiber die erste Minute hinaus vorhanden und weist, wie
vorliegende Untersuchungen zeigen, einen stabilen Durchmesser tiber mindestens 10 Minuten
auf. Ein nur kurzzeitiger, transienter Anstieg der cGMP-Konzentration im Hirngewebe kann
daher die Vasodilatation auf Azidose nicht erkldren. Die Befunde von Wang et al. (1999)
sprechen somit nicht gegen eine permissive Rolle des cGMP an der Azidosereaktivitit zerebraler
Arterien.

Durch Blockade der sGC mit ODQ und Restitution des basalen cGMP-Spiegels mit 8 Br-cGMP
konnte gezeigt werden, dass die in vivo beobachtete permissive Rolle des NO/cGMP-Systems an
der Vasodilatation auf Azidose (Iadecola et al., 1994; ladecola und Zhang, 1996) auch in vitro
Giiltigkeit besitzt. Weiterhin weisen die vorliegenden Untersuchungen darauf hin, dass der
basale NO/cGMP-Spiegel von perivaskuldren oder vaskuldren Strukturen bereitgestellt wird und

von parenchymalen Quellen unabhéngig ist.
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5.4. Rolle des K, am Ruhetonus und an der Vasodilatation auf Azidose

Die Expression von K¢, in dem untersuchten GefaBabschnitt der MCA der Ratte wurde mit dem
Kc,-Offner NS 1619 funktionell untersucht (Tabelle 8). Die Daten zeigen, dass K¢, am
GefaBstamm der MCA der Ratte vorhanden sind und durch TEA in einer Konzentration von 1
mM gehemmt werden. Unsere Ergebnisse spiegeln die in der Literatur publizierten Befunde im
Wesentlichen wider (Nelson und Quayle, 1995).

Die Abnahme des Ruhedurchmessers (pH 7,4) nach Zugabe von 1 mM TEA spricht flir eine
Beteiligung der K¢, am Ruhetonus der MCA. Die Ergebnisse stehen im Einklang mit Studien,
die den K¢, eine wichtige Rolle bei der Regulation des Ruhetonus zerebraler Gefdlle zuschreiben
(Brayden und Nelson, 1992; Nelson ef al., 1995).

Die Ergebnisse der Reihe 3 sprechen fiir eine Beteiligung der K¢, an der Dilatation auf Azidose:
Unter Blockade der K¢, war die Azidosereaktivitdt um ca. 29 % signifikant verringert.

Die Rolle der K¢, an der Vasodilatation auf Azidose wird in der Literatur kontrovers diskutiert.
An Herzkranzgefidlen wurden in vitro sowohl Hinweise fiir (Hayabuchi et al., 1998) als auch
gegen (Ishizaka und Kuo, 1996) eine Beteiligung der K¢, an der Vasodilatation auf Azidose
gefunden. Untersuchungen an Zerebralarterien in vitro haben dagegen keinen Hinweis fiir eine
Beteiligung der K¢, an der Azidosereaktivitit der A. basilaris des Hundes (Kinoshita und
Katusic, 1997) und an penetrierenden Arteriolen der MCA der Ratte (Horiuchi et al., 2002)
erbracht. Die Divergenz zwischen den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit und jenen von
Kinoshita und Katusic (1997) ist wahrscheinlich auf speziesspezifische Unterschiede sowie auf
Unterschiede zwischen den untersuchten GefdBabschnitten zuriickzufiihren. Die Existenz von
Speziesunterschieden im Rahmen der zerebrovaskuldren Reaktivitit wird durch mehrere Studien
belegt. So soll z.B. Indometacin den Blutflussanstieg unter hyperkapnischer Azidose bei der
Ratte verhindern (Iadecola, 1992; Wang et al., 1994). Beim Kaninchen (Busija, 1983) und bei
der Katze (Wei et al., 1980; Busija, 1983) wurden dagegen unter Indometacin eine unverdnderte
piale Vasodilatation und ein unverdnderter Blutflussanstieg unter Azidose beobachtet. Weiterhin
konnte eine unterschiedliche Kanalexpression und -aktivitit im zerebralen Gefd8baum fiir die
unterschiedlichen Ergebnisse verantwortlich sein. So fanden Horiuchi et al. (2001) keinen
Hinweis flir eine Beteiligung der K¢, am Ruhedurchmesser penetrierender Arteriolen der MCA.
Kca sind jedoch an der Regulation des Ruhedurchmessers des MCA-Hauptstammes beteiligt
(Brayden und Nelson, 1992; Nelson et al., 1995). Die dargestellten Unterschiede bieten auch
eine mogliche Erklarung dafiir, dass Horiuchi et al. (2002) keine Beteiligung der K¢, an der

Dilatation penetrierender Arteriolen der MCA auf Azidose gefunden haben, wéhrend
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vorliegende Daten auf eine Beteiligung der K¢, an der azidotischen Reaktivitit des MCA-
Hauptstammes hinweisen.
Zusammengefasst sprechen die Ergebnisse der Reihe 3 sowohl fiir eine Beteiligung der K¢, am

Ruhedurchmesser der MCA als auch an der Vasodilatation der MCA auf Azidose.

5.5. Rolle des Ktp am Ruhetonus und an der Vasodilatation auf Azidose

Die Expression von Katp am Hauptstamm der MCA wurde mit dem Karp-Offner Pinacidil
funktionell untersucht (Tabelle 10). Die Daten weisen darauf hin, dass Karp an der MCA der
Ratte vorhanden sind und durch 10 uM Glibenclamid gehemmt werden. Die Anwesenheit von
Karp an zerebralen GefaBmuskelzellen wird durch viele Publikationen gestiitzt (Nelson und
Quayle, 1995; Quayle et al., 1997).

Die Ruhedurchmesser (pH 7,4) in der Reihe 4 wiesen vor und nach Gabe von Glibenclamid
keinen signifikanten Unterschied auf. Es gibt somit keinen Anhalt fiir eine funktionelle
Beteiligung der Karp am Ruhetonus der MCA. Die vorliegenden Ergebnisse decken sich mit
Untersuchungen, die gegen eine Beteiligung von Katp am GefaBwiderstand, Gefdal3tonus und
Membranpotenzial zerebraler Arterien unter Ruhebedingungen sprechen (Quayle et al., 1997).
Die Azidosereaktivitdt war unter Hemmung der Karp unverindert. Diese Daten miissen vor dem
Hintergrund einer kontroversen Datenlage tiber die Rolle der Karp an der Vasodilatation auf
Azidose eingehend diskutiert werden. Angesichts der Fiille und der Unterschiedlichkeit der
Arbeiten erscheint es angebracht, zwischen den Daten in vitro und in vivo zu unterscheiden, und
die Spezies, an denen diese Daten erhoben wurden, zu beriicksichtigen.

Untersuchungen in vitro an der A. basilaris des Hundes (Kinoshita und Katusic, 1997) und an
penetrierenden Arteriolen der MCA der Ratte (Horiuchi et al.,, 2002) sprechen fiir eine
Beteiligung der Katp an der Vasodilatation auf Azidose. Janigro et al. (1997) konnten dagegen
an perfundierten intrazerebralen Arteriolen der Ratte keinen Hinweis fiir eine Beteiligung der
Katp an der azidotischen Vasodilatation finden.

Die unterschiedlichen Ergebnisse konnen vielfdltige Ursachen haben. So wurde beispielsweise in
Untersuchungen an Arterien des hinteren Stromgebietes eine unterschiedliche Gefafreaktivitét
auf Karp-Offner festgestellt. Kaudal gelegen Arterien zeigten dabei eine groBere
Ansprechbarkeit als weiter kranial gelegene Arterien. Dieses wurde sowohl am Kaninchen
(Nagao et al., 1996) als auch an der Ratte festgestellt (McPherson und Stork, 1992). Weiterhin

sollen Ksrp am Ruhedurchmesser der A. vertebralis, nicht jedoch am Ruhedurchmesser weiter
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kranial gelegenen Arterien beteiligt sein (Nagao ef al., 1996). Somit ist eine kaudalwirts starker
ausgeprigte funktionelle Beteiligung der Katp an den Arterien im vertebrobasiliren Kreislauf
anzunehmen. Diese Unterschiede beruhen moglicherweise auf eine verdnderte Kanalexpression
und —aktivitit der Katp in den untersuchten Arterien und konnen fir die unterschiedlichen
Ergebnisse verantwortlich sein.

In der Arbeit von Kinoshita und Katusic (1997) war weiterhin die Vasodilatation der A. basilaris
auf Azidose unter Blockade der Katp nur bei einer médfigen Absenkung des extrazelluldren pH-
Wertes von 7,4 auf 7,3-7,2 signifikant vermindert. Bei einer weitergehenden pH-Absenkung auf
7,1-7,0 wurde dagegen unter Blockade der Karp keine Verdnderung der Vasodilatation auf
Azidose beobachtet.

Inwieweit die Ergebnisse der Arbeit von Horiuchi et al. (2002) an penetrierenden Arteriolen im
MCA-Versorgungsgebiet der Ratte mit den vorliegenden Daten vergleichbar sind, ist schwer zu
beurteilen. Eine Untersuchung der Kanaldichte der Karp pro GefaBmuskelzelle am MCA-Stamm
und an den Arteriolen der MCA ist bisher nicht erfolgt. Eine unterschiedliche Kanaldichte
konnte eine unterschiedliche funktionelle Beteiligung der Karp an der Vasoreaktivitit dieser
GefaBe zur Folge haben. Funktionelle Unterschiede zwischen den Karp am Gefdflstamm und an
den daraus entspringenden Arteriolen wurden an der A. basilaris beobachtet. An der A. basilaris
sollen Karp im Bereich der Arteriolen, nicht jedoch am Gefdlstamm die hypotensive
Vasodilatation vermitteln (Toyoda et al., 1997).

Wie die Untersuchungen {iber die Vasodilatation zerebraler Gefélle auf Azidose in vitro, weisen
auch die Untersuchungen in vivo eine kontroverse Datenlage auf. Faraci et al. (1994) haben am
Kaninchen eine signifikante Abnahme der Dilatation pialer Arteriolen unter Blockade der Karp
bei einem pCO; von 54 mm Hg, nicht jedoch bei einem pCO, von 66 mm Hg beobachtet. Kontos
und Wei (1996) fanden dagegen an der Katze eine Verminderung der Azidosereaktivitit unter
Karp-Blockade iiber den gesamten pCO,-Bereich von 54—67 mm Hg.

Im Gegensatz zu diesen Studien beobachteten Wahl et al. (1994), Wang et al. (1998) und
Golding et al. (2000a) in der Ratte eine unverdnderte Vasodilatation pialer Gefdlle unter
Inhibition der Karp. Weiterhin wurde in der Ratte unter Karp-Blockade ein unveridnderter
Anstieg des zerebralen Blutflusses auf Azidose gemessen (Reid et al., 1993). Die Daten einer in
vivo durchgefiihrten Studie am Menschen sprechen ebenfalls gegen eine Beteiligung der Ktp an
der azidotischen Vasodilatation zerebraler Gefia3e (Bayerle-Eder et al., 2000).

Die aufgefiihrten Daten weisen somit erhebliche Diskrepanzen auf. Die kontroversen Befunde
konnen sowohl auf speziesbedingten Unterschieden als auch auf unterschiedliche

Expressionsmuster der Kaliumkandle an den untersuchten Arterien beruhen. Eine mogliche
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Erklarung fiir die unterschiedlichen Ergebnisse iiber die Rolle der Kaliumkandle an der
Vasodilatation auf Azidose wird bei der Besprechung der Kombinationsblockaden (Kapitel 5.9)
vorgestellt.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit sprechen weder fiir eine Beteiligung der Karp am

Ruhedurchmesser noch an der Vasodilatation der MCA auf Azidose.

5.6. Rolle des K;; am Ruhetonus und an der Vasodilatation auf Azidose

Die Funktion der K;; wurde vor allem an zerebralen Arteriolen untersucht (Quayle et al., 1997;
Horiuchi et al., 2001). Weitere Arbeiten belegen, dass diese Kanile auch an vorgeschalteten
GefaBen, wie dem MCA-Stamm funktionell aktiv sind (Johnson et al., 1998; Marrelli et al.,
1998). Elektrophysiologische Untersuchungen an zerebralen Arteriolen weisen darauf hin, dass
die Kj; durch BaCl, in Konzentrationen von bis zu 50 uM spezifisch gechemmt werden (Quayle et
al., 1993; Knot et al., 1996).

Die Vasodilatation auf 20 mM K wird durch K;, vermittelt (Zaritsky et al., 2000). Funktionelle
Untersuchungen an der MCA der Ratte haben gezeigt, dass die Vasodilatation auf 20 mM K"
unter 40 uM BaCl, um ca. 70 % geringer ausfallt (Johnson ef al., 1998) und erst ab ca. 60 uM
BaCl, aufgehoben ist. In einer nachfolgenden Arbeit aus der gleichen Arbeitsgruppe wurde
daraufhin fiir eine spezifische Blockade der K, am Hauptstamm der MCA eine Konzentration
von 75 uM BaCl, gewéhlt (Marrelli et al., 1998). Von dieser Datenlage ausgehend wurden
vorliegende Experimente zundchst unter 40 uM BaCl, durchgefiihrt. Unter 40 uM BaCl, wurde
weder eine signifikante Beteiligung der K;; am Ruhedurchmesser noch an der Vasodilatation der
MCA auf Azidose beobachtet. Die Vasodilatation auf 20 mM K" konnte jedoch durch 40 uM
BaCl, nicht blockiert werden. Deshalb wurde unter ansteigender BaCl,-Konzentration die
Konzentration ermittelt, unter der die GefidBdilatation auf 20 mM K" aufgehoben war. Diese lag
zwischen 80-100 pM BaCl,. Es wurde deshalb eine zweite Reihe von Experimenten mit 100 pM
BaCl, durchgefiihrt. Unter 100 pM BaCl, waren der Ruhedurchmesser und die
Azidosereaktivitit ebenfalls unveriandert.

Die Ursache fiir die unvollstindige Blockade der Dilatation auf 20 mM K" und somit der K;,
unter 40 uM BaCl, konnte in dieser Arbeit, wie in den Arbeiten von Johnson et al. (1998) und
Marrelli ef al. (1998) in einem unterschiedlichen Ansprechen von zerebralen Arteriolen (Quayle
et al., 1993; Knot et al., 1996) und des MCA-Stammes auf BaCl, liegen. Darauf weisen die

unterschiedlichen GefaBireaktionen der Arteriolen im Vergleich zum Gefaflstamm der MCA auf
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Erhéhungen der extrazelluliren K'-Konzentration hin. So zeigten Arteriolen der MCA in der
Arbeit von Knot et al. (1996) maximale Dilatationen unter 11 und 16 mM K", Unter 21 mM K"
wurde dagegen keine Dilatation mehr beobachtet. Bei einer Erhohung der K'-Konzentration auf
tiber 26 mM wiesen die zerebralen Arteriolen in derselben Arbeit eine Konstriktion auf. Am
Hauptstamm der MCA dagegen wurde die grofte Dilatation unter 20 mM K™ beobachtet
(Johnson et al., 1998), wihrend unter 40 mM K' eine immer noch signifikante Dilatation
gemessen wurde (Golding et al., 2000b; Schuh-Hofer et al., 2001).

Die gewdhlte BaCl,-Konzentration von 100 uM ist fiir die Blockade der K dennoch selektiv
(Quayle et al., 1997) und wurde deshalb auch in anderen Arbeiten verwendet (Horiuchi et al.,
2001; Chrissobolis et al., 2000). In hoheren Konzentrationen (> 100 uM) konnte BaCl, die
Leitfahigkeit der Karp beeintrdchtigen (Nelson und Quayle, 1995). In den durchgefiihrten
Untersuchungen wurde unter 100 uM BaCl, kein Effekt und somit auch kein potenziell
unspezifischer Effekt beobachtet. Dafiir sprechen auch die Untersuchungen der Reihe 11. Unter
gleichzeitiger Gabe von 100 uM BaCl, und 1 mM TEA (Reihe 11) wurde im Vergleich zu 1 mM
TEA (Reihe 3) keine weitere Abnahme der Azidosereaktivitidt (Abbildung 3) gesehen. Diese
Daten sprechen sowohl gegen eine Beteiligung der Ki; an der Vasodilatation auf Azidose als
auch gegen eine unspezifische Blockade der Karp durch 100 uM BaCls.

Zusammenfassend sprechen vorliegende Ergebnisse weder fiir eine Rolle der K; am

Ruhedurchmesser noch an der Dilatation der MCA auf Azidose.

5.7. Rolle des Ky am Ruhedurchmesser und an der Vasodilatation auf Azidose

Untersuchungen am Kaninchen haben eine Beteiligung der Ky am Ruhedurchmesser und am
Membranpotenzial der MCA gezeigt (Knot und Nelson, 1995). An der Ratte wurde in vivo eine
Vasokonstriktion der A. basilaris unter Blockade der Ky beobachtet (Sobey und Faraci, 1999).
Die Ky scheinen weiterhin an der Regulation des Ruhedurchmessers von Arteriolen der MCA
und der A. basilaris der Ratte beteiligt zu sein (Horiuchi et al., 2001).

Die Rolle der Ky an der Vasodilatation der MCA auf Azidose ist nicht eindeutig.
Elektrophysiologische Messungen an GefiaBmuskelzellen zerebraler Arterien der Katze haben
eine Aktivitidtszunahme der Ky unter Azidose festgestellt (Bonnet ef al., 1991). Untersuchungen
an der A. basilaris des Hundes (Kinoshita und Katusic, 1997) und an Arteriolen der MCA der
Ratte (Horiuchi et al., 2002) haben allerdings keine Beteiligung der Ky an der Vasodilatation auf

Azidose gefunden. Ebenso wurde in den vorliegenden Untersuchungen keine signifikante
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Beteiligung der Ky am Ruhedurchmesser und an der Vasodilatation der MCA auf Azidose
beobachtet.

Unter 1 mM 4 AP wurde jedoch eine deutliche Vasomotion mit einer Amplitude von 8 - 15 pm
und einer Frequenz von bis zu 9 Zyklen/Minute beobachtet. Das Phdnomen der Vasomotion mit
einer Frequenz von ca. 0,1 Hz ist seit langem bekannt. Die Mechanismen, die zu dieser
Vasomotion fiihren, sind bisher jedoch unklar (Dirnagl et al., 1993; Lindauer et al., 1999).
Untersuchungen in vitro haben gezeigt, dass die zerebralen Arterien spontan hypertensiver
Ratten eine deutliche Vasomotion unter Ruhebedingungen aufweisen (Osol und Halpern, 1988).
In der Reihe 14 wurde unter Hemmung der Ky und der Ka1p keine Vasomotion mehr beobachtet.
Eine Vasomotion wurde jedoch bei allen anderen Untersuchungen beobachtet, die mit einer
Blockade der Ky einhergingen. Dieser Befund deutet auf eine Beteiligung der Karp an der
beobachteten Vasomotion. Eine mogliche Erkldrung fiir diese Beobachtung wire eine erhohte
Aktivitdt der Karp unter Ky-Blockade mit nachfolgender Membranpotenzialverdnderung als
Ausloser der Vasomotion. Eine Aktivierung der Karp infolge eines vermehrten ATP-Verbrauchs
durch die Na'/K'-ATPase wurde von Nguyen et al. (2000) als Mechanismus fiir die
neurovaskuldre Kopplung vorgeschlagen. Der Befund einer moglichen Stabilisierung des
Membranpotenzials durch die Ky und einer darauf folgenden Verdnderung der
Vasomotionsamplitude unter Blockade der Ky erscheint interessant. Diese Fragestellung wurde

jedoch im Rahmen der vorliegenden Arbeit nicht weiterverfolgt.
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5.8. Rolle der Na'/K -ATPase unter pH 7,4 und unter Azidose

Die Na'/K'-ATPase ist entscheidend am Aufbau und an der Aufrechterhaltung des
Membranpotenzials beteiligt, wird durch das NO/cGMP-System moduliert (Kapitel 1.4.) und ist
somit ein moglicher Kandidat fiir die Vermittlung vasoaktiver Stimuli wie beispielsweise der
Azidose. Die Untersuchungen von Toda et al. (1989) weisen auf eine Beteiligung der Na'/K -
ATPase an der Azidosereaktivitit zerebraler Arterien. Weiterhin scheint die Na'/K'-ATPase in
der neurovaskuldren Kopplung (Nguyen et al., 2000) involviert zu sein.

Der Gradient des Na'/H -Austauschers, einer der wichtigsten Mechanismen zur Regulation des
intrazelluliren pH-Wertes, wird iiber die Na'/K'-ATPase aufrechterhalten (Austin und Wray,
2000). Dieser Mechanismus hat moglicherweise pathophysiologische Konsequenzen: Wéhrend
ein intrazelluldrer pH-Abfall den Na'/H'-Austauscher stimuliert, wird die Na'/K'-ATPase
aktiviert und fiihrt zu einem erhohten Sauerstoffverbrauch der Zelle, der einen hypoxischen
Schaden auslosen oder verstirken kann. Dieser Mechanismus wurde an Kardiomyozyten
beschrieben (Avkiran und Snabaitis, 1999) und bietet moglicherweise neue Ansétze bei der
Therapie des Herzinfarktes (Avkiran und Marber, 2002). Daten zu GefaBBmuskelzellen zerebraler
Arterien liegen bislang allerdings nicht vor.

Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Experimente ergaben jedoch weder Hinweise fiir eine
Beteiligung der Na'/K'-ATPase an der Regulation des Ruhedurchmessers noch an der

Vasodilatation zerebraler Arterien auf Azidose.
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5.9. Vasodilatation auf Azidose unter Hemmung von jeweils 2
Kaliumkanalfamilien aus den Reihen 7-14

Die Untersuchungen der Reihe 3 weisen auf eine signifikante Beteiligung der K¢, an der
Vasodilatation auf Azidose hin. Fiir eine Beteiligung der Karp, der Kj; und der Ky an der
Vasodilatation auf Azidose wurden dagegen keine Hinweise gefunden. In der Literatur werden
vor allem Katp als Vermittler dieser Reaktion beschrieben. Die Befunde dazu sind allerdings
nicht einheitlich (Kapitel 1.4.3 und 5.5). Eine Modulation durch das NO/cGMP-System wurde
sowohl fiir K¢, als auch fiir Karp beschrieben. Frithere Befunde unserer Arbeitsgruppe sowie die
Ergebnisse aus der Reihe 2 zeigen eine ausgepriagte Abhingigkeit der Azidosereaktion vom
NO/cGMP-System, das an dieser Reaktion als Modulator agiert (Lindauer et al, 2001).

Die Arbeiten von Kinoshita und Katusic (1997) und von Horiuchi ef al. (2002) weisen lediglich
eine verminderte Vasodilatation auf Azidose unter Blockade der Karp auf. Eine vollstindige
Aufklarung der Vasodilatation zerebraler Arterien auf Azidose wurde bisher nicht erzielt. Der
Ausgangspunkt meiner Untersuchungen aus den Reihen 8 - 14 war deshalb die Vermutung, dass
weitere Faktoren an der azidotischen Vasodilatation zerebraler Arterien beteiligt sind. Aus
diesem Grund habe ich die Wirkung einer gleichzeitigen Hemmung zweier Kaliumkanaltypen
untersucht. Um ein mogliches Zusammenspiel der Kaliumkanalfamilien aufzudecken, wurde
zunéchst die Wirkung der gleichzeitigen Hemmung der K¢, und der Karp untersucht, da hierfiir
die stirkste Evidenz aus der Literatur abzuleiten war. Unter gleichzeitiger Blockade dieser
beiden Kaliumkanalfamilien bestand zwischen dem Durchmesser bei pH 7,4 und pH 7,0 kein
signifikanter Unterschied mehr, d.h., die Azidosereaktivitit war vollstindig aufgehoben.

Um die an der Reaktion beteiligte Untergruppe der K¢, zu identifizieren, wurden diese
Experimente unter Verwendung von 100 nM Charybdotoxin (CHTX) und 10 uM Glibenclamid
(Glib) wiederholt. CHTX ist ein spezifischer Blocker der schnellleitenden K¢, (BK¢,) und weist
vor allem an GefaBmuskelzellen eine hohe Selektivitit auf (Nelson und Quayle, 1995). Bei einer
intakten Vasodilatation unter Kontrollbedingungen konnte unter CHTX und Glib ebenfalls keine
Vasodilatation auf Azidose mehr beobachtet werden.

Die wahrscheinlichste Erkldrung fiir die Aufhebung der Vasodilatation auf Azidose unter
Hemmung der K¢, und der Kap ist eine Vermittlung der Azidosereaktivitit sowohl durch K¢,
als auch durch Katp. Dabei scheinen K¢, die Wirkung der Karp vollstindig substituieren zu
konnen. Ein solcher Mechanismus ist bisher fiir die Vasodilatation zerebraler Arterien auf

Azidose weder untersucht noch beschrieben worden.
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Die Hypothese einer gemeinsamen Vermittlung der Azidosereaktivitit durch K¢, und Karp wird
durch Beobachtungen von Wang et al. (1998) unterstiitzt. An der Ratte konnte die unter NOS-
Blockade aufgehobene und durch 8 Br-cGMP rekonstituierte Vasodilatation auf Azidose durch
die jeweiligen Hemmer der K¢, oder der Karp unter alleiniger Gabe blockiert werden. Unter
physiologischen Bedingungen war jedoch keiner der jeweiligen Blocker wirksam. Diese
Ergebnisse deuten darauf hin, dass beide Kanile an der Vasodilatation auf Azidose beteiligt sind.
Weitere Kombinationsblockaden der Reihen 10 (Blockade der Karp und der Kj;), 13 (Blockade
der Ki; und der Ky) und 14 (Blockade der Karp und der Ky) wiesen weder beziiglich des
Ruhedurchmessers noch der Azidosereaktivitit eine signifikante Verdnderung gegeniiber den
Kontrollen auf. Sie bestdtigten damit die Ergebnisse aus den Reihen 3-6, die unter Blockade der
einzelnen Kaliumkanaltypen durchgefiihrt wurden.

Unter gleichzeitiger Hemmung der K¢, und der Ky (Reihe 12) wiesen die Arterien eine
unverdnderte Azidosereaktivitit auf. Eine Abnahme der Azidosereaktivitit wire jedoch aufgrund
der Ergebnisse aus der Reihe 3 (Blockade der K¢,) mdglich gewesen. Die Ursache dafiir, dass
eine Abnahme der Azidosereaktivitit unter Blockade der K¢, und der Ky nicht beobachtet
wurde, konnte daran liegen, dass Pulsationsphdnomene, die unter Hemmung der Ky beobachtet
wurden, die verminderte Vasodilatation auf Azidose iiberlagert haben.

Unter gleichzeitiger Hemmung der K¢, und der Kj (Reithe 11) waren sowohl der
Ruhedurchmesser als auch die Vasodilatation auf Azidose signifikant vermindert. Es stellte sich
deshalb die Frage, ob die Ergebnisse aus der Reihe 11 lediglich auf einer Blockade der K¢,
zurlickzufiihren sind oder dariiber hinausgehen. Dabei wiren sowohl eine Mitbeteiligung der K,
am Ruhedurchmesser als auch eine unspezifische Hemmung der Karp durch die verwendete
BaCl,-Konzentration von 100 uM denkbar gewesen.

Aus diesem Grund wurde die Gefdlkonstriktion, die in den Reihen 3 (Blockade der Kc,), 8
(Blockade der K¢, und der Katp), 9 (Blockade der BK, und der Ks1p) und 11 (Blockade der K¢,
und der Kj) beobachtet wurde, mittels einer Varianzanalyse fiir unabhédngige Stichproben
verglichen. Bei der statistischen Analyse wurden allerdings keine signifikanten Unterschiede
zwischen diesen Gruppen gesehen. Es ist somit anzunehmen, dass die beobachtete Abnahme der
Ruhedurchmesser lediglich auf eine Blockade der K¢, bzw. der BK(, zuriickzufiihren ist. Fiir
eine Beteiligung der Katp und der K;; am Ruhedurchmesser gibt es somit keine Hinweise.

Um zu iiberpriifen, ob die Vasodilatation auf Azidose unter Blockade der K¢, und der K;; (Reihe
11) sowie unter Blockade der K¢, (Reihe 3) unterschiedlich ausfillt, wurde die Abnahme der
Azidosereaktivitit in Prozent berechnet (Kapitel 3.6). Die Azidosereaktivitit in der Reihe 11

(vermindert auf 59 % der Kontrolle) war allerdings gegeniiber der alleinigen Blockade der K¢, in
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der Reihe 3 (vermindert auf 71 % der Kontrolle) nicht signifikant verringert. Dagegen bestand
ein signifikanter Unterschied zwischen der reduzierten Azidosereaktivitit unter Blockade der Kj;
in der Reihe 11 und der Azidosereaktivitit unter gemeinsamer Blockade der K¢, bzw. BK¢, und
der Katp aus den Reihen 8 und 9. Diese Daten sprechen gegen eine Beteiligung der K. an der
Vasodilatation auf Azidose. Die Ergebnisse liefern weiterhin keinen Hinweis auf eine

unspezifische Hemmung der Ktp durch 100 uM BaCl, (Bonev und Nelson, 1993).

Bei der Einordnung der Befunde vorliegender Arbeit stellt sich die Frage, ob das beobachtete
Zusammenspiel der K¢, und Krp lediglich bei der Vermittlung der Dilatation zerebraler Gefal3e
auf pH-Verdnderungen eine Rolle spielt, oder ob es sich um einen allgemeinen Mechanismus der
Vasodilatation auf einen NO-abhdngigen Stimulus handelt. Erst kiirzlich wurden Hinweise fiir
eine Vermittlung der Wirkung endogener Vasodilatatoren iiber die K¢, und die Karp publiziert.
So soll die durch NO hervorgerufene Vasodilatation an der A. basilaris der Ratte iiber eine
Aktivierung der Kaliumkanidle erfolgen. Die daran beteiligten Kanidle (Kartp, Kca und Kj)
scheinen sich gegenseitig zu substituieren und die Funktion des jeweils gehemmten Kanals zu
kompensieren (Hempelmann et al., 2001). Weiterhin wurde eine Beteiligung der K¢, und der
Karp an der Vasodilatation zerebraler Gefille neugeborener Schweine auf Opioide wie
Nociceptin/Orphanin nachgewiesen (Armstead, 1999). K¢, und Karp scheinen somit nicht nur
die Azidosereaktivitit zerebraler Arterien zu vermitteln, sondern auch an der Vasodilatation auf

andere Stimuli beteiligt zu sein.

Abgesehen von der Beteiligung der K¢, und der Katp an der Vasodilatation zerebraler Gefdf3e
auf physiologische Stimuli, sprechen experimentelle Daten fiir eine wichtige Rolle dieser Kanéle
unter pathophysiologischen Bedingungen: so kann die nach Hypoxie/Ischimie verminderte
Azidosereaktivitit zerebraler Gefile auf eine Inhibition der K¢, und der Karp durch
Nociceptin/Orphanin zuriickgefiihrt werden (Jagolino und Armstead, 2001). Der genaue
Mechanismus dieser Reaktion ist noch nicht vollstindig bekannt. Er weist jedoch auf eine
gemeinsame Vermittlung der Vasodilatation auf Azidose durch K¢, und Katp, als auch auf eine
mogliche Rolle dieser Kanidle an einer gestorten Vasoreaktivitit unter pathologischen
Bedingungen hin. Untersuchungen nach traumatischen ZNS-Verletzungen geben weitere
Hinweise auf eine verdnderte Aktivitit der K¢, und der Karp unter pathophysiologischen
Bedingungen. So wurde nach experimentellen ZNS-Verletzungen eine verminderte Dilatation
zerebraler Arterien auf Azidose beobachtet. Diese beruht mdglicherweise auf einer verminderten

NO-Konzentration und ist auf die Entstehung freier Radikale zuriickzufiihren (Golding et al.,
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2000). Weiterhin wird eine verminderte zerebrale GefdB3dilatation nach experimentellen ZNS-
Verletzungen an neugeborenen Schweinen auf eine Inhibition der K¢, und der Karp
zuriickgefiihrt (Salvucci und Armstead, 2000). Als Ursache wird eine durch Vasopressin und
Endothelin induzierte Produktion von Sauerstoffradikalen vermutet (Armstead, 2001a, b).

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit legen nahe, dass eine verminderte basale NO-Produktion
bzw. eine Verminderung des basalen NO-Spiegels infolge von Reaktionen mit freien
Sauerstoffradikalen nach traumatischen ZNS-Verletzungen zu einer Funktionsstérung der Kc,

und der Katp und somit zu einer Stérung der Vasodilatation auf Azidose beitrédgt.

AbschlieBend stellt sich die Frage, inwieweit die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zur
Aufkldrung der dargestellten, kontroversen Datenlage iiber die Rolle der Kaliumkanéle an der
Vasodilatation zerebraler GefdBe auf Azidose beitragen kdnnen. Wie schon erldutert, sprechen
Literaturhinweise dafiir, dass die funktionelle Rolle der Katp und der K¢, an unterschiedlichen
zerebralen Gefdllabschnitten verschieden stark ausgeprigt ist. Dieses ist moglicherweise auf eine
unterschiedliche quantitative und qualitative Expression der Karp und der K¢, zuriickzufiihren.
Somit ist es moglich, dass die Fahigkeit der K¢, und der Katp einander zu substituieren, in den
unterschiedlichen zerebralen GefédBabschnitten variiert. Darauf weisen auch Untersuchungen hin,
die eine unterschiedliche Beteiligung der K¢, und der Karp am Ruhedurchmesser
unterschiedlicher zerebraler Gefdlle und ein unterschiedliches Ansprechen dieser Gefdfle auf
Kaliumkanal6ftner festgestellt haben (Kapitel 1.4., 5.4, 5.5).

An Arteriolen der MCA deutet eine fehlende Beteiligung der K¢, am Ruhedurchmesser auf eine
verminderte funktionelle Aktivitit der K¢, in diesen Gefdflen hin. Im Gegensatz dazu sind K¢,
am Ruhedurchmesser des MCA-GefdBBhauptstammes beteiligt. Somit ist es denkbar, dass eine
fehlende Beteiligung der K¢, an der Vasodilatation zerebraler Arteriolen auf Azidose (Horiuchi
et al., 2002) auf einer vollstdndigen Substitution der K¢, durch Karp beruht. Auf einer moglichen
Mitbeteiligung der K¢, an der Vasodilatation der untersuchten GefiBle und auf ein
Zusammenspiel der Karp und der K¢, weist auch die Tatsache hin, dass weder in der Arbeit von
Kinoshita und Katusic (1997) noch in der Arbeit von Horiuchi et al. (2002) die Azidosereaktion
vollstindig blockiert wurde. Eine gemeinsame Vermittlung der Vasodilatation auf Azidose mit
unterschiedlich stark ausgeprigter gegenseitiger Substitutionsfahigkeit der Karp und der K¢, in
den untersuchten GefdB3gebieten ist somit wahrscheinlich. Ein solcher Mechanismus wére eine
mogliche Erklérung fiir die unterschiedlichen Ergebnisse iiber die Rolle der Kaliumkanéle an der
Vasodilatation zerebraler Gefdfle auf Azidose. Weiterfiihrende Untersuchungen zur Darstellung

von Expressionsmustern der beteiligten Kaliumkanéle diirften zur Klarung wesentlich beitragen.
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Die vorliegenden Daten bieten weiterhin eine Erklarung fiir die Einwénde, die von Wang et al.
(1998) am Modell der permissiven Wirkung von NO/cGMP an der Vasodilatation auf Azidose
erbracht wurden. Inhalt dieser Kritik war die Beobachtung, dass nach NOS-Blockade und
Restitution eines basalen cGMP-Spiegels die Vasodilatation auf Azidose wahlweise durch
Hemmung der K¢, oder der Katp blockiert werden konnte. Dieses wurde unter physiologischen
Bedingungen nicht beobachtet. Wang et al. (1998) schlossen daraus, dass die Restitution eines
basalen cGMP-Spiegels unter NOS-Blockade keine physiologischen Verhiltnisse wieder
herstellen wiirde. Das Modell der Permissivitit des NO/cGMP-Systems an der Vasodilatation
auf Azidose wurde deshalb von Wang et al. (1998) in Frage gestellt. Die vorliegende Arbeit
zeigt jedoch, dass die Vasodilatation auf Azidose sowohl durch Katp als auch durch K¢,
vermittelt wird und von einem basalen cGMP-Spiegel abhédngig ist. Somit ist es denkbar, dass in
den Untersuchungen von Wang et al. (1998) die verwendete cGMP-Konzentration nicht
ausreichend war, um den physiologisch vorkommenden, basalen cGMP-Spiegel und dadurch die
Leitfahigkeit der K¢, und der Karp vollstindig wiederherzustellen. Die Tatsache, dass in der
Arbeit von Wang et al. (1998) nach Rekonstitution des basalen cGMP-Spiegels der
Ruhedurchmesser nicht wiedererreicht wurde, ldsst eine solche Erkldrung mdglich erscheinen.

Zusammengefasst weisen die Ergebnisse unter Blockade von jeweils zwei Kaliumkanaltypen
darauf hin, dass die Vasodilatation der A. cerebri media auf Azidose sowohl iiber K¢, als auch
iiber Katp vermittelt wird. Bei der Vermittlung der Vasodilatation auf Azidose wiesen die K¢,
und die Karp eine ausgeprigte Redundanz auf. Dabei konnten die K¢, die Wirkung der Karp

vollstindig substituieren.
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5.10. Zusammenfassung und Ausblick

In der vorliegenden Arbeit wurden die Funktion des NO/cGMP-Systems auf Ebene des cGMP
und die Rolle der wichtigsten Kaliumkanalfamilien an der Vasodilatation der isolierten A.
cerebri media der Ratte auf Azidose untersucht. Die Dilatation auf Azidose wurde als Modell-
Stimulus fiir eine NO-modulierte Vasodilatation verwendet. Die Untersuchungen dienten der
Beschreibung eines moglicherweise generellen Mechanismus der Dilatation zerebraler Gefélle
auf NO-abhingige Stimuli.

Die Experimente belegen, dass die Azidosereaktivitit der A. cerebri media (MCA) vom basalen,
vaskuldren cGMP-Spiegel abhingt. Das cGMP hat dabei eine permissive Funktion. Zusammen
mit Vorversuchen aus unserer Arbeitsgruppe wurde erstmalig an einem einheitlichen Modell, an
der gleichen Spezies (Ratte) und dem gleichen Gefiflbett (MCA) die Rolle des NO/cGMP-
Systems an der Vasodilatation auf Azidose untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass sowohl
NO als auch cGMP an dieser Gefdlreaktion als Modulatoren agieren.

Bei der Untersuchung der Rolle der Kaliumkanalfamilien an der Vasodilatation auf Azidose
konnte unter Blockade der Kaliumkanile (Kca, Karp, Kir und Ky) eine Beteiligung der K¢, am
Ruhedurchmesser und an der Azidosereaktivitit der MCA beobachtet werden. Es wurden keine
Hinweise fiir eine alleinige Beteiligung der Katp, der Kj; oder der Ky am Ruhedurchmesser oder
an der Vasodilatation der MCA auf Azidose gefunden. Um die Maoglichkeit eines
Zusammenspiels der Kaliumkanalfamilien bei der Vermittlung der Vasodilatation auf Azidose
zu erfassen, wurden Untersuchungen unter gleichzeitiger Gabe von zwei Kaliumkanalblockern
durchgefiihrt. Nach gleichzeitiger Hemmung der K¢, und der Ka1p blieb die Vasodilatation auf
Azidose vollstindig aus. Unter Verwendung von Charybdotoxin, eines spezifischen Blockers der
schnellleitenden K¢, (BKc,), und unter gleichzeitiger Blockade der Karp kam es ebenfalls zur
Authebung der Vasodilatation auf Azidose. Die weiteren moglichen Kombinationen von jeweils
zwei Kaliumkanaltypen (Katp + Kir; Katp + Kv; Kca + Ky Kea + Kip; K + Ky) erbrachten keine
zusdtzlichen Ergebnisse.

Fasst man die Ergebnisse zusammen, ergibt sich daraus, dass die Vasodilatation der MCA auf
Azidose durch Karp und BK¢, gemeinsam vermittelt wird. Dabei wurde eine ausgeprigte
Redundanz dieser Kanile beobachtet, d.h. die Funktion der Katp konnte durch die K¢, bzw. der
BKc, vollstindig substituiert werden. Dieser Mechanismus bietet eine mogliche Erklarung fiir
die heterogenen Ergebnisse, die bisher iiber die Rolle der Kaliumkanile an der Vasodilatation
zerebraler Arterien auf Azidose publiziert wurden.

Die Vermittlung der Vasodilatation auf Azidose durch Karp und K¢, scheint nicht nur fiir die
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Vermittlung der Vasodilatation zerebraler Arterien auf Azidose spezifisch zu sein, sondern auch
der Vasodilatation auf NO zugrunde zu liegen (Hempelmann et al., 2002).

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit bieten einen wichtigen Ausgangspunkt zur Uberpriifung
der zentralen Rolle der Karp und der K¢, auf weitere, durch das NO/cGMP System modulierte
dilatatorische Stimuli wie z.B. der funktionellen Aktivierung. Sie sind weiterhin Ausgangspunkt
fiir derzeit laufende Untersuchungen einer funktionellen Modulation der K¢, und der Ksrp durch
das NO/cGMP-System.

Neben der Untersuchung der GefaBreaktion auf physiologische Stimuli bilden die vorliegenden
Daten eine wesentliche Grundlage fiir die Erforschung der gestdrten Vasodilatation zerebraler
Arterien auf Azidose unter pathophysiologischen Bedingungen. So ist z.B. bekannt, dass die
hyperkapnische Vasodilatation nach Ischdmie (Bari et al., 1997) beeintrachtigt ist und
moglicherweise auf eine Inhibition der K¢, und der Kapp zurlickzufiihren ist (Jagolino und
Armstead, 2001). Weiterhin bieten neuere Arbeiten Hinweise dafiir, dass die verminderte
Vasodilatation zerebraler Gefdfle auf Azidose nach Subarachnoidalblutung (Hoffmann et al.,
2000) bzw. nach Schiadel-Hirn Trauma (Golding ef al., 1999) moglicherweise auf einer gestorten
Aktivitdit der Kaliumkanéle beruht. Experimentelle Daten deuten dabei vor allem auf einer
gestorten Aktivitdit der K¢, und der Karp nach Schidel-Hirn Trauma hin (Salvucci und
Armstead, 2000).

Die vorliegenden Untersuchungen er6ffnen weiterhin die Moglichkeit, die Vasodilatation auf
Azidose als ein interessantes Modell zur Erforschung des Zusammenspiels der Kaliumkanile
unter pathophysiologischen Bedingungen, die mit einer verdnderten Aktivitidt dieser Kanile
einhergehen, zu verwenden und daraus moglicherweise neue therapeutische Konzepte zu
entwickeln. Zu einer verénderten Aktivitit der Kaliumkandle kommt es z.B. im Rahmen der
arteriellen Hypertonie (Liu ef al., 1997) sowie des Diabetes mellitus (Zimmermann et al., 1997).
Diese Erkrankungen weisen in den westlichen Industrienationen eine hohe Pridvalenz auf und

zdhlen zu den wichtigsten Risikofaktoren fiir das Erleiden eines Schlaganfalls.
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