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,,.Das Licht der Wissenschaft birgt die Gefahr, dass man glauben kann,
die Welt und man selbst seien ganz erfasst,

wahrend man in Wirklichkeit von der Lichtquelle geblendet ist

und deshalb seine Umgebung dunkel und unversténdlich sieht,

wahrend die eigene Nase strahlend hell erleuchtet ist.*

Peter Haeg: ,,Von der Liebe und ihren Bedingungen in der Nacht des 19. Mérz 1929,
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1. Einleitung

Kleine Arterien und Arteriolen spielen bei der peripheren Blutdruckregulation eine

bedeutende Rolle. In diesem Bereich des GefaRsystems erfolgt der wesentliche Abfall des
Blutdruckes. Dabei haben kleine Anderungen des GefaRquerschnittes einen groRen Einfluss
auf den arteriellen Blutdruck und die Durchstrémung der peripheren Strombahn. Im Normal-
zustand sind diese Arterien teilweise kontrahiert. Eine weitere Kontraktion fuhrt zu einer Er-
héhung des arteriellen Blutdrucks. Andererseits wird durch eine Dilatation die Blutversor-
gung des entsprechenden Organs verbessert. Verantwortlich fir Konstriktion oder Dilatation
eines GefaRes sind die glatten Gefalimuskelzellen, deren Kontraktion oder Relaxation u. a.
tiber die zytosolische Ca?*-Konzentration kontrolliert wird. Die Ca**-Konzentration im Zyto-
sol kann durch zwei Mechanismen erhoht werden (Cohen, Weisbrod, Gericke, Yaghoubi,
Bierl & Bolotina, 1999). Einmal kann ein Ca®*-Einstrom aus dem Extrazellularraum in die
Muskelzelle u.a. durch spannungsabhangige Ca**-Kanéle des Sarkolemms (Mulvany & Aalk-
jaer, 1990) erfolgen. Dabei wird das Offnungs- und SchlieRungsverhalten dieser Ca?*-Kanale
uber das Membranpotenzial gesteuert, welches wiederum u.a. durch Aktivierung oder Hem-
mung von K*-Kanélen reguliert wird. Weiterhin kommt es zur Ca®*-Freisetzung aus intrazel-
lularen Organellen, z. B. (ber Inositol-1,4,5-Trisphosphat (IPs) —abhéingige Ca*-Frei-
setzungskanéle im sarkoplasmatischen Retikulum.
Eine komplexe Wechselwirkung zwischen humoralen, nervésen und metabolischen Faktoren
reguliert den Tonus und damit den Querschnitt des GefaRes. Die glatten Muskelzellen werden
direkt tber kontrahierende Faktoren (z. B. Noradrenalin-Freisetzung aus sympathischen Ner-
venendigungen) beeinflusst. Indirekt Gber das Endothel wirken konstriktiv Endothelin und
dilatatorisch der endothelabhangige relaxierende Faktor (EDRF), der endothelabhéngige hy-
perpolarisierende Faktor (EDHF) und Prostazyklin (PGl,). Die genannten Faktoren kdnnen
uber die Beeinflussung von lonenkanélen der Zellmembran wirken. Eine Hyperpolarisation
der Membran, z. B. durch Offnung von K*-Kanélen, wird insbesondere spannungsabhangige
Ca®*-Kanale schlieBen und zur Relaxation der Muskelzelle fiihren (Nelson, Patlak, Worley
& Standen, 1990; Daut, Standen & Nelson, 1994; Kuriyama, Kitamura & Nabata, 1995; Nel-
son & Quayle, 1995; Edwards & Weston, 1998).

Einer der Mechanismen bei der Anderung des Membranpotenzials glatter GefaBmus-
kelzellen ist die endothelabhéngige Hyperpolarisation. Sie entsteht durch Substanzen, die vom
Endothel nach dessen Stimulation freigesetzt werden. Der intravasale Blutfluss, Hypoxie oder

Substanzen wie Azetylcholin (ACh), ATP, Histamin, Bradykinin oder Thrombin kénnen sol-



che Stimulatoren sein. Abhdngig von der Spezies, dem untersuchten Organ, GefaR oder Ge-
faRabschnitt und der Art der Stimulation kann der hyperpolarisierende Wirkstoff Stickstoff-
monoxid (NO, gleichzusetzen mit EDRF), PGI, oder EDHF sein (Garland, Plane, Kemp &
Cocks, 1995; Edwards & Weston, 1998; Faraci & Heistad, 1998; Bracamonte, Burnett &
Miller, 1999; Félétou & Vanhoutte, 1999; Fleming & Busse, 1999; Pohl & de Wit, 1999).
Substanzen, die sich von NO oder von Prostaglandinen unterscheiden, kdnnen als EDHF agie-
ren. Im Gesprach sind Zytochrom-P-450-abhéngige Metabolite der Arachidonsaure (Garland
et al., 1995; Harder, Campbell & Roman, 1995; Edwards & Weston, 1998; Campbell & Har-
der, 1999). In Mesenterialarterien von Ratten wird eine leichte Erhdhung der extrazellularen
K*-Konzentration als EDHF angesehen (Edwards, Dora, Gardener, Garland & Weston, 1998).

Die Hyperpolarisation scheint sich hauptsachlich iiber die Aktivierung von K-
Kandlen in der Membran der Muskelzellen zu vollziehen. Welcher spezielle K*-Kanal-Typ
dabei durch das Endothel stimuliert wird, ist z. T. noch unklar und kann aufferdem je nach
untersuchtem Préparat variieren (Taylor & Weston, 1988; Vanhoutte, 1993; Quayle
& Standen, 1994; Cohen & Vanhoutte, 1995; Garland et al., 1995; Harder et al., 1995; Ed-
wards & Weston, 1998; Edwards et al., 1998; Standen & Quayle, 1998).

Um die Mechanismen der endothelabhangigen Hyperpolarisation aufzuklaren, werden
von verschiedenen Arbeitsgruppen vorwiegend zwei Typen von Préparationen genutzt. Der
erste Typ betrifft intakte GeféalRe, GefaRringe oder -streifen. Es werden Kontraktionsmessun-
gen, Messungen des Flusses radioaktiv markierter K*-, Rb*- oder Ca**-lonen sowie unter Ein-
satz der Mikroelektroden-Technik elektrophysiologische Messungen durchgefihrt, die sich
jedoch im Wesentlichen auf die Bestimmung des Membranpotenzials der glatten Gefa3mus-
kulatur beschranken. Vorteil dieser Préparate ist, dass die untersuchten Zellen so intakt wie
mdoglich sind. Sie werden nicht enzymatisch behandelt oder veréndert und verbleiben in ihrer
physiologischen Umgebung innerhalb des Geféalies. Das den Muskelzellen benachbarte Bin-
degewebe (Adventitia) und das Endothel bleiben in ihrer Formation erhalten, die Dehnung des
GeféRes durch die transmurale Druckdifferenz besteht zum Teil weiterhin. Eine Zuordnung
der Zellen zu bestimmten Abschnitten des GefalRbaumes ist gegeben. Nachteilig wirkt sich bei
dieser Technik aus, dass lonenstréme, denen die Membranpotenzialdnderungen zugrunde lie-
gen, nicht direkt gemessen werden. Indirekte Schlussfolgerungen tber die Beteiligung be-
stimmter lonenkanale werden hierbei nach Anderung des Membranpotenzials durch Variation
der extrazelluldren K*-Konzentration oder durch Einsatz pharmakologischer Substanzen zur

Aktivierung oder Blockade von lonenkanalen gezogen.



Den zweiten Typ von Préparaten stellen frisch isolierte oder kultivierte glatte GefaR-
muskelzellen dar. Hier ist eine direkte Messung von lonenstrdmen an Einzelzellen durch An-
wendung der Spannungsklemm-Technik mdglich. Man kann sowohl das Membranpotenzi-
al als auch die Zusammensetzung intra- und extrazellularer Lésungen vorgeben und Uberpri-
fen. Ergebnisse dieser Messungen sowie fluoreszenzoptische Untersuchungen der intrazellulé-
ren Ca?*-Konzentration lieferten bereits detaillierte Kenntnisse der lonenbewegungen, die bei
der Muskelkontraktion bzw. bei der Wirkung von Transmittern beteiligt sind. Allerdings 16-
sen die Prozeduren zur Einzelzellgewinnung die Muskelzellen aus ihrem nattrlichen Verband
heraus. Eine Untersuchung der Endothelwirkung auf die lonenbewegungen bei der Hyperpo-
larisation glatter Gefallmuskelzellen ist nur sehr eingeschrankt moglich. Es ist nicht auszu-
schlielen, dass die enzymatische Zellisolierung Membranproteine, wie Rezeptoren und lo-
nenkandle, aufgrund der in der Enzymlésung vorhandenen Proteasen schadigen kann. Das
elektrophysiologische Verhalten der Zellen kann veréndert sein, da die ,,physiologische Um-
gebung“ nicht mehr vorhanden ist. Es erfolgt keine Dehnung der Zellen durch den transmu-
ralen Druck. In den vorliegenden Experimenten zum Studium von lonenstrémen an glatten
Muskelzellen intakter Mesenterialarterien der Ratte wurde eine Ein-Mikroelektroden-
Spannungs-Klemm-Technik genutzt. Diese Methode erlaubt es, einen Zusammenhang zwi-
schen elektrophysiologischen Messungen an isolierten glatten Muskelzellen und Registrie-
rungen des Membranpotenzials von Muskelzellen intakter Arterien herzustellen. Es wurden
Anderungen von Membranpotenzial und Membranleitfahigkeit glatter Muskelzellen weitge-
hend intakter Arterien untersucht. Dabei sollte geklart werden, wie die Regulation des GefaR-
tonus’ bzw. des peripheren Gefalwiderstandes bei funktionsfahigem Endothel sowie verglei-
chend nach Ausschalten und anschlieRender pharmakologischer Simulation der Endothelwir-
kung erfolgt. Besonderes Augenmerk galt der Frage nach dem Beitrag von NO zur endothe-
labhangigen Hyperpolarisation und dem dabei beteiligten Typ von K'-Kanilen. Die unter-
suchten Arterien als kleine Widerstandsgefalie wurden ausgewahlt, weil sie eine wichtige
Rolle bei der Einstellung des peripheren Widerstandes, der Blutversorgung ihrer korrespon-
dierenden Organe und der Regulation von Blutdruck und Blutfluss spielen (Mulvany
& Aalkjaer, 1990; Schubert & Mulvany, 1999).

Die klinische Bedeutung dieser Arbeit kann in der Untersuchung der Endothelbeteili-
gung bei der Blutdruck- und Durchblutungsregulation insbesondere im peripheren GefaRsys-
tem gesehen werden. Bei Mangeldurchblutungen im Gewebe spielen neben Thrombenbildung
im Gefal} auch Vasospasmen eine wichtige Rolle. An diesen VVasospasmen sind verschiedene

intravasal vorkommende kontrahierend wirkende oder fehlende dilatierend wirkende vasoak-



tive Mediatoren beteiligt. Bei deren Wirkungen spielt das Endothel eine wichtige Rolle. Die
Untersuchung vasoaktiver endothelabhangiger Ereignisse wird also zum Verstandnis der fir
Ischamiezustande verantwortlichen pathophysiologischen Vorgange beitragen. Die gezielte
pharmakologische Beeinflussung dieser Vorgénge kann zur Verbesserung therapeutischer
Mdglichkeiten bei Mangeldurchblutungszustdnden beitragen. Untersuchungen der pharmako-
logischen Wirkungen auf elektrophysiologische Phdnomene glatter Gefallmuskelzellen kén-

nen Grundlagen fur pharmakologische Therapieanséatze liefern.

2. Methoden

2.1. Versuchslésungen

Folgende Substanzen und Versuchslésungen wurden verwendet (Alle Angaben erfol-
gen in mmol/l, sofern nicht anders angegeben. Die Substanzen stammen von Sigma, Deisen-
hofen, bzw. von den angegebenen Herstellern. Die Zusammensetzung der Versuchslésungen

folgt Jensen, Hughes, Boonen & Aalkjaer, 1993.):

a) Standardversuchsldsung

EDTA 0,026; MgSO, 1,17;

Merck (Darmstadt): CaCl, 2,5; KH,PO,4 1,18; NaHCO3 25;
Serva (Heidelberg): Glukose 5,5; KCI 4,7; NaCl 119.

b) Kollagenaseltsung

30 ml modifizierte kalziumfreie Standardversuchslésung ohne EDTA, zuziglich CaCl,

(40 umol/l); 0,04 mg/ml Kollagenase Typ Worthington (Seromed-Biochrom KG, Berlin).

c) Weitere Substanzen

Askorbinsaure 6; Charybdotoxin 48 nmol/l; 4,4'-Diisothiozyanat-Stilbene-2,2'-Disulfonsaure
(DIDS) 1; Glibenclamid 10 umol/l; Indomethacin 10 pmol/l; L-Arginin 0,125; Nw-Nitro-L-
Arginin-Methylester (L-NAME) 1; Nitroprussid-Natrium 1 umol/l; Noradrenalin 1 pumol/l;
Bayer (Leverkusen): Nisoldipin 1 pmol/l.

Merck: Methylenblau 100 pmol/I.

Serva: Azetylcholin 10 pumol/I;



Die Losungen wurden vor Versuchsbeginn mit Karbogengas (5 % CO,, 20 % O,,
75 % N) so &quilibriert, dass sich ein pH-Wert zwischen 7,4 und 7,42 einstellte. Der No-
radrenalinlésung wurde zur Stabilisierung Askorbinséure zugesetzt. Lichtempfindliche Sub-

stanzen wurden bei Abdunklung des Versuchslabors appliziert.

2.2. Praparation

Die Untersuchungen erfolgten an kleinen Arterien aus dem Mesenterium der Ratte.
Wistar-Ratten beiderlei Geschlechts mit einem Gewicht zwischen 200 g und 250 g wurden
mit Ather narkotisiert und durch Herzentnahme getétet. Danach wurde eine Diinndarmschlin-
ge von etwa 10cm Lange mit Mesenterium entnommen, in gekiihlte (5°C) Ca®*-arme
(200 umol/l) Standardversuchslésung Uberfuhrt und anschliefend in einer mit Silikon-
Elastomer (Sylgard 184, Dow Corning, Seneffe, Belgien) ausgegossenen Préparationsschale
ringférmig aufgespannt. Das Mesenterialgewebe und die der Arterie parallel gelegene Vene
wurden mit mikrochirurgischen Pinzetten und Scheren unter einem Stereomikroskop (Hund,
Wetzlar) abprépariert. Die Préparation erfolgte ebenfalls bei etwa 5°C und stdndiger Bega-
sung mit Karbogengas. Die isolierte Arterie wurde nach beidseitiger Abtrennung vom Gefal3-
baum in einer temperierbaren Edelstahlkammer (Volumen 5 ml, Abb. 1) durch eine entspre-
chend dem Gefaldurchmesser ausgezogene Glaskapillare kanuliert und am Sylgard-
beschichteten Kammerboden mit dinnen Glasnadeln so fixiert, dass eine Perfusion nicht be-
hindert wurde. Die Innenperfusion der Arterie erfolgte dann Uber diese Glaskapillare durch
eine Spritzenpumpe (Program 2, Becton-Dickinson, Alzenau) mit konstantem Fluss (2 ml/h).
Die untersuchten Arterien hatten Innendurchmesser von 120-200 um und Léngen von etwa
5-10 mm.

Der intravasale Druck der Arterien wurde in einigen Experimenten mit einem Druck-
messwandler (W 112, RFT-Biomonitor, Zwonitz) direkt am Ende der Glaskapillare bestimmt.
Er betrug 50 + 10 mmHg (Mittelwert + Standardabweichung) bei einer Perfusionsgeschwin-
digkeit von 2 ml/h.

Die AuRenlésung wurde permanent durch eine Schlauchpumpe (Ismatec, Wertheim-
Mondfeld) ausgetauscht. Ein Ldsungswechsel in der Kammer vollzog sich innerhalb einer
Minute. Mit beiden Perfusionssystemen war somit ein getrennter intra- und extravasaler Lo-

sungswechsel mdglich.
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Temperierung Referenzelektrode Préparatfixierung

% Préparat
NP2 Ablauf

Pipette

.
Innenlésung

Einstichorte fiir Mikroelektrode

Zulauf

Abbildung 1: Darstellung der Messkammer mit den Anschliissen fir Perfusion und Temperierung.

Die Temperatur der Kammer wurde thermostatgesteuert (Lauda M3, Lauda- Kénigs-
hofen) auf 31°C eingestellt. Die Versuchsbeobachtung erfolgte tber ein Durchlichtmikroskop
(Optiphot-2, Nikon, Dusseldorf). Zu Beginn der Versuche wurde die duflRere Standardver-
suchslosung fur 2 min durch eine Kollagenaselosung ersetzt, um eine bessere Penetration der
Mikroelektroden durch die Adventitia zu ermdéglichen. Diese Prozedur fuhrte zu keinen sicht-
baren strukturellen oder funktionellen Verédnderungen an den Préparaten. Nach 30 min Aus-
waschen der Kollagenaselosung wurden die isolierten Arterien durch extravasalen Zusatz von
1 umol/l NA zur extravasalen Standardversuchslésung vorkontrahiert. Fir die elektrophysio-
logischen Experimente wurden nur solche Praparate verwendet, die eine deutliche Konstrik-
tion, aber keine Tonusoszillationen zeigten.

Weiterhin wurden folgende Startbedingungen festgelegt (nachfolgend als ,,Kontrolle*,
»Kontrollbedingungen®“ bzw. ,,Kontrolllosung“ bezeichnet): Der Standardversuchslésung
wurden zur Blockierung von Ca®*-Strdmen Nisoldipin sowie zur Blockierung von CI-
Strémen 4,4'-Diisothiozyanat-Stilbene-2,2'-Disulfonsédure (DIDS; Waniishi, Inoue, Morita,
Teramoto, Abe & Ito, 1998; Wohlrab & Markwardt, 1999) hinzugesetzt. Um die Bildung von
Zyklooxygenase-Produkten zu verhindern, wurde intravasal Indomethacin zugesetzt (Gambo-
ne, Murray & Flavahan, 1997; Nishiyama, Hashitani, Fukuta, Yamamoto & Suzuki, 1998). In
den Préparaten mit intaktem Endothel wurde ebenso L-Arginin (L-Arg) perfundiert, um einen
L-Arg-Mangel auszuschlielen und die endogene NO-Produktion zu gewéhrleisten (Miyoshi,
Nakaya & Moritoki, 1994).

In einem Teil der Experimente wurde das Endothel durch ca. 1 min intravasale Perfu-
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sion einer Luftblase geschéadigt. An diesen Préaparaten fiihrte die Gabe von 10 umol/l ACh zu
einer stark verminderten, aber nicht komplett aufgehobenen Relaxation auf etwa 10% der
Ausgangswerte, so dass man von einer nicht ganz vollstandigen Endothelentfernung ausgehen
muss. Drastischere Methoden zur Endothelschédigung, wie mechanisches Abreiben mit Draht
oder Perfusion von Detergenzien (z. B. Saponin), beeinflussten oder zerstorten gar die glatte
Muskulatur. In Vorversuchen wiesen die meisten Muskelzellen dann Membranpotenziale un-

ter -20 mV auf. Die Zahl erfolgloser Einstiche in die Muskelzellschicht erhdhte sich stark.

2.3. Versuchsaufbau, Versuchsablauf

Mit einem Videosystem, bestehend aus Kamera (CCD-502) und Monitor (EM-121A,
beides Bischke Electronic, Berlin) sowie einem Videorecorder (,,VCR*, Panasonic AG-7330,
Japan), wurde der Versuchsverlauf berwacht und aufgezeichnet (Abb. 2). Die Edelstahl-
kammer mit eingespanntem Praparat wurde im Durchlichtmikroskop angeordnet. Uber einen
Mikromanipulator erfolgte der Einstich der Mikroelektrode in die Muskelzellschicht der Me-
senterialarterie. Die Elektrode war Uber einen Vorverstarker mit dem Verstarker verbunden.
Die Abschirmung elektromagnetischer Storfelder wurde durch einen Faraday-Ké&fig gewéhr-
leistet.

Monitor — VCR

Verstarker SEC 10

AD/DA-Wandler

Mikroelektrode

Kamera \ \orverstarker
W\ / :

Messkammer

= Messplatzcomputer
Mikroskop

Abbildung 2: Schema des Messplatzes mit Messkammer, Mikroskop und weiteren Geréten zur opti-
schen und digitalen Datenerfassung. Nahere Beschreibung im Text.

Die Mikroelektroden wurden aus Borosilikatglas (WPI, Mauer) mit einem Elektroden-

ziehgerat PUL-1 (WPI) gezogen und mit gefilterter KCI-Losung (0,5 mol/l) gefillt. Um die
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Elektrodenkapazitat zu reduzieren, wurden die Spitzen der Mikroelektroden in Silikondl
(Merck) getaucht.

Die Messung von Membranstromen und -spannungen der glatten GefaBmuskelzellen
erfolgte mit einem Ein-Mikroelektroden-Spannungsklemm-Verstarker (SEC 10, NPI Electro-
nic, Tamm). Dieser Verstéarker enthielt eine gegeniiber anderen Geréten dieser Bauart verbes-
serte Kapazitatskompensation der verwendeten Mikroelektroden. Er erlaubte die Injektion
sehr kurzer, starker Strompulse (120 nA in 10-20 ps) durch hochohmige Mikroelektroden und
die Messung von Membranpotenzialen im selben Zyklus. Dazu wechselte der Verstarker zyk-
lisch zwischen Spannungsmessung und Strominjektion hin und her. In den Experimenten
wurden Strom-Spannungs-Schaltfrequenzen zwischen 25 und 35 kHz genutzt. Der mit der
Elektrode verbundene Verstarker ermdglichte Widerstandsmessungen der verwendeten Mik-
roelektroden (,,R-Modus*), mit Strominjektionen Messungen des Membranpotenzials (Strom-
klammer, ,,C-Modus*) sowie Membranstrommessungen (Spannungsklammer, ,,VV-Modus®).

Nach Eintauchen der Mikroelektrode in die Badlosung wurde zuerst der Elektroden-
widerstand im R-Modus des Verstarkers bestimmt. Es wurden nur Elektroden mit einem Wi-
derstand >50 MQ verwendet. Dann erfolgte im B-Modus (Bruckenabgleich) die elektronische
Kompensation des Elektrodenwiderstandes. Die Mikroelektrodenkapazitat wurde mit Strom-
pulsinjektionen im C-Modus (elektronische Kapazitdtskompensation) abgeglichen. Durch die

Adventitia wurde dann die Mikroelektrode in die Muskelzelle eingestochen (Abb. 3).

®
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U/l

i Verstirker

T

Mikroelektrode

N

Referenzelektrode

® Muskelzellschicht

Adventitia

Abbildung 3: Schnittdarstellung einer Mesenterialarterie und Illustration des Messprinzips.
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Die Positionierung der Elektroden gewéhrleistete ein Piezo-Mikromanipulator (WPI),
der schrittweise steuerbare Elektrodenbewegungen zwischen 0,5 und 10 pum zuliel3. Bei den
Messungen wurde im C-Modus des Verstarkers das Membranpotenzial bestimmt. VVon einer
Haltespannung von -40 mV ausgehend wurden dann pro Zelle drei Spannungsrampen von
-90 mV auf +20 mV in 500 ms in einem Abstand von je 3 s appliziert (V-Modus) und die
Stromantworten aufgezeichnet. Zum Schluss wurde im C-Modus noch einmal das Membran-
potenzial gemessen. Dieses Aufnahmeprotokoll dauerte etwa eine Minute.

Zur Auswertung wurden nur solche Registrierungen zugelassen, bei denen das Mem-
branpotenzial nach der Strommessung maximal 5 mV Abweichung vom Ausgangswert auf-
wies. Weiterhin musste beim Herausziehen der Mikroelektrode aus der Muskelzelle ein deut-
licher Potenzialsprung auf 0 + 3 mV zu beobachten sein. Ein Einstich in eine Muskelzelle war
in der Regel nur fir maximal 2 Minuten stabil. Die Methode ist damit nicht geeignet, elektro-
physiologische Parameter wéhrend des Wechsels von intra- oder extrazellularer Ldsung zu
erfassen. Es wurden deshalb die langanhaltenden Effekte der applizierten Substanzen unter-
sucht. Jede Messung startete friilhestens 5 Minuten nach Wechsel der intra- oder extravasalen
Losung. Nach Applikation der einzelnen Versuchslésungen wurden jeweils an 5-15 Zellen
Membranstrommessungen vorgenommen. Die Registrierung des GefaRinnendurchmessers
erfolgte simultan bzw. nach Ende der Versuche an Hand der Videoaufnahmen.

Zur gleichzeitigen Messung von Membranpotenzialen glatter Muskelzellen an ver-
schiedenen Orten der Mesenterialarterien (Untersuchung der elektrischen Kopplung) wurde
ein zweiter Mikroelektrodenverstarker (OC-725C, Warner Instr., Hamden, CT, USA) einge-
setzt. Der Verstarker SEC 10 wurde am ersten Einstichort im Stromklammermodus betrieben,
parallel dazu erfolgte mit dem zweiten Verstarker die Aufnahme des Membranpotenzials an
der zweiten Mikroelektrode.

2.4. Datenerfassung, Datenverarbeitung, Auswertung, grafische Darstellung

Die Datenerfassung erfolgte Uber einen Personalcomputer AT 386 unter Verwendung
der pClamp-Software (Axon, Foster City, USA). Die Messdaten wurden ber einen AD/DA-
Wandler (LabMaster DMA TM-100/OEM, Beltech, Eindhoven, Niederlande) digitalisiert und
flr die spatere Analyse gespeichert. Die Stromsignale wurden mit einer Frequenz von 1,3 kHz
gefiltert und mit 1 kHz gewandelt. Nach den Experimenten wurden die rampenférmigen
Stromantworten unter Nutzung des Programmes Lotus (Lotus Development, Miinchen) im

Bereich von —60 mV bis —20 mV einer linearen Regression unterzogen. In diesem Spannungs-



14

bereich sind die Stromkurven weitgehend linear. Die Schnittpunkte der verschiedenen Strom-
kurven nach Substanzapplikation und deren Kreuzungspunkte mit der x-Achse liegen in die-
ser ,region of interest”. Aus den gemittelten Regressionskurven wurden der mittlere Anstieg g
(die Leitfahigkeit, ,,slope conductance*) und das mittlere Umkehrpotenzial V, bestimmt. Die
mittleren Stromwerte werden in den Abbildungen 6 bis 8, 11 bis 15 und 17 mit ihrem Stan-
dardfehler (als senkrechte Balken in den Stromdarstellungen) gezeigt. In Abb. 16 sind die
Mittelwerte des Umkehrpotenzials mit ihrem Standardfehler aufgetragen. Unterschiede zwi-
schen den Mittelwerten wurden durch Varianzanalyse (ANOVA-Methode) und multiplen
Rangtest unter Verwendung des Programms Statgraph (STSC Inc., Rockville, MD, USA) auf
Signifikanz getestet. Dabei wurde als Signifikanzgrenze (p) 5 % angenommen.

Die Klammern in den Abb. 9 und 10 sowie 18 und 19 bezeichnen die Zugehorigkeit

der Mittelwerte zur gleichen Grundgesamtheit.

3. Ergebnisse

3.1. Passive elektrische Eigenschaften glatter Muskelzellen von Mesenterialarterien

Zur Untersuchung passiver elektrischer Eigenschaften glatter Muskelzellen der Me-
senterialarterien mit der Ein-Mikroelektroden-Technik wurden deren Eingangswiderstand Re
und Eingangskapazitat C durch Injektion eines hyperpolarisierenden Stromes von 0,1 nA im
Stromklammer-Modus bestimmt. Abb. 4 zeigt ein Beispiel dieser Messungen (A und B). Die
Arterie war intra- und extravasal der Standardversuchslésung ausgesetzt. Von der Abwei-
chung des Ruhemembranpotenzials um 12,9 mV ausgehend wurde hier ein Eingangswider-
stand von 129 MQ errechnet. Entsprechend der Anderungen des Potenzials V wurde ein mitt-
lerer Eingangswiderstand Rg von 125 £ 25 MQ fiir 25 Zellen unter Kontrollbedingungen be-
stimmt. In Experimenten, in denen die Arterien intra- und extravasal nur der Standardver-
suchsldsung (d.h. ohne Nisoldipin, DIDS oder Indomethacin) ausgesetzt waren, war der mitt-
lere Eingangswiderstand nicht signifikant verschieden (Rg =115 %20 MQ, 32 Zellen) im
Vergleich zum mittleren Eingangswiderstand unter Kontrollbedingungen.

Der Zeitverlauf der Membranhyperpolarisation und —repolarisation wurde durch:

V() =V, + AV OL—exp((t,, —1)/T,,)) (1)
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fur die Hyperpolarisation (mit t = tny,) und durch
V(t) =V, + AV Dexp((t,, —1) /7)) )

fur die Repolarisation (mit t > t.p) angenahert (in Abb. 4A als gepunktete Linie dargestellt).
Dabei sind tyy, und te, die Startzeiten von Anstieg und Abfall des hyperpolarisierenden Stro-
mes. Vo und V; sind die Werte des gemessenen Membranpotenzials V vor der Hyperpolarisa-
tion bzw. vor der Repolarisation. Der Zeitverlauf in der Beispielmessung wurde monoexpo-
nentiell entsprechend den Gleichungen (1) und (2) mit Zeitkonstanten thy, = 1,9 ms fir die
Hyperpolarisation und T, = 1,7 ms flr die Repolarisation angenahert. Aus dem experimentel-

len Verlauf ergab sich dann fiir diese Messung mit:

14 +T
r=-p__r r =C*R. bzw. C=—o (3)
2 R,

eine Zellkapazitat von etwa 14 pF.

In Abb. 4C ist die Beziehung zwischen dem Eingangswiderstand Re und der Zeitkon-
stanten T des Spannungsverlaufes nach Strominjektionen entsprechend 4B gezeigt. Hier wur-
den insgesamt 6 Messungen in Praparaten mit Endothel unter Kontrollbedingungen und zu-
sétzlicher intravasaler Applikation von ACh und L-Arg (Symbol 0), 10 Messungen in Arte-
rien mit zerstortem Endothel ohne Gabe von ACh oder L-Arg (+) sowie 19 Messungen in
GeféalRen ohne Endothel bei extravasaler Gabe von Charybdotoxin (CTX) und Glibenclamid
(Glib) zusammengefasst (x).

Die gemittelten Zeitkonstanten Thy, und Trp aus den genannten Experimenten waren
unter Kontrollbedingungen (Standardversuchslésung unter Zusatz von Nisoldipin, DIDS und
Indomethacin) nicht signifikant verschieden (1,66 + 0,4 ms fir Thy, und 1,70 + 0,4 ms fUr Trep,
gemessen an 25 Zellen).

Die mittlere Eingangskapazitdt der durch die Strominjektion hyperpolarisierten
Membran wurde wieder mit (3) berechnet. Hierbei war t der Mittelwert von Thy, und Trep. Es
ergab sich eine mittlere Kapazitat von 12,3 + 2,2 pF. Dazu wurden insgesamt 96 Zellen aus

drei verschiedenen Gefalien ausgewertet.
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Abbildung 4: Passive elektrische Eigenschaften glatter Muskelzellen von Mesenterialarterien mit
intaktem Endothel. A: Anderung des Membranpotenzials nach Injektion eines hyperpolarisierenden
Stromes; rechnerische N&herung gepunktet dargestellt. B: Zeitverlauf dieses hyperpolarisierenden
Stromes. C: Zeitliche Beziehung zwischen dem Eingangswiderstand Re und der Zeitkonstanten t (als
Mittelwert aus thy, Und trep) der Spannungsrelaxation.

3.2. Elektrische Kopplung glatter Muskelzellen von Mesenterialarterien

Um die elektrische Kopplung zwischen den glatten GefalRmuskelzellen zu untersu-
chen, wurden ahnliche Experimente wie bereits beschrieben durchgefihrt. In einer Entfernung
von 120 bis 150 um von der Strominjektionsstelle (d. h. der ersten Mikroelektrode) wurden
hier zusétzlich Membranpotenzialmessungen mit einer zweiten Mikroelektrode vorgenom-
men. Die Einstichorte der beiden Elektroden wurden so gewahlt, dass sie auf einer gedachten

Linie senkrecht zur GefélRachse lagen, um der Anordnung der glatten Muskelzellen innerhalb
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der Arterie und damit der Richtung der wahrscheinlichsten Kopplung zu folgen. Abb. 5 de-
monstriert ein typisches Beispiel einer solchen Messung. 5A zeigt den Potenzialverlauf, der
mit einer Mikroelektrode im Stromklammermodus aufgezeichnet wurde. Extra- und intravasal
wurde die Kontrolllésung appliziert. Der Zeitverlauf des injizierten Stromes wird in 5B darge-
stellt. Man erkennt in 5C, dass der an der ersten Elektrode injizierte Strompuls das Membran-
potenzial am Einstichort der zweiten Mikroelektrode (in 120 um Entfernung) nicht beein-
flusst. Zu beachten ist die unterschiedliche Skalierung der Spannungsachsen in den Darstel-
lungen 5A und 5C. In 20 Messungen betrug die mittlere Potenzialabweichung an der zweiten

Elektrode 0,4 £ 0,3 %, sie war nicht signifikant verschieden von Null.
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Abbildung 5: Messungen zur elektrischen Kopplung glatter GefaBmuskelzellen unter Verwendung
einer zweiten Mikroelektrode A: Membranpotenzialverlauf nach einer Strominjektion entsprechend B.
C: Membranpotenzialverlauf an der zweiten Mikroelektrode in 120 um Entfernung vom Einstichort
der ersten Mikroelektrode.
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3.3. Experimente an Mesenterialarterien mit intaktem Endothel

3.3.1. ACh-induzierte endothelabhéngige Leitfahigkeitserhéhung

Zur Untersuchung des endothelialen Einflusses auf das Membranpotenzial glatter Ge-
faBmuskelzellen wurden orientierende Experimente an Mesenterialarterien mit intaktem En-
dothel durchgefihrt. Anhand der Aufzeichnung des Membranpotenzials und der Stromant-
worten der Muskelzellen wurden endothelabhéngige Verénderungen, insbesondere die Erho-
hung der Leitfahigkeit durch ACh untersucht.

Die Arterien wurden der Kontrolllésung ausgesetzt, nach Durchlaufen der Spannungs-
rampen wurden die Stromantworten (Abb. 6, Kontrolle) registriert. Nach Gabe von ACh
(ACh) wurde die mittlere Stromantwort steiler, das heil3t, die Membranleitfahigkeit erhohte
sich signifikant, wie aus der statistischen Auswertung (Abb. 10) zu entnehmen ist. Das Um-
kehrpotenzial der mittleren Strome verschob sich zu negativeren Werten hin und zeigte somit
die Hyperpolarisation der Zellmembran an (Abb. 9). Wie der Kontrollstrom wies der Strom
nach ACh-Applikation eine leichte Einwartsgleichrichtung auf (Abb. 6, ACh). Die gemittel-
ten Stromkurven schneiden sich bei etwa -55 mV. Dieser Wert stellt das Umkehrpotenzial
eines ACh-induzierten Stromes dar. Die nun folgende intravasale Substitution von L-Arg
durch No-Nitro-L-Arginin-Methylester (L-NAME; Block der NO-Synthase; Kerwin, Lan-
caster & Feldman, 1995; Hillaire-Buys, Chapal, Linck, Blayac, Petit & Loubatiéres-Mariani,
1998) verringerte die Leitfahigkeit unter den Kontrollwert. Die gemittelten Stromantworten
(ACh + L-NAME) schneiden hier die Kontrollstromkurve ebenfalls bei ungefahr -55 mV. Es
wird ersichtlich, dass ACh einen hyperpolarisierenden Strom induziert und L-NAME diesen
Strom blockiert. Die mittleren Stréme wurden aus 12 bis 19 Messungen in 3 Préparaten mit
intaktem Endothel errechnet.

Bei drei weiteren Préparaten (12 bis 19 Einstiche) wurde nach Aufzeichnung des Kon-
trollstromes (Abb. 7, Kontrolle) L-NAME zeitlich vor ACh intravasal appliziert. Die aufge-
zeichneten Strom-Spannungs-Kurven zeigen eine verminderte Leitfahigkeit der geklemmten
Muskelzellen (L-NAME) und eine Rechtsverschiebung des Umkehrpotenzials. ACh konnte
dann den Membranstrom nicht mehr vergroRern, fihrte also nicht zu einer Steigerung der
Leitfahigkeit (L-NAME + ACh). Der Schnittpunkt der drei mittleren Strome liegt bei etwa
-45 mV. Die Experimente zeigen, dass L-NAME die Leitfahigkeitserhhung durch ACh

hemmt.
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Abbildung 6: Effekt von ACh und L-NAME auf den Membranstrom glatter GefdBmuskelzellen (1).
Dargestellt sind mittlere Strome (Mittelwerte + Standardfehler), die durch Spannungsrampen im Be-
reich zwischen —90 mV und +20 mV ausgeltst wurden; ndhere Erluterungen im Text.
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Abbildung 7: Effekt von L-NAME und ACh auf den Membranstrom glatter GefaBmuskelzellen (2).
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3.3.2. Beteiligung der I6slichen Guanylatzyklase

Es ist bekannt, dass vom Endothel freigesetztes NO zahlreiche Effekte zur Folge hat,
die Uber die Stimulation der I6slichen Guanylatzyklase vermittelt werden. Blockiert man die-
ses Enzym, sollten die lonenstrome der glatten Muskelzelle beeinflusst werden. In drei Ver-
suchen wurden die mit Blockierung der l6slichen Guanylatzyklase durch Methylenblau (MB;
(Ignarro, Harbison, Wood, Wolin, McNamara, Hyman & Kadowitz, 1985; Bracamonte et al.,
1999) verbundenen Anderungen der lonenstrome in den GefaBmuskelzellen untersucht. MB
(Abb. 8, MB) verkleinerte im Vergleich zum Kontrollstrom (Kontrolle) den mittleren Strom
nach rampenformiger Depolarisation (die Kurve wird flacher) und verschob das Umkehrpo-
tenzial in positive Richtung. Die Erhéhung der Leitfahigkeit durch nachfolgende ACh-
Einwirkung auf das GefélRendothel (MB+ACh) wurde jedoch durch MB nicht blockiert. In

Abb. 8 sind die mittleren Strome aus 13 bis 18 Messungen in 3 Préparaten dargestellt.

0,8 -

MB + ACh
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-20 0 20
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Abbildung 8: Auswirkung der Blockierung der I8slichen Guanylatzyklase durch MB auf die endothe-
labhdngige Strominduktion an glatten Gefalmuskelzellen.

3.3.3. Statistik (1)

In den Abb. 9 und 10 sind die Resultate der Strommessungen an kleinen Mesenterial-

arterien der Ratte mit intaktem Endothel zusammengefasst. Abb. 9 zeigt die Veranderungen
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des Membranpotenzials der Muskelzellen nach Applikation der entsprechenden Substanzen,
Abb. 10 stellt die Veranderung des Anstieges der Stromrampen zwischen -60 und -20 mV als
MaR fir die Anderung der Membranleitfahigkeit dar. Das Membranpotenzial V, wurde je-
weils im Stromklammermodus 1 bis 3 Sekunden vor Durchlaufen der Spannungsrampen be-
stimmt. Die intravasale Gabe von ACh (ACh) erhohte die Leitfahigkeit g der glatten Muskel-
zelle signifikant im Vergleich zur Kontrollgruppe (Kontrolle). Diese Leitfdhigkeitserhohung
wurde von einer Hyperpolarisation der Zellmembran begleitet. Die Blockierung der Synthese
von NO oder der I6slichen Guanylatzyklase fiihrten zu einer Verminderung der Leitfahigkeit
und zur Depolarisation der Zellmembran. Die stimulierende Wirkung von ACh auf die Leitfa-
higkeit und das Membranpotenzial wurde durch Blockierung der NO-Synthase, aber nicht
durch die Hemmung der léslichen Guanylatzyklase aufgehoben. Die Leitfahigkeit nach Gabe
von ACh und MB (ACh + MB) unterschied sich nicht signifikant von der Kontrollleitfahig-
keit. MB, L-NAME und auch L-NAME in Verbindung mit ACh (L-NAME + ACh) verklei-
nerten signifikant, ACh allein vergroRerte das Membranpotenzial Vy, der glatten GefaBmus-
kelzellen im Vergleich zu Kontrollmessungen (Kontrolle). Es wurden 10-58 Einstiche aus

3-9 Praparaten mit intaktem Endothel ausgewertet.
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Abbildung 9: Wirkung verschiedener Effektoren auf das Membranpotenzial von GefaBmuskelzellen
an Mesenterialarterien bei intaktem Endothel.
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Abbildung 10: Wirkung verschiedener Effektoren auf die Leitfahigkeit von Gefallmuskelzellen an
Mesenterialarterien bei intaktem Endothel.

3.4. Experimente an Mesenterialarterien bei entferntem Endothel
3.4.1. Simulation der ACh-Wirkung durch SNP - Wirkung von K*-Kanalblockern

Ausgehend von den Experimenten bei intaktem GeféalRendothel kann man folgern, dass
die Stimulation der lonenstrome durch intravasales ACh in glatten GefaBmuskelzellen durch
NO vermittelt wird. Das Umkehrpotenzial der induzierten Strome im Bereich um -50 mV und
die Ergebnisse bei stdndiger Blockierung von CI™-Strémen durch DIDS unter allen experimen-
tellen Bedingungen in den Praparaten weisen auf K*-Strome hin, die durch NO stimuliert
werden. Um zu analysieren, ob und welche K*-Strome beteiligt sind, wurden verschiedene
K*-Kanalblocker verwendet. Eingesetzt wurden Glibenclamid (Glib), ein in der verwendeten
Konzentration hochspezifischer Blocker der ATP-abhangigen K*-Kanile, sowie Charybdoto-
xin (CTX), ein ebenso spezifischer Blocker Ca?*-abhangiger K*-Kanale (Kuriyama et al.,
1995; Nelson & Quayle, 1995; Miura, Liu & Gutterman, 1999). Die Anwendung dieser Sub-
stanzen kann aber auch lonenstrome im Endothel beeinflussen. Durch Zerstérung oder zu-
mindest starke Schadigung des Endothels durch intravasale Perfusion einer Luftblase, der

damit verbundenen Unterdriickung der endogenen NO-Freisetzung und nachfolgender geziel-



23

ter Simulation der NO-Wirkung durch Nitroprussid-Natrium (SNP, Kuriyama et al., 1995;
Feelisch, 1998) l&sst sich das Préparat vereinfachen und der Einfluss der Kanalblocker auf das
Endothel herabsetzen.

In Abb. 11 ist zunéchst der mittlere Rampenstrom dargestellt (Abb. 11, Kontrolle).
Wie in den Experimenten an Gefallen mit intaktem Endothel zeigt dieser Strom eine leichte
Einwartsgleichrichtung. Durch nun folgende intravasale Gabe von SNP (Abb. 11, SNP) wur-
de im Vergleich zur Kontrollmessung die Leitfahigkeit der geklemmten Muskelzellen signifi-
kant erhéht und die Zellmembran wurde leicht hyperpolarisiert (Statistik s. Abb.18 bzw. 19).
Der Schnittpunkt des Kontrollstromes und des Stromes nach SNP liegt im Bereich von
-55mV, also in der Nahe des Umkehrpotenzials des ACh-induzierten und des L-NAME-
blockierten Stromes aus den Versuchen bei intaktem Endothel. SNP ist also in der Lage, den
Effekt von ACh in Praparaten mit zerstortem Endothel nachzuahmen.

Die intravasale Einwirkung von CTX erniedrigte die Membranleitfahigkeit unter den
Wert des Kontrollstromes. Die Zellmembran wurde stark depolarisiert (Abb. 11, SNP+CTX).
Somit stimuliert SNP einen hyperpolarisierenden Strom, CTX blockiert diesen Strom. Darge-

stellt sind die Mittelwerte von 12 bis 26 Messungen bei 4 Praparaten.
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Abbildung 11: Effekt von CTX auf NA- und SNP- induzierte Stréme in glatten GefaBmuskelzellen an
Mesenterialarterien ohne Endothel (1).

Abb. 12 zeigt wieder den gemittelten Strom nach rampenférmiger Depolarisation glat-
ter Muskelzellen unter Kontrollbedingungen (Abb. 12, Kontrolle). Intravasale Gabe von CTX
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erniedrigte die Leitfahigkeit und depolarisierte die Muskelzellen (CTX). Der spatere intrava-
sale Zusatz von SNP (CTX+SNP) erhohte dann die Leitfahigkeit der Muskelzellen und hy-
perpolarisierte wieder auf die Werte bei der Kontrollstrommessung. CTX blockierte somit die
Strominduzierung durch SNP nicht. Das Umkehrpotenzial des CTX-blockierten und des SNP-
induzierten Stromes lag bei etwa -50 mV. Dieser Wert liegt damit auch hier im Bereich des
Umkehrpotenzials des ACh-induzierten und des L-NAME- geblockten Stromes in den Expe-
rimenten an Arterien mit intaktem Endothel. Die gemittelten Strome entsprechen 12 bis 26

Einstichen in 4 Préaparaten.
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Abbildung 12: Wirkung von CTX auf NA- und SNP- induzierte Strome in glatten Muskelzellen an
Acrterien ohne Endothel (2).

Der Effekt des Blockers der ATP-abhingigen K*-Kanile, Glib, wird in den Abb. 13
und 14 verdeutlicht. Er ist ahnlich der Wirkung von CTX. Die primére Gabe von SNP fiihrte
zu einem Anstieg in der Leitfédhigkeit und zu geringfugiger Hyperpolarisation (Abb. 13,
SNP). Nachfolgende zusétzliche Glib-Innenperfusion (SNP+Glib) reduzierte wiederum stark
die mittlere Leitfahigkeit der Zellen im Vergleich zur Kontrolle. Die drei mittleren Stréme
schneiden sich bei etwa -42 mV. SNP stimulierte und Glib blockierte hier hyperpolarisierende
Strome. Es erfolgte eine Mittelung der Werte von 11 bis 21 Einstichen in 3 Gefal3en.

Wird nach Registrierung des Kontrollstromes zuerst Glib intravasal perfundiert, ist ei-

ne Reduktion der Leitfahigkeit zu beobachten. Dies war mit einer Depolarisation des Mem-
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branpotenzials verbunden (Abb. 14, Glib). AnschlieBende Applikation von SNP zusammen
mit Glib (Glib+SNP) kehrte diesen Effekt um, d. h., Leitfdhigkeit und Membranpotenzial
erreichten in etwa wieder die Kontrollwerte (Kontrolle) bei Versuchsbeginn. Somit blockierte
Glib die Strominduzierung durch SNP nicht. Die drei mittleren Strome haben bei ungeféahr
-45 mV ihren Schnittpunkt. Es wurde das Mittel aus 11 bis 21 Messungen an 4 Préparaten
ohne Endothel gebildet.
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Abbildung 13: Effekt von Glib auf NA- und SNP-induzierte Stréme in Préparaten ohne Endothel (1).

Weiterhin wurde der kombinierte Einfluss von Glib und CTX (CTX+Glib, Abb. 15)
untersucht. Beide K*-Kanalblocker zusammen fiinrten zur deutlichsten Verminderung der
Leitfahigkeit und zur groiten Depolarisation. Die Erhéhung der Leitféhigkeit und die Hyper-
polarisation durch intravasal appliziertes SNP (CTX+Glib+SNP) waren nun blockiert. Der
durch Glib und CTX blockierte Strom hatte sein Umkehrpotenzial bei etwa -45 mV. Hier

wurden 14 bis 21 Einstiche aus 3 Arterien mit entferntem Endothel ausgewertet.
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Abbildung 14: Effekt von Glib auf NA- und SNP-induzierte Strome in Préparaten ohne Endothel (2).
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Abbildung 15: Kombinierte Wirkung von Glib und CTX auf NA- und SNP-induzierte Stréme in
Muskelzellen aus Arterien ohne Endothel.
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3.4.2. Variation der extrazellularen K*-Konzentration

Die Ergebnisse der Versuche, die in den Abb. 12, 14 und 15 vorgestellt wurden, wei-
sen darauf hin, dass die Applikation von SNP zur Offnung von K*-Kanélen in der Membran
der glatten GefaBmuskelzellen fuhren kann. Diese Vermutung bestatigte sich durch den Be-
fund, dass das Umkehrpotenzial des SNP-induzierten Stromes eine starke Abh&ngigkeit von
der extrazellularen K*-Konzentration aufwies. Dazu wurden in 3 bis 5 Praparaten mit entfern-
tem Endothel 8 bis 15 Einstiche unter Kontrollbedingungen bzw. nach intravasaler Gabe von
SNP ausgewertet (die Versuchsdurchfiihrung entsprach dem Protokoll entsprechend Abb. 13,
Stromkurven Kontrolle und SNP). Das Umkehrpotenzial des SNP-induzierten Stromes wur-
de dabei als Kreuzungspunkt der mittleren Stréme unter Kontrolle bzw. unter SNP-Wirkung

bestimmt.
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Abbildung 16: Abhéngigkeit des Umkehrpotenzials V, des SNP-induzierten Stromes von der extra-
zellularen K*-Konzentration [K']e,

3.4.3. Beteiligung der I6slichen Guanylatzyklase

Der Einfluss der loslichen Guanylatzyklase bei der Stimulation von lonenstrdmen in
glatten Muskelzellen wurde ebenfalls an den Praparaten mit zerstértem Endothel untersucht,
indem dieses Enzym durch MB blockiert wurde. Ausgehend von Kontrollbedingungen
(Abb. 17, Kontrolle), depolarisierte MB (MB) die Muskelzellen durch Reduzierung eines
hyperpolarisierenden Stromes. Das Ansteigen der Leitfahigkeit und die Hyperpolarisation der

Membran durch nachfolgende intravasale Anwendung von SNP (MB+SNP) wurden dagegen
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durch MB nicht blockiert. Die Stromamplitude blieb allerdings unter der des Kontrollstromes.
Der MB-blockierte als auch der anschlieend durch SNP hervorgerufene Strom kehrte bei
ungeféhr -45 mV um. Dargestellt sind die Mittelwerte aus 12 bis 17 Einstichen in 3 Prapara-

ten.
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Abbildung 17: Effekt von MB auf die SNP-abhéangige Strominduktion

3.4.4. Statistik (2)

Die statistische Auswertung der Versuche an den Arterien mit entferntem Endothel
zeigen die Abb. 18 und 19. Eine signifikante Anderung der Leitfahigkeit g der Muskelzellen
zwischen -60 und -20 mV unter den experimentellen Bedingungen entsprechend der Abb. 11
bis 15 sowie 17 ist in den meisten Fallen mit einer signifikanten Veranderung des Membran-
potenzials V verbunden. Es wurden hier die Mittelwerte aus 14 bis 96 Messungen in 3 bis 22

GeféalRen zusammengefasst.
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Abbildung 18: Charakteristik des SNP-induzierten Membranstromes in glatten Gefalimuskelzellen an
Acrterien ohne Endothel - Statistik des Membranpotenzials.
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Abbildung 19: Charakteristik des SNP-induzierten Membranstromes in glatten GefaBmuskelzellen an
Arterien ohne Endothel - Statistik der Leitfahigkeiten.
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4. Diskussion

4.1. Experimentelle Rahmenbedingungen

In dieser Arbeit wurden lonenstrome in glatten Gefalmuskelzellen kleiner Mesenteria-
larterien der Ratte untersucht. Dabei sollte geklart werden, welcher Mechanismus der ACh-
induzierten endothelabh&ngigen Hyperpolarisation in intakten Praparaten zugrunde liegt. De-
finierter Ausgangspunkt der Experimente war immer die VVorkontraktion der Mesenterialarte-
rien. Dazu wurde der Standardversuchslésung 1 umol/l Noradrenalin zugefligt. Die Ldsung
enthielt weiterhin 10 umol/l Indomethacin, um die Zyklooxygenase-Produktion zu unterdri-
cken. Um sich auf K*-Stréme zu konzentrieren, wurden Ca®*-aktivierte CI'-Stréme, die eben-
falls zu ACh-induzierten Anderungen des Membranpotenzials beitragen kénnen (Cohen &
Vanhoutte, 1995), direkt durch DIDS und indirekt durch Nisoldipin blockiert. Nisoldipin als
Blocker des Ca”*-Einstromes (iber L-Typ-Ca**-Kanale verminderte die kontraktilen GefaBre-
aktionen auf die getesteten Substanzen. Somit wurden kontraktionsbedingte Veranderungen
des intravasalen Druckes und der Wandspannung vermindert und so das elektrophysiologi-
sche Verhalten der GefaBmuskelzellen stabilisiert. Eine Stimulation des Endothels durch An-
derung von FluRgeschwindigkeit, Wandspannung oder Scherwirkung der variierten Strémung
blieb damit weitgehend aus. Andere experimentelle Randbedingungen (Sauerstoffpartial-
druck, isotonische Verhéltnisse, Fluss der Innenlésung durch das Gefal, Gefallinnendruck)

wurden so physiologisch wie méglich gestaltet.

4.2. Passives elektrisches Verhalten

Zur Untersuchung passiver elektrischer Eigenschaften von glatten Muskelzellen gro-
Rer GefaRe wurden in anderen Arbeitsgruppen zahlreiche Experimente durchgefihrt, in denen
extrazelluldr in einem abgegrenzten Teil des Gefédlles Strom appliziert wurde. Die glatten
Muskelzellen zeigten in diesen Fallen kabeldhnliche elektrische Eigenschaften. Das Potenzial
fiel monoexponentiell mit der Zeit und dem Abstand vom Ort der Stromstimulation. L&ngs-
konstanten von etwa 0,4 bis 2,4 mm und Zeitkonstanten von 60 bis 450 ms wurden gemessen
(Mekata, 1974, 1980, 1984, 1986; Casteels, Kitamura, Kuriyama & Suzuki, 1977; Ito, Kita-
mura & Kuriyama, 1980; Kajiwara, 1982; Surprenant, Neild & Holman, 1987). Ahnliche Be-
funde ermittelte man in Taenia coli und Vas deferens des Meerschweinchens (Tomita, 1966;

Abe & Tomita, 1968). Wird ein Strom dagegen intrazellular Gber Mikroelektroden appliziert,
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sind die Zeitkonstanten der Spannungsbeziehungen meistens sehr viel kirzer. Sie liegen im
Bereich zwischen 1,5 und 30 ms. Diese kurzen Zeitkonstanten lassen sich verstehen, wenn
man eine dreidimensionale Stromausbreitung Uber elektrische Verbindungen zwischen den
einzelnen glatten Muskelzellen annimmt (Tomita, 1966, 1967, 1975; Mekata, 1980; Surpre-
nant et al., 1987). Wenn sich glatte Muskelzellen wie ein elektrisches Synzytium verhalten,
wird der durch Mikroelektroden gemessene Eingangswiderstand durch den Innenwiderstand
der Zellen und den Widerstand zwischen den elektrisch gekoppelten Zellen (,,gap junctions*)
bestimmt. Er ist dabei duBerst unempfindlich gegen Anderungen des Membranwiderstandes.
Die Mikroelektroden-Technik erlaubt in diesem Fall keine Rickschliisse auf die Beteiligung
von Membranstrémen an der Regulation des Geféalstonus‘ (Jack, Noble & Tsien, 1975; Tomi-
ta, 1975).

In der vorliegenden Arbeit wurden kurze Zeitkonstanten von etwa 1,7 ms ermittelt.
Zahlreiche an dieser Stelle zusammengefasste Befunde sprechen jedoch gegen eine elektri-
sche Kopplung zwischen den glatten GefaBmuskelzellen der Mesenterialarterien der Ratte:

(1) Der Eingangswiderstand Rg (mit Rg=1/g) dnderte sich von etwa 120 MQ unter Kontroll-
bedingungen (in Praparaten ohne Endothel) auf 440 MQ nach Applikation der bekannten K*-
Kanalblocker auf die Muskelzellmembran (Abb. 4C und 18 bzw. 19). Re veranderte sich so-
mit abhingig vom Membranwiderstand, der durch Blockierung membranstandiger K*-Kanile

modifiziert wurde.

(2) Unter Kontrollbedingungen (und auch bei Versuchen ohne Blockade von Ca**- und CI'-
Strémen) ist der Eingangswiderstand Rg mit etwa 120 MQ deutlich groRer als in Préparaten
mit angeblich dreidimensionaler Stromausbreitung (Rg von 5 bis 40 MQ; Surprenant et al.,
1987; Mekata, 1974, 1980). Kleine Werte fir Re entsprechen der Theorie des elektrophysio-
logischen Verhaltens von Zellsynzytien und geben einen Hinweis darauf, dass die Zellmem-
branen untereinander elektrisch verbunden sind (Jack et al., 1975; Tomita, 1975). In Einzel-
zellen aus GefaRpréparaten wurde durch Anwendung kleiner hyperpolarisierender Span-
nungsspriinge Eingangswiderstdnde zwischen 300 und 15.000 MQ gemessen (Hume
& Leblanc, 1989; Wilde & Lee, 1989; Stockbridge, Zhang & Weir, 1992). Bei Membranpo-
tenzialen, die positiver als -20 mV waren, zeigen die meisten Einzelzellen jedoch eine deutli-
che Auswartsgleichrichtung mit einem Abfall des Widerstandes auf ungefahr 100 bis 250 MQ
(Yatani, Seidel, Allen & Brown, 1987; Akbarali, Wyse & Giles, 1992; Gordienko, Clausen
& Goligorsky, 1994; Halliday, Aaronson, Evans & Gurney, 1995). Diese Werte liegen im
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Bereich der vorliegenden Messungen. Uber die Ursachen des groRen Einwartsstromes in den
vorliegenden Experimenten kann man spekulieren:

(@) Die auftretenden Leckstrome sind bei einem Einstich in die Zelle gewdhnlich groRer als
die Leckstrome in Ganzzell-Strommessungen (tight seal whole cell) an Einzelzellen.

(b) Im Gegensatz zu den vorliegenden Experimenten werden Messungen an Einzelzellen oft
bei Raumtemperatur durchgefuhrt. Die niedrigere Temperatur kann die Membranleitfahigkeit
absenken.

(c) Einzelzellmessungen werden meist mit EGTA-gepufferter Intrazellularlésung durchge-
fuhrt. Die Offnungswahrscheinlichkeit fiir Ca?*-abhéngige K*-Kanale kann dadurch verringert
sein. In den Préparaten dieser Arbeit wurde andererseits die Eingangsleitfahigkeit durch CTX
signifikant verkleinert.

(d) Der Beitrag von ATP-abhiangigen K*-Stromen zur Leitfahigkeit scheint in Einzelzellen
klein zu sein, besonders dann, wenn die Intrazellularlésung frei von Nukleosiddiphosphaten
ist und mit ATP-Konzentrationen von 1 mmol/l oder mehr gearbeitet wird (Zhang & Bolton,
1995). In den vorliegenden Experimenten dagegen wurde die Eingangsleitfahigkeit durch
Glib stark reduziert.

(e) Weitere Unterschiede in den experimentellen Bedingungen dieser Arbeit im Vergleich zu
Messungen an Einzelzellen kdnnen zu einem kleineren Membranwiderstand beitragen. Dazu
gehoren der Sauerstoffpartialdruck von 20 mmHg, der intravasale hydrostatische Druck, die
Wandspannung des GefaRes und die permanente Anwesenheit von NA wéhrend der gesamten

Versuchszeit.

(3) Der Zeitverlauf des Potenzials nach Applikation eines Strompulses war eindeutig mono-
exponentiell und linear abhéngig vom Eingangswiderstand Re. Diese beiden Fakten sprechen
dagegen, dass sich das Praparat wie ein elektrisches Synzytium verhalt. Dort misste man die
Spannungsantwort auf einen injizierten Strompuls durch die Summe zweier Fehlerfunktionen
(Jack et al., 1975), bzw. vereinfachend zweier Exponentialfunktionen (Tomita, 1975) be-
schreiben. Tatsachlich fanden Hirst & Neild (1978) in Arteriolen der Submucosa von Meer-
schweinchen zwei Phasen des Abfalls des elektrotonischen Potenzials mit einem exponentiel-

len Zeitverlauf der langsamen Komponente.

(4) Zwischen den untersuchten Muskelzellen (Abschnitt 3.2.) lasst sich bis zu einem (Min-
dest-) Abstand von 100 bis 150 um keine elektrotonische Membranpotenziallibertragung

nachweisen.
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(5) Der gemessene niedrige Wert fir die mittlere Eingangskapazitat von etwa 12,3 pF weist
ebenfalls darauf hin, dass hier nur jeweils eine Zelle der Spannungs- bzw. Stromklemme un-
terliegt. Der Wert liegt im Bereich der Messungen anderer Autoren. Holman, Neild und Lang
(1990) ermittelten beispielsweise fiir Einzelzellen Kapazitaten zwischen 10 und 100 pF, Hal-
liday et al. (1995) 19 * 0,3 pF und Holland, Langton, Standen und Boyle (1996) 16,3 pF.
Weiterhin spricht die geringe Streuung in den Messwerten flr die Zellkapazitat gegen eine
elektrische Kopplung der Zellen.

Die in der prasentierten Arbeit ermittelten passiven elektrischen Eigenschaften deuten
darauf hin, dass der kleine Eingangswiderstand in den Préparaten durch einen kleinen Mem-
branwiderstand der einzelnen glatten GefaRmuskelzellen verursacht wird. Die glatten Mus-
kelzellen in den untersuchten Arterien sind elektrisch nicht gekoppelt. Unklar ist jedoch, wa-
rum dieser Unterschied im Vergleich zu vielen anderen Arterien-Préaparaten (z. B. Yamamoto,
Imaeda & Suzuki, 1999) besteht. Einmal kdnnen die voneinander abweichenden Versuchsbe-
dingungen eine Rolle spielen. Andererseits wurden solch kurze Zeitkonstanten beim Poten-
zialabbau (2 bis 5 ms) sowie hohe Eingangswiderstande von etwa 180 MQ auch von anderen
Autoren beobachtet, zum Beispiel in Einstichen an Arterien vom Hund (Mekata, 1980).

Wenn auch die Muskelzellen der untersuchten Préparate elektrisch nicht gekoppelt
sind, kann man trotzdem Inhomogenitaten im Spannungsklemmverhalten der untersuchten
Zellen nicht ganz ausschlieBen. Die Ein-Mikroelektroden-Spannungsklemm-Technik erlaubt
aber dennoch auf jeden Fall, qualitative Aussagen uber Veranderungen des Membranpoten-
zials der GeféaBmuskelzellen und deren Ursachen zu treffen und eine quantitative Abschatzung
de- oder hyperpolarisierender Strome als eine Ursache von Membranpotenzialveranderungen

vorzunehmen.

4.3. Wirkung von ACh

Der hyperpolarisierende Effekt von ACh auf das Membranpotenzial von Muskelzellen
aus Mesenterialarterien der Ratte entstand durch Aktivierung eines hyperpolarisierenden
Stromes. Dabei wurde das Umkehrpotenzial dieses ACh-induzierten Stromes bei etwa
-55 mV gefunden. Auch die Umkehrpotenziale des SNP-induzierten Stromes und der Strome,
die durch L-NAME, MB, CTX und Glib blockiert wurden, liegen in diesem Bereich von -45
bis -55 mV. Man kann daraus folgern, dass es sich bei diesen Strémen um K*-Stréme handelt.
Diese Schlussfolgerung wird durch den Befund unterstiitzt, dass das Umkehrpotenzial des
SNP-induzierten Stromes von der extrazelluldaren K*-Konzentration abhingt. Die groRe
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Streuung in den Umkehrpotenzialwerten ist auf das Unvermdgen der Ein-Mikroelektroden-
Methode zuruckzufiihren, die Strome vollstandig zu isolieren. Das theoretische Umkehrpo-
tenzial fiir K*-Strome wiirde man negativer als -70 mV erwarten (Nelson & Quayle, 1995).
Den Grund fur die Abweichung kann man sicher nicht darin suchen, dass ACh zusatzlich an-
dere Strome aktiviert, deren Umkehrpotenzial positiver als -40 mV liegt, wie CI'-Stréme, un-
spezifische Kationenstrome oder Leckstréme. Es konnte z. B. auch ein SchlieBen von CI'-
Kandlen die beobachtete Verminderung der Hyperpolarisation erkldren, solange das Umkehr-
potenzial fur CI-lonen positiver als das fiir K*-lonen und positiver als das Ruhemembranpo-
tenzial ist. Um das Umkehrpotenzial immer zu positiven Werten zu verschieben, missten
diese Strome dann dasselbe pharmakologische Verhalten wie die oben angenommenen
K*-Strome zeigen. Das ist nicht zu erwarten. GroRe Fehler bei der Messung des Membranpo-
tenzials der glatten Muskelzellen kénnen ebenfalls nicht fiir das relativ positive Umkehrpo-
tenzial der K*-Stréme verantwortlich sein. Das Membranpotenzial der untersuchten Muskel-
zellen der Mesenterialarterien betrug bei intra- und extravasaler Perfusion der Standardver-
suchslosung (kein NA, keine Kanal-Blocker) -43,2 £ 9,2 mV (254 Zellen aus 30 Gefalien).
An Mesenterialarterien der Ratte, bei denen in anderen Experimenten vorrangig die Druck-
verhaltnisse kontrolliert wurden, wurde ein &hnlicher Wert von -49,7 mV bestimmt (Schubert,
Wesselman, Nilsson & Mulvany, 1996).

Eine weitere grundsétzliche Fehlerquelle, ndmlich rdumliche Inhomogenitaten bei der
Spannungsklemm-Technik, kann man als Ursache fiir die gemessenen Umkehrpotenziale e-
benso ausschlielen. Wird das Potenzial einer Muskelzellmembran auf einen Wert negativer
als deren Ruhemembranpotenzial geklemmt, nimmt dieses Potenzial beim Auftreten raumli-
cher Inhomogenitaten mit zunehmender Entfernung von der Mikroelektrode ab. Das Mem-
branpotenzial ist an der Mikroelektrode (am Ort der Messung) also negativer als in entfernte-
ren Teilen der Membran. Das hétte zur Folge, dass der gemessene Einwértsstrom (als Summe
der Stréme in den verschiedenen Bereichen der Zellmembran) Kleiner wére als beim Vorlie-
gen einer homogenen Klemme. Die reale Strom-Spannungs-Beziehung waére also steiler als
die mit Mikroelektrode gemessene Strom-Spannungs-Kurve. Die Abweichung wéchst dabei
mit abnehmender L&ngskonstante der geklemmten Muskelzelle, also bei zunehmender Mem-
branleitfahigkeit. Im Ergebnis wirde sich der reale Kreuzungspunkt zweier Strom-
Spannungs-Kennlinien zu positiveren Potenzialwerten verschieben, d. h. der gemessene (fal-
sche) Wert liegt bei negativeren Potenzialen.

Fur das positive Umkehrpotenzial der angenommenen K*-Stréme ist ein reduzierter

K*-Konzentrationsgradient zwischen Intra- und Extrazellularseite der Muskelzellmembran
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eine mogliche Erklarung. Der Konzentrationsgradient wird durch einen kontinuierlichen K*-
Auswaértsstrom vermindert, der wiederum von einer anhaltenden Depolarisation aufgrund der
Dehnung des Gefalies und damit der glatten Muskelzellen sowie fortwahrender Gabe von NA
induziert wird (Schubert et al., 1996). Wird dieser K*-Strom nicht vollstiandig uiber die Na'-
K*-ATPase kompensiert, verandert sich das Verhiltnis von intra- und extrazellularer K*-
Konzentration. Fir diese Theorie spricht die K'-Konzentrationsabhangigkeit des SNP-
induzierten Stromes entsprechend Abb. 16. Die dort gezeigte Kurve weicht von einer sich
theoretisch nach Nernst zu errechnenden, sehr viel steileren Gerade ab, die sich bei einer an-
genommenen intrazellularen K*-lonenkonzentration von 120 mmol/l ergeben wiirde.

Die ACh-induzierte Hyperpolarisation der Zellmembran ist in der Pulmonalarterie der
Ratte mit einer Erhéhung der Membranleitfahigkeit verbunden (Chen & Suzuki, 1989). Ein
weiterer Hinweis auf die Beteiligung von K*-Strémen bei der endothelabhangigen Hyperpola-
risation ist die gleichzeitige Beobachtung eines erhéhten Rb*-Ausstromes in der Aorta der
Ratte (Chen, Suzuki & Weston, 1988; Taylor, Southerton, Weston & Baker, 1988)). Die mit
der Erhéhung der extrazelluldren K*-Konzentration einhergehende Reduzierung der endothel-
abhangigen Hyperpolarisation (Chen & Suzuki, 1989; Fujii, Tominaga, Ohmori, Kobayashi,
Koga, Takata, & Fujishima, 1992; Plane & Garland, 1993; Parkington, Tonta, Coleman
& Tare, 1995; Plane, Pearson & Garland, 1995) bestétigt die Rolle der K*-Kanile bei der
ACh-abhéngigen Hyperpolarisation (Faraci & Heistad, 1998; Nishiyama et al., 1998).

4.4. Beteiligung von NO bei der Induktion eines hyperpolarisierenden Stromes

Die Verabreichung von NO-Synthase-Hemmern wie L-NAME reduzierte die Mem-
branleitfahigkeit und depolarisierte die glatten Muskelzellen. Daraus lasst sich folgern, dass
eine tonische Freisetzung von NO durch das Endothel fiir die Aufrechterhaltung der Aktivitat
eines hyperpolarisierenden Stromes verantwortlich ist. L-NAME blockierte auch die stimulie-
rende Wirkung von ACh auf diesen hyperpolarisierenden Strom vollstandig. NO ist also in
den vorgestellten Experimenten der hyperpolarisierende Faktor nach Endothelstimulation
durch ACh.

In anderen Préparaten ergab sich der Befund, dass speziell der transiente Bestandteil
der endothelabhangigen Hyperpolarisation durch Antagonisten der NO-Synthese nicht beein-
flusst, wéhrend die andauernde, tonische Komponente blockiert wurde (Nagao & Vanhoutte,
1992; Vanheel, Van de Voorde & Leusen, 1994; Parkington et al., 1995). Man kann nun ver-
muten, dass die transiente Komponente der endothelabh&ngigen Hyperpolarisation nicht
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durch NO vermittelt wird und deshalb unabh&ngig von NO-Synthese-Hemmern ist (Garland
et al., 1995). Der anhaltende Bestandteil der Hyperpolarisation kann indessen abhé&ngig von
NO sein.

In den vorgestellten Experimenten war es schwierig, langfristig stabile Einstiche in
glatte Muskelzellen zu erhalten. Die Registrierung des Membranpotenzials erfolgte nicht so
kontinuierlich, um zwischen phasischer und tonischer Komponente der endothelabhangigen
Hyperpolarisation zu unterscheiden. AuRerdem kann der jeweilige Anteil der einzelnen Kom-
ponenten in verschiedenen Praparaten variieren. In den vorliegenden Experimenten begannen
die elektrophysiologischen Untersuchungen deshalb wenigstens 5 min nach der intravasalen
Gabe von ACh bzw. anderer Substanzen. Daher wurde nur die tonische Komponente der en-
dothelabhangigen Hyperpolarisation untersucht.

In einigen Gefal3praparaten (z. B. Arteriolen, Daut et al., 1994; Félétou & Vanhoutte,
1999) wird die endothelabh&ngige Hyperpolarisation durch eine ACh-induzierte Hyperpolari-
sation des GeféalRendothels verursacht. Die Hyperpolarisation wird dort vom Endothel auf die
unterliegende Muskelzellschicht weitergeleitet, insbesondere weil es dort zwischen den bei-
den Zelltypen eine elektrische Kopplung gibt (Cohen & Vanhoutte, 1995). NO-Synthese-
Hemmer haben keinen Effekt auf die ACh-induzierte Hyperpolarisation der Endothelzellen
(Chen & Cheung, 1992). In den vorliegenden Experimenten blockierte dagegen L-NAME die
ACh-abhéngige VergroRerung des hyperpolarisierenden Stromes. Es ist deshalb unwahr-
scheinlich, dass in den untersuchten Préparaten die ACh-induzierte Hyperpolarisation im En-
dothel verursacht und dann auf die Muskelzellen Gbertragen wird.

Die Blockade der Ruheaktivitat der 16slichen Guanylatzyklase durch MB verkleinerte
die Leitfahigkeit der Muskelzellen. Anhand des Umkehrpotenzials des MB-blockierten Stro-
mes ist eine Ruhekonzentration von cGMP anzunehmen, die einen Teil der K'-Leitfahigkeit
der Muskelzellen aufrechterhélt. Untermauert wird dieses durch die Untersuchung einer
cGMP-abhangigen Proteinkinase, die Ca**-abhangige K*-Stréme in glatten Muskelzellen ak-
tiviert (Robertson, Schubert, Hescheler & Nelson, 1993; Archer, Huang, Hampl, Nelson,
Shultz & Weir, 1994). MB verhinderte aber nicht die stimulierenden Effekte von ACh oder
SNP auf die Membranleitfahigkeit. NO vermittelt folglich die tonische endothelabhéngige
Hyperpolarisation in den vorliegenden Untersuchungen. Dabei wirkt NO auch ohne Vermitt-
lung von cGMP stimulierend auf K*-Strome. Allerdings halt cGMP (eventuell iiber die Prote-
inkinase G ) bestimmte K*-Kanéle offen.

Der fehlende Effekt von MB in den untersuchten Mesenterialarterien der Ratte steht

im Widerspruch zu Befunden an Arterien aus dem Uterus von Meerschweinchen und in kulti-
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vierten Zellen von Koronararterien des Schweins. Dort wurde die NO-induzierte Hyperpolari-
sation durch MB aufgehoben (Tare, Parkington, Coleman, Neild & Dusting, 1990; Miyoshi,
Nakaya & Moritoki, 1994). Ahnlich den Ergebnissen dieser Arbeit (Abschnitt 3.4.3., Abb. 17)
wurden aber in isolierten glatten Gefalimuskelzellen von Pulmonalarterien der Ratte durch
Ganzzellableitungen K*-Stréme gefunden, deren Kontrollwert sich nicht von dem registrier-
ten Strom bei gleichzeitiger Applikation von NO und MB unterschied (Archer et al., 1994).
K*-Strome nach alleiniger Gabe von MB wurden allerdings von Archer nicht untersucht. In
der Thorax-Aorta von Kaninchen wurde gefunden, dass NO einzelne Ca’*-abhangige K'-
Kandle aktiviert. Intrazellulares cGMP war dabei nicht beteiligt. MB hemmte die NO-
abhdngige Relaxation von Ringen dieser Aorta nicht (Bolotina, Najibi, Palacino, Pagano &
Cohen, 1994).

ACh stimuliert in Mesenterialarterien der Ratte die Bildung von NO. Die Blockierung
der Aktivitat der l6slichen Guanylatzyklase fihrt zur Hemmung der cGMP-vermittelten Sig-
nalkette, jedoch wird die NO-Bildung selbst nicht beeintrachtigt. MB blockiert die ACh-
bedingte Strominduktion nicht. Da weiterhin L-NAME Uber die Hemmung der NOS und der
cGMP-vermittelten NO-Wirkung die Leitfahigkeit vermindert, kann auf eine Beteiligung von

NO bei der Modulation von K*-Auswartsstromen geschlossen werden.

4.5. Endothelabhangige Hyperpolarisation

Die Wirkung von ACh auf glatte Muskelzellen konnte durch Verabreichung von SNP
nachgeahmt werden. Es kam zu einer signifikanten Erhéhung der Membranleitfahigkeit. Sie
war hingegen kleiner als die Leitfahigkeitserhéhung nach Applikation von ACh in Praparaten
mit intaktem Endothel. Eine mogliche Erklarung ist die wahrscheinlich unvollstandige Zersto-
rung des Endothels durch die angewendete Luftperfusion. Die Membranleitfahigkeit der Ge-
faBmuskelzellen ist nach L-NAME-Applikation signifikant kleiner als die Leitfahigkeit nach
Endothelzerstérung, was die Vermutung unterstiitzt. Weiterhin war MB nach intravasalem
Durchfluss einer Luftblase immer noch in der Lage, die Leitfahigkeit der Muskelzellmembran
zu reduzieren. Dies vollzieht sich wohl ber die Blockierung der Restaktivitdt der l6slichen
Guanylatzyklase. Diese Restaktivitdt wurde vermutlich durch eine Freisetzung von NO aus
den noch vorhandenen Endothelzellen induziert. Dann kann die endotheliale Restproduktion
von NO durch SNP unterdriickt werden und die gesamte stimulierende Wirkung von SNP auf
die Membranleitféahigkeit der Muskelzellen wirde dabei reduziert (Rand & Garland, 1992).
Selbst wenn man eine nur unvollstdndige Entfernung des Endothels durch die angewendete
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Luftperfusion unterstellt, kann man trotzdem qualitative Rickschlisse tber diejenigen Strome
ziehen, die durch SNP in der Membran der glatten Gefamuskelzelle aktiviert wurden.

Der Effekt von SNP konnte nur durch die kombinierte Anwendung von Glib und CTX
vollstdndig aufgehoben werden. NO aktiviert also in den vorgestellten GefaRpréparaten so-
wohl ATP- als auch Ca’*-abhangige K*-Kanale. Wie lasst sich nun erklaren, dass Glib bzw.
CTX allein die SNP-induzierte StromvergroRerung nicht blockiert, die kombinierte Gabe bei-
der Substanzen aber eine vollstdndige Blockierung bewirkt? Man kann einmal einen neuen
K*-Kanal postulieren, der nur durch gleichzeitige Anwendung von Glib und CTX blockiert
wird. Andererseits ist vorstellbar, dass die Anwendung von Glib allein einen kompensatori-
schen Ca**-abhangigen K*-Strom induziert bzw. die Gabe von CTX einen kompensatorischen
ATP-abhangigen K*-Strom hervorruft und zur Gesamtblockierung beide Substanzen kombi-
niert werden mussen. Eine Bestatigung dieser Hypothesen muR offen bleiben.

NO aktiviert also entsprechend den Ergebnissen dieser Arbeit ATP- und Ca®-
abhangige K*-Kanale in Muskelzellen der Ratten-Mesenterialarterie. Es ist bekannt, dass NO
in isolierten Gefalmuskelzellen, GefalRsegmenten oder Arterien entweder ATP- (Miyoshi et
al., 1994; Plane, Wiley, Jeremy, Cohen & Garland, 1998) oder Ca**-abhangige K*-Kanale
(Tang und Zheng, 1993; Archer et al., 1994; Bolotina et al., 1994; Miyoshi & Nakaya, 1994;
Archer, Huang, Reeve, Hampl, Tolarova, Michelakis & Weir, 1996; Edwards & Weston,
1998; Fleming & Busse, 1999) aktiviert. Die endothelabhdngige oder NO-induzierte
Hyperpolarisation im glatten GefaBmuskel kann durch Glib (Brayden, 1990; Garland &
McPherson, 1992; Plane & Garland, 1993; Murphy & Brayden, 1995; Parkington et al., 1995;
Plane et al., 1995; Edwards & Weston, 1998) oder CTX (Bolotina et al., 1994; Archer et al.,
1996; Nishiyama et al., 1998; Yamamoto et al., 1999) blockiert werden. Im Gegensatz dazu
wurde in vielen anderen Préparaten kein Effekt von Glib (Chen, Yamamoto, Miwa & Suzuki,
1991; Eckman, Frankovich & Keef, 1992; Fujii et al., 1992; Van de Voorde, Vanheel &
Leusen, 1992; Murphy & Brayden, 1995; Parkington et al., 1995) oder dem spezifischen
Blocker der Ca’*-abhangigen K*-Kanéle, lberotoxin (Murphy & Brayden, 1995) auf die
endothelabhéngige Hyperpolarisation gefunden. Auch daran werden die Unterschiede in den
Mechanismen der endothelabhangigen Hyperpolarisation offenkundig. Beim Vergleichen
oder Verallgemeinern ist immer zu beachten, welches Préparat, welcher GefaRRabschnitt einer
Tierart untersucht wurde und welche experimentellen Rahmenbedingungen dabei vorgegeben

waren.
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5. Zusammenfassung

L-NAME —— Endothel-

glatte Gefal-
muskelzelle

H ACh-Rezeptor
M adrenerger Rezeptor
- Ik [BE] Adenylatzyklase
( = Ca
Aip Glib l Phospholipase C
| MP-HVDGI’DO|GFiSGTiOﬂ| Cc«:"? intrazellularer Ca-Speicher

@ Ca-ATPase

Abbildung 20: Schematische Darstellung der endothelvermittelten Hyperpolarisation, Relaxation
bzw. Kontraktion (grau unterlegt) an glatten Gefalimuskelzellen aus Mesenterialarterien der Ratte.

Abb. 20 fasst die Ergebnisse dieser Arbeit und die daraus resultierenden Vorstellungen
uber die Mechanismen der anhaltenden ACh-induzierten endothelabhéngigen Hyperpolarisa-
tion an glatten GefaBmuskelzellen aus intakten kleinen Mesenterialarterien der Ratte bei Vor-
stimulation mit NA zusammen. Zur Untersuchung der dabei beteiligten lonenstréme in den
Muskelzellen wurde die Ein-Mikroelektroden-Spannungsklemm-Technik angewendet.

Die glatten Gefamuskelzellen in den untersuchten Prdparaten sind elektrisch nicht
gekoppelt. Fir diesen Sachverhalt sprechen unter anderem die folgenden Griinde:

a) Der mittlere Eingangswiderstand Re der geklemmten Muskelzellen lag unter Kontrollbe-
dingungen bei etwa 120 MQ und erhohte sich auf etwa 440 MQ nach Anwendung von K*-
Kanalblockern.

b) Der monoexponentiell angenommene Zeitverlauf des Potenzials nach Injektion eines hy-
perpolarisierenden Strompulses ist linear vom Eingangswiderstand Rg abhangig.

c) Spannungsspriinge, die im Stromklammermodus induziert wurden, lieBen sich in der glat-
ten Muskelzellschicht 120 um von der Strominjektionselektrode entfernt mit einer zweiten
Mikroelektrode nicht mehr nachweisen.
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Langfristig appliziertes ACh (>5 min) hyperpolarisierte die Muskelzellen durch Induk-
tion eines hyperpolarisierenden Stromes. Der Inhibitor der NO-Synthase, L-NAME, blo-
ckierte diesen Effekt vollstandig, das hei3t, er hemmte die Leitfahigkeitserhohung durch ACh.
Der Gegenspieler der l6slichen Guanylatzyklase, MB, zeigte dagegen keine hemmende Wir-
kung auf die ACh-abhéangige Strominduzierung.

Durch andauernde intravasale Applikation des NO-Donators SNP lief3 sich die Induk-
tion des hyperpolarisierenden Stromes in Gefallen mit zerstdrtem Endothel nachahmen. Das
Umkehrpotenzial dieses Stromes war von der extrazelluldren K*-Konzentration abhangig. Der
Effekt der Strominduktion durch SNP wurde durch MB ebenfalls nicht blockiert. Die Blocker
der ATP-abhangigen bzw. Ca’*-abhangigen K*-Kanale, Glib bzw. CTX, blockierten in den
glatten GefalBmuskelzellen einen hyperpolarisierenden Strom &hnlich dem ACh- bzw. SNP-
induzierten Strom. Glib bzw. CTX blockierten bei alleiniger intravasaler Gabe die Aktivie-
rung des hyperpolarisierenden Stromes durch SNP nicht. Dieser hyperpolarisierende Strom
wurde dagegen bei kombinierter Anwendung von Glib und CTX vollstandig blockiert. Hypo-
thetisch kann es sich einmal um einen neuen K*-Kanal handeln, der nur durch kombinierte
Gabe der genannten Substanzen blockiert wird. Andererseits kann die alleinige Anwendung
von Glib einen kompensatorischen Ca**-abhangigen K*-Strom induzieren bzw. die Gabe von
CTX allein einen kompensatorischen ATP-abhingigen K*-Strom hervorrufen, so dass zur
Gesamtblockierung beide Substanzen kombiniert werden missen.

Die Untersuchungen zeigen, dass ACh in kleinen Mesenterialarterien der Ratte die
glatten Muskelzellen langanhaltend hyperpolarisierte. ACh erhohte Uber eine vermehrte
Phospholipase C-Aktivitat die intrazellulare Ca?*-Konzentration in der Endothelzelle und
steigerte damit dort die NO-Synthese (Abb. 20). Das entstehende NO diffundierte zur glatten
GefaRmuskelzelle. Es verminderte hier die Ca**-Freisetzung aus intrazellularen Speichern und
erhohte ber die Stimulation der Proteinkinase G sowohl die Riickspeicherung von Ca*'-
lonen als auch tiber die Beeinflussung der Ca-ATPase den Transport von Ca”*-lonen aus der
glatten Muskelzelle und forderte somit deren Relaxation.

Gleichzeitig senkte NO den Ca?*-Einstrom in die Muskelzelle ab, beeinflusste unab-
hangig von cGMP- bzw. MB-blockierbaren Wegen ATP- und Ca®*-abhangige K*-Kanale und
flhrte zur Hyperpolarisation der Muskelzelle. Die Hyperpolarisation glatter Gefamuskelzel-
len aus Mesenterialarterien der Ratte vollzog sich also tber die Aktivierung sowohl ATP- als
auch Ca**-abhangiger K*-Stréme durch freigesetztes NO aus den Endothelzellen ohne not-

wendige Aktivierung der lésliche Guanylatzyklase.
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