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1 Einleitung

Einzelligen Organismen genlgt zur Deckung ihres metabolischen Bedarfs die Diffusion der
notwendigen Metabolite und des erforderlichen Sauerstoffs. Vielzelligen Organismen
hingegen reicht dieser einfache physikalische Prozess aufgrund der langen Diffusionsstrecke
und der damit verbundenen langen Diffusionszeit nicht fir die adaguate Versorgung jeder
einzelnen Zelle. Ihre Grofe und Komplexitédt erfordert zusétzlich den Gber |8ngere Strecken
deutlich schnelleren konvektiven Transport, der durch das Herz-Kreislaufsystem bereitgestel It
und aufrecht erhalten wird. Dieses besteht aus einem in sich geschlossenen System parallel
und seriell verbundener Blutgefélde, in dem der nétige Perfusionsdruck (arterieller Blutdruck)
vom Herzen erzeugt wird. Neben dem fir die Aufrechterhaltung der gerichteten Strémung
erforderlichen Druckgradienten ist das Herzzeitvolumen, die Gesamtstromstarke im
Kreidaufsystem, ein weiterer wichtiger Faktor fur die Versorgung des Organismus. Esist das
pro Zeiteinheit verfugbare Volumen, dass fur die Versorgung aller Organe bereitgestellt wird.
Da der Metabolismus der Organe abhéangig ist von deren Aktivité und das Herzzeitvolumen
prinzipiell begrenzt ist, muss die Verteilung des Herzzeitvolumens reguliert werden. Diese
Regulation erfolgt einerseits organtbergreifend zur Aufrechterhaltung des Perfusionsdrucks,
andererseits Uber die organinterne Anpassung der Stromstarke durch die Veranderung der
lokalen Stromungswidersténde zur adaguaten Organperfusion. Neben dem Transport der
Atemgase O, und CO, und der notwendigen Metabolite spielt das Kreisaufsystem eine
wichtige Rolle bel der Thermoregulation, der Immunabwehr und der hormonellen
Signalvermittlung.

1.1 Aufbau und physikalische GesetzmafRigkeiten

1.1.1 Diffusion und Konvektion

Diffusion ist ein auf thermischer Eigenbewegung der Molekile beruhender passiver Prozess.
Diese Eigenbewegung erfolgt zufdlig in ale Richtungen des Raumes und die Zeit fir das
Uberwinden einer Distanz nimmt quadratisch mit dem Abstand zu. Daraus resultiert, dass die
Diffusion tiber kurze Strecken schnell (Glucose: 10°° s fiir 0.1 um) und tiber |angere Strecken
(15,4 h far 1 cm) langsam ist und somit nicht fUr die Versorgung grof3erer Organismen
ausreicht. Konvektion hingegen ist ein aktiver Prozess, in dem Moleklle in einem gerichtet
stromenden Medium innerhalb von Sekunden Uber grof3ere Distanzen transportiert werden.

An der Versorgung des Organismus sind sowohl Diffusion a's auch Konvektion beteiligt.
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1.1.2 Das Kreislaufsystem

Das Kreislaufsystem besteht aus dem Korper- und dem Lungenkreislauf. Diese sind Uber das
Herz, welches die gerichtete Stromung des Blutes aufrecht erhdlt, miteinander verbunden. Im
Korperkreislauf wird das Blut, ausgehend vom linken Ventrikel, durch die Aorta zu den
grof3en Arterien geleitet, durch die es zu den verschiedenen Organgebieten gelangt. In ihnen
verzweigen sich die Arterien in die Arteriolen, die sogenannten Widerstandsgefale, welche
sich in unzahlige, nur aus Endothel bestehende, Kapillaren verzweigen, in denen
Austauschvorgange mit den umgebenden Geweben Uber Diffusion stattfinden. Durch die
Kapillaren gelangt das Blut in die Venolen, welche wiederum in die Venen Ubergehen, die
sich zu einer Vene vereinen, die abschlieBend in den rechten Vorhof mindet. Uber den
Lungenkreislauf gelangt das Blut vom rechten Ventrikel durch die Lungen, in denen der O,-

und der CO,-Austausch Uber Diffusion stattfindet, in den linken V orhof zum Herzen zuriick.

Ebenso wie jede andere FlUssigkeit setzt auch das Blut der Stromung einen Widerstand
entgegen. Der Gesamtwiderstand (Rges) in Serie geschalteter Gefélde ist die Summe der
Einzelwiderstande (Ry).

Rges = Rl + RZ + -+ Rn
In parallel geschalteten Gefélden hingegen addieren sich die Leitfahigkeiten (Ly).
Lges = L1 + Lz + -+ Ln

Die Leitfahigkeit ist der reziproke Wert des Widerstandes, so dass der reziproke Wert des
Gesamtwiderstandes die Summe der reziproken Werte der Einzelwiderstande ist.

L _t, 1,1
Rges Ri Ry Ry

Fur den Widerstand wiederum gilt das Hagen-Poiseuille Gesetz welches besagt,dass der
Widerstand (R) unter anderem proportional der Viskositét () des Blutes und der GefaBBldnge
() und umgekehrt proportional der vierten Potenz des Gefal3radius (r) ist.

8xpxl
R=———(
T Xrt
In Analogie zum Ohmschen Gesetz zeigt das Gesetz von Darcy, dass die Stromstérke (F)
proportional der Druckdifferenz (AP) und umgekehrt proportional dem GeféaBBwiderstand (R)
ist.
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F=—
R

Aus diesen beiden Gesetzen ergibt sich das Poiseuille-Gesetz, nach dem die Stromstérke (F)
unter anderem proportional der vierten Potenz des Gefé3radius (r) und der Druckdifferenz

(AP) und umgekehrt proportional der Viskositit () und der GefaBlange (1).

F =AP X ﬂ
8xnyxl

Aufgrund der Durchmesser der Aorta, der grof3en und mittleren Arterien ist der
Stromungswiderstand in ihnen gering, was nur einen geringen Abfall des mittleren arteriellen
Blutdrucks zur Folge hat. Des Weiteren ist die Wand dieser Gefél3e elastisch, was zur Folge
hat, dass diese Gefél3e die Volumenschwankungen, die durch den Herzschlag erzeugt werden,
dampfen und dadurch die pulsierende Strémung in einen mehr kontinuierlichen Strom
wandeln. Erst im Bereich der kleinen Arterien und der Arteriolen (Durchmesser < 200 um)
kommt es zu einer erheblichen Minderung des mittleren arteriellen Blutdrucks, weshalb
letztere auch als Widerstandsgefal3e bezeichnet werden (1). Da der Widerstand umgekehrt
proportional zur vierten Potenz des Gefalradius ist, fihren selbst geringe Anderungen des
Durchmessers der Arteriolen zu einer erheblichen Verénderung des peripheren Widerstandes.
Aus diesen Grinden ergibt sich, dass auch die Regulation der Organdurchblutung
hauptsachlich auf der aktiven Anderung des GefaRdurchmessers im Bereich der Arteriolen
beruht. Deren Konstriktion fuhrt zu einer Erhéhung des peripheren Widerstandes und somit
zu einer geringeren Durchblutung (Perfusion) und zu einem geringen Filtrationsdruck in den
Kapillaren. Wird bei Bedarf die Durchblutung lokal erhoht, ist die maximae Durchblutung
determiniert durch die vorgeschalteten Geféf3e. Durch die sogenannte fortgeleitete
GeféRantwort wird die Organdurchblutung maximiert, indem in stromaufwarts gelegenen
Arteriolen der Gefal3widerstand ebenfalls gesenkt wird. Durch diesen Mechanismus kann die
Organdurchblutung maximal gesteigert werden, zum Beispiel im Skelettmuskel im Vergleich
zur Ruhedurchblutung um das 25-30fache.

Die Anpassung der Organdurchblutung durch die Veréanderung der peripheren Widerstande
setzt voraus, dass die glatte Muskulatur der Gefél3e schon in Ruhe aktiv Spannung entwickelt
(Ruhetonus), von der aus eine Dilatation oder auch eine weitere Konstriktion moglich ist. Am
Beispiel der Skelettmuskulatur, welche unter Ruhebedingungen eine Flussrate von 10 ml/min
pro 100 g Gewebe aufweist, diese dann aber bei Aktivitdd um das 25-fache auf bis zu
250 ml/min pro 100 g Gewebe steigern kann, wird deutlich, dass die Durchblutung erheblich
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gesteigert werden kann. Der Ruhetonus beruht zum Einen auf der Reaktion der glatten
Muskulatur auf die Wandspannung und ist somit bestimmt durch den transmuralen Druck.
Bereits im Jahre 1902 wies W. M. Bayliss (2) nach, dass en isoliertes Gefald auf die
Erhéhung des Drucks und damit einer Dehnung mit einer Kontraktion reagiert und dass
umgehrt die Verminderung des Drucks zu einer Dilatation fuhrt. Dieser sogenannte Bayliss-
Effekt beruht unter anderem auf der Ryanodin-Rezeptor-vermittelten Ca®*-Freisetzung aus
dem sarkoplasmatischen Retikulum (3). Zum Anderen unterliegt der Ruhetonus der Kontrolle
des vegetativen Nervensystems. Dabel ist das von sympathischen Nervenfasern freigesetzte
Noradrenalin, welches iiber die Bindung an a-Rezeptoren die Konstriktion vermittelt, der
Haupteffektor der neuronalen Kontrolle. Die aus dem Nebenierenmark sezernierten
Katecholamine Noradrenain und Adrenalin modulieren ebenfalls den Ruhetonus der glatten
Gefélimuskulatur. Ebenso wie das Noradrenain wirkt auch das Adrenalin meist durch die
Bindung an oa-adrenerge Rezeptoren vasokonstriktorisch. In Geweben, die {iber eine hohe
Dichte B-adrenerger Rezeptoren verfiigen, wie zum Beispiel im Myokard, der Leber und der
Skelettmuskulatur, induziert Adrenalin in geringen Konzentrationen aber eine Vasodilatation.
Als Faktor der humoralen Tonusmodulation ist das Angiotensin Il zu nennen. Gebildet wird
es durch das endotheliale Angiotensin-I-konvertierende Enzym (ACE) aus Angiotensin I,
welches seinerseits durch die enzymatische Aktivitdt des Renins, dessen Substrat das
Angiotensinogen ist, synthetisiert wird. Renin wird von den Epitheliodzellen des
juxtaglomeruldren Apparates der Niere in die Blutbahn sezerniert, wohingegen das

Angiotensinogen hauptséchlich in der Leber und im Fettgewebe synthetisiert wird.

1.2 Morphologie der BlutgefalRe

Arterien bestehen aus der Tunica intima, der T. media und der T. adventitia. Die T. intima,
bestehend aus dem Endothel und der aufgelagerten Membrana elastica interna, grenzt das
Geféallumen gegen das Blut ab. Umgeben ist sie von der, aus Bindegewebs- und glatten
Muskelzellen bestehenden, T. media, welche, je nach Gefal3grofie, in mehreren Schichten
vorliegen. Weiterhin ist die Membrana elastica externa Teil der T. media. Diese trennt die T.
media von der aufgelagerten, hauptsachlich aus extrazelluléarer Matrix bestehenden, T.
adventitia. Im Folgenden werden die glaite Gefal3muskulatur und das Endothel néher

beschrieben.
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1.2.1 Endothel

Aus nur einer Zellschicht bestehend kleidet das Endothel alle Gefalle aus und stellt eine
Barriere dar, die das Gefaldumen von dem umgebenden Gewebe trennt. Seine regulatorische
Funktion beim Transport von Molekilen aus dem Lumen in das umgebende Gewebe und
umgekehrt beruht auf Zell-Zellverbindungen, die aus tight-junctions bestehen. Diese sind
insbesondere im Bereich der arteriellen Blutbahn ausgebildet. Endothelzellen liegen, im
Gegensatz zu den Zellen des glatten Gefaldmuskels, parallel zur Langsachse (4) und lassen
sich dadurch im mikroskopischen Bild morphologisch von den Zellen der glatten
Gefalmuskulatur unterscheiden. Sie haben eine Lénge von ca. 140um und eine Breite von ca.
7um (4) und neben der Bedeutung wahrend der Angiogenese wirken sie durch die Synthese
und Freisetzung vasoaktiver Substanzen auf den Kontraktionszustand der glatten
Gefalmuskulatur. Aufgrund ihrer Lokalisation an der Grenze zum Blut sind die Zellen des
Endothels der Schubspannung des stromenden Blutes ausgesetzt, welche bei einer Erhéhung
Zu einer gesteigerten Stickstoffmonoxid (NO)-Synthese in den Endothelzellen und somit zur
Dilatation fuhrt. Diese flussinduzierte Dilatation fihrt zu einer weiteren Steigerung der
Flussrate in Gefal3abschnitten, die der Mikrozirkulation vorgeschaltet sind, was zu einer
Steigerung der Perfusion in der Mikrozirkulation fahrt, die nur mit einer lokal begrenzten
Dilatation nicht moglich ware. Weiterhin sind Endothelzellen an der Blutgerinnung beteiligt
und ermdglichen den Durchtritt der Leukozyten aus der Blutbahn in das umgebende Gewebe.

1.2.2 Glatte GefaRmuskulatur

Zellen der glatten Gefa3muskulatur umgeben, quer zur Gefal-Langsachse liegend,
groftenteils mehrschichtig das Endothel. Mit einer Lange von ca. 66um und einer Breite von
ca. 8um unterscheiden sie sich morphologisch sowohl in ihrer GrolRe as auch ihrer
Ausrichtung von den Endothelzellen. Ebenso wie die quergestreifte Muskulatur reagiert die
glatte Muskulatur auf die Anderung der intrazelluldren Ca®*-Konzentration mit einer
Veranderung des Kontraktionszustandes. Im glatten Muskel wird die Actin-Myosin-
Wechselwirkung durch die Phosphorylierung des Myosins erreicht. Uber das Enzym Myosin-
leichte-K etten-Kinase (MLCK) erfolgt die Phosphorylierung und Uber die Myosin-leichte-
K etten-Phosphatase (ML CP) die Dephosphorylierung des Myosins. Im Gegensatz zur MLCP
ist die Aktivitat der MLCK Ca*-abhangig, die tiber den Ca**-Calmodulin-Komplex aktiviert
wird. Ein Anstieg der intrazellularen Ca®*-Konzentration fiihrt zur Erhdhung der Aktivitét der
MLCK und somit zur Kontraktion. In den Zellen der glatten Muskulatur beruht die Erh6hung

der intrazelluldren Ca?*-Konzentration hauptsachlich auf der IPs-induzierten Freisetzung aus
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dem endoplasmatischen Retikulum (sarco-endoplasmic reticulum, SER). Unter ATP-
Verbrauch wird das freigesetzte Ca?* (iber Transporter (SERCA; sarcoplasmic reticulum Ca*-
ATPase) wieder in das endoplasmatische Retikulum transportiert. Der Aktivitatszustand der
MLCP wird unabhdngig von der intrazelluldren Ca®*-Konzentration durch die
Proteinkinase A (PKA) und die Proteinkinase G (PKG) erhoht, wodurch eine Relaxation des
glatten Muskels hervorgerufen wird, was als Ca?*-Desensitivierung bezeichnet wird (5). G-
Protein vermittelte Signalwege sind in den glatten Gefal3muskel zellen an der Veradnderung des
Kontraktionszustandes beteiligt. Sie wirken einerseits Uber die Veranderung der

intrazellul&ren Ca?*-K onzentration andererseits tber die Regulation der Aktivitét der MLCP.

1.3 Angiogenese

An der Neubildung von Blutgefden lassen sich Vaskulogenese, Angiogenese und
Arteriogenese unterscheiden (6,7). Als Vaskulogenese wird die Bildung von Kapillaren durch
das Aneinanderlagern sogenannter undifferenzierter Vorléuferzellen, der Angioblasten,
wéahrend der Embryonalentwicklung bezeichnet. Im Gegensatz dazu bezeichnet die
Angiogenese die Neubildung von Blutgefé3en aus bereits bestehenden Blutgeféi3en. Als
weiterer Prozess des Gefd3wachstums ist die Arteriogenese zu nennen, die ene
Umstrukturierung und Erweiterung bestehender Blutgefél3e (Kapillaren) beschreibt (8). Bei
vidlen Erkrankungen liegt ene Verdanderung der Angiogenese- as auch der
Arteriogeneseaktivitét vor, was dazu gefuhrt hat, dass diese Prozesse von herausragender

Bedeutung fir die Therapie solcher Erkrankungen geworden sind.

Im Gegensatz zur Embryonalentwicklung ist die Teilungsaktivitét der Endothelzellen im
adulten Organismus herabgesetzt und die Angiogenese ist in ihnen hauptséchlich auf die
Wundheilung und die Proliferation des Endometriums wahrend des Menstruationszyklus
reduziert und sichert so die adaquate Versorgung der Gewebe (9,10). Neben diesen Prozessen
ist sie an pathologischen Prozessen wie dem Tumorwachstum beteiligt (11,12). Ohne
Anbindung der Tumore an das Herz-Kreislaufsystem konnen diese auf Grund der
Mangelversorgung durch die lange Diffusionsstrecke und der daraus resultierenden Hypoxie
im Inneren des Tumors (13) nur bis zu einer Grofe von wenigen Millimetern anwachsen.
Daher ist die Untersuchung der Angiogenese in der Krebsforschung von bedeutender Rolle
(14). So wurden z. B. Angiostatin und Endostatin a's Inhibitoren der Angiogenese identifiziert
(15,16). Einer der Hauptinduktoren der Angiogenese ist eine Sauerstoffmangelversorgung
(Hypoxie) des umgebenden Gewebes (17). Die Angiogenese beruht auf einer komplexen
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Interaktion vaskuldrer Zellen mit dem sie umgebenden Gewebe. Angrenzende Zellen
sezernieren zum Beispiel den Fibroblasten Wachstumsfaktor (FGF: fibroblast growth factor;
(18,19)) oder den vaskularen endothelialen Wachstumsfaktor (VEGF: vascular endothelia
growth factor (19,20)), welche die Angiogenese in den Endothelzellen Uber endothelzell-
spezifische Tyrosin-Kinase Rezeptoren induzieren. FGF liegt human in 22 verschiedenen
Isoformen vor, von denen hauptsachlich der FGF-2, oftmals auch als bFGF (basic fibroblast
growth factor) bezeichnet, Angiogeneseaktivitat aufweist. Sowohl VEGF as auch FGF-2
steigern die Expression der NO-Synthase und induzieren durch die Erhéhung der NO-
Konzentration die Angiogenese. Beginnend mit dem proteolytischen Abbau (z.B.
Metalloproteinasen; MMP) der extrazelluld&ren Matrix durch die Zellen des Endothels,
beginnen diese, ebenso wie Perizyten und glatte Gefaldmuskelzellen, zu proliferieren und in
das Gewebe zu migrieren. Daraufhin erfolgt wahrend der Morphogenese die Ausbildung des
Gefalllumens.

1.4 Lokale Regulation des Muskeltonus durch das Endothel

Furchgott und Zawadzki zeigten bereits im Jahre 1982 die Beteiligung des Endothels an der
Regulation des Gefalitonus in Arterien, die sie aus Kaninchen isoliert hatten (21). Seitdem
wurde die Beteiligung des Endothels an der Regulation des Kontraktionszustandes des glatten
Gefddmuskels an weiteren Arterien verschiedener Spezies, inklusive des Menschen,
nachgewiesen. Diese lokale Kontrolle des Tonus beruht auf der endothelialen Synthese und
Freisetzung vasoaktiver Substanzen, die als Autakoide bezeichnet werden. Neben diesen
Autakoiden konnten auch direkte heterozelluldre Kontakte an der Regulation des
Kontraktionszustandes beteiligt sein, die eine eektrotonische Ausbreitung von
Membranpotential &nderungen ermoglichen (22,23). Die Mediatoren, die zur Relaxation des
glatten Muskels fuhren und auf die nachfolgend néher eingegangen wird, sind
Stickstoffmonoxid ~ (NO), Prostaglandine  (PGl;) und der  endothelabhéngige
hyperpolarisierende Faktor (EDHF), deren Relevanz sich in Abhangigkeit von der
Gefdl3grofe (24-29) verandert.

1.4.1 Stickstoffmonoxid (NO)

Als ein Mediator endothelabhéngiger Dilatationen wurde Stickstoffmonoxid identifiziert
(21,30). Grundlage der NO-Freisetzung ist eine Erhdhung der intrazellularen Ca’'-
Konzentration im Endothel, die zu einer Aktivitéatssteigerung der konstitutiv exprimierten
endothelialen NO-Synthase (eNOS) fihrt. Diese setzt aus der Aminosdure L-Arginin unter
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Abspaltung von L-Citrullin NO frel (31). Als weitere NO-Synthase ist die induzierbare NO-
Synthase (iINOS) zu nennen, die bei Entziindungsreaktionen auch im Endothel aktiviert wird.
NO kann frei durch die Zellmembranen in die Zellen der glatten Gefal3muskulatur
diffundieren. In diesen steigert sie die Aktivitdt der |6slichen Guanylatzyklase, welche die
Bildung zyklischen Guanosin-monophosphats (cGMP) aus Guanosin-Triphosphat (GTP)
katalysiert. Die Erhdhung der cGMP-Konzentration fuhrt zur Steigerung der Aktivitét der
Proteinkinase G, welche wiederum die Aktivitét der MLCP erhoht, wodurch es zur Dilatation
kommt. Weiterhin fdhrt die Aktivierung der Proteinkinase G zur Absenkung der
intrazelluldren Ca?*-K onzentration, was zusétzlich die Aktivitat der MLCK herabsetzt.

1.4.2 Prostaglandin I, (PGIy)

Der erste Schritt der Freisetzung des Prostaglandin 1, (PGly) (32) ist die Abspatung von
Arachidonsaure aus Phospholipiden der Zellmembran durch die membranstéandige
Phospholipase A, (33) im Endothel. Arachidonséure steht anschlief3end der Cyclooxygenase
(Cox) als Substrat zur Verfugung. Derzeit sind zwei 1soformen der Cyclooxygenase, die Cox-
1 und Cox-2, bekannt. Cox-1 wird in Endothelzellen konstitutiv exprimiert. Cox-2 ist
induzierbar und hauptsachlich bel Entziindungsreaktionen beteiligt. Als Reaktionsprodukt der
Cyclooxygenasen entstent Prostaglandin H welches die Vorstufe der Eicosanoide, der
biologisch wirksamen Metabolite der Arachidonsaure, darstellt. Substanzen der Gruppe der
Eicosanoide verfligen Uber verschiedene Eigenschaften. So wirkt das in Thrombozyten
gebildete Thromboxan A, vasokonstriktorisch und das in Endothelzellen gebildete
Prostacyclin (Prostaglandin |,, PGI,) vasodilatatorisch. PGl,-induzierte Dilatationen beruhen
auf der rezeptor-vermittelten und G-Protein gekoppelten Aktivierung der glattmuskuléren
Adenylatzyklase welche zur Erhéhung der intrazelluléren cAMP-Konzentration fuhrt. Diese
Erhéhung der cAMP-Konzentration fuhrt wiederum zur Aktivierung der Proteinkinase A.
Neben dem Absinken der intrazelluldren Ca?*-Konzentration fihrt die Steigerung der
Aktivitéat der Myosin-lei chte-K etten-Phosphatase zur Dilatation.

1.4.3 EDHF

Bereits in den Jahren ab 1982 deuteten die ersten Ergebnisse darauf hin, dass es neben NO
und PGI, einen weiteren Mechanismus endothelabhangiger Dilatationen geben muss (34).
Charakteristisch fur EDHF-mediierte Dilatationen (25,35) sind die endothelabhangige
Hyperpolarisation der glatten Gefal3muskulatur und die Unabhéngigkeit von den Mediatoren
NO und PGI; (36,37). Die Hyperpolarisation der glatten Geféldmuskelzellen fuhrt zu einer

Verminderung der Leitfahigkeit spannungsabhangiger Ca’*-Kandle und somit zu einer
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Abnahme der intrazellularen Ca’*-Konzentration. Da EDHF einen dilatatorischen
Mechanismus und nicht einen genau spezifizierten Faktor bezeichnet, wird nachfolgend von
EDHF-Typ Dilatationen gesprochen. Als mogliche Mediatoren EDHF-vermittelter
Dilatationen gelten K*-lonen (38), Wasserstoffperoxid (H.05) (39), EETs (40-43) und das C-
Typ natriuretische Peptid (CNP) (44,45). Wahrend K™, H,O, und EETs algemein as EDHF
akzeptiert sind, ist das CNP as moglicher EDHF Gegenstand kontroverser Diskussionen (46-
48). Zusétzlich zu den diffundierenden Faktoren konnen EDHF-Typ Dilatationen auch auf
einer Ladungsverschiebung Uber direkte heterozellulére Zellverbindungen beruhen, die von
Connexinen gebildet werden (49-54). Uber diese Connexine sind das Endothel und die glatte
Muskulatur elektrisch gekoppelt und eine Agonisten-vermittelte Hyperpolarisation des
Endothels kann sich direkt auf die Zellen der glatten Geféalmuskulatur ausbreiten. Die
Agonisten-vermittelte Hyperpolarisation des Endothels wiederum basiert auf der Verénderung
der Leitfahigkeit Calcium-abhangiger K*-Kandle in der Membran der Endothelzellen.

Nachfolgend wird naher auf Ca?*-abhangige-K *-Kanae und Connexine eingegangen.

1.4.3.1 K*-Kanale im vaskuléaren System

Grundlegend fur die Aufrechterhaltung des intrazelluldren Milieus einer Zelle ist die
Zellmembran, die fir lonen nahezu undurchléssig ist. In ihr ist die elektrogene Na'-K*-
ATPase lokalisiert, durch deren Aktivitdt die intrazellulare K*-Konzentration (Myozyt:
140 mM) im Vergleich zum Extrazellularaum (4 mM) erhdht wird. Dabei sinkt die
intrazel lulére Na'-K onzentration (10 mM) unter den Wert des Extrazellularraumes (140 mM).
Dadie Na'-K*-ATPaseje drei Na" und zwei K*-lonen transportiert und negative Ladungen in
der Zelle verbleiben, bildet sich ein negatives elektrisches Potenzial, das Membranpotenzial,
aus. Allerdings ist der Beitrag dieses ungleichen Transports von Ladungen zum tatséchlich
gemessenen Potenzial mit wenigen mV gering. Die Hauptaufgabe der Na'-K *-ATPase besteht
darin, den Konzentrationsgradienten der K*-lonen aufrecht zu erhalten. Da die Leitfahigkeit
der Membran fir K* durch das Vorhandensein von gedffneten K*-Kanédlen sehr hoch ist,
stromt K* aus den Zelen. Durch diesen K™-Ausstrom und Verhinderung des
Ladungsausgleichs sinkt das Membranpotenzial theoretisch bis zum Erreichen des
K*-Gleichgewichtspotenzials, welches sich durch die Nernst-Gleichung berechnen lasst. Das
Gleichgewichtspotenzia ist die Spannung, bel der trotz eines Konzentrationsgradienten keine
lonen mehr flieRen. Fur K™ liegt es fir die angegebenen K*-Konzentrationen bei -94 mV.
Allerdings wird dieser theoretische Wert nicht erreicht, da zum Beispiel die Selektivitét der

K*-Kandle nicht absolut ist und auf diesem Wege Na'-lonen in die Zelle gelangen und somit
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das Potenzia verringern. Somit beruht das Ruhemembranpotenzial auf den
Konzentrationsgradienten der verschiedenen lonen sowie auf der Leitfahigkeit der Membran
fur diese lonen, die durch Kanalproteine bestimmt wird. Durch diese Kandle stromen die
lonen unter Verlust ihrer Hydrathllle (55,56). Die Verdnderung der Leitfahigkeit for
verschiedene lonen verandert das Potenzial der Zelle. Diffundieren verstarkt Na'-lonen in die
Zelle, fuhrt dies zu einer Depolarisation. Im Gegensatz dazu fiihrt ein verstarkter K*-
Ausstrom zu einer Hyperpolarisation. Diese Veranderung des elektrischen Potenzials
wiederum veréndert die Aktivitét zelluldrer Mechanismen. In Endothelzellen variiert das
Membranpotenzial zwischen -30 und -68 mV. Unabhangig von dem letztendlich freigesetzten
Faktor besteht der initiale Schritt endothelvermittelter Dilatationen in der Erhéhung der
intrazelluléren Ca?*-Konzentration in den Zellen des Endothels. Dieser [Ca®]-Anstieg filhrt
zu ener Erhdhung der Leitfahigkeit Ca’*-abhangiger K*-Kande und somit zur
Hyperpolarisation der Endothelzellen. Die Gruppe Ca**-abhangiger Kandle ist in drei
Gruppen unterteilt, deren Gemeinsamkeit darin besteht, dass jeder Kanal aus vier
porenbildenden Untereinheiten besteht (57). Anhand ihrer Leitfahigkeiten werden sie in
Kande geringer (SK; Kca2.3) (58), mittlerer (IK; Kca3.1) (59) und grofer (BK) Leitfahigkeit
untereilt. SK und IK werden in Endothelzellen exprimiert, wohingegen BK in der glatten
Muskulatur vorzufinden sind. Die Relevanz der SK und IK bel EDHF-mediierten Dilatationen
konnte bereits an verschiedenen Arterien nachgewiesen werden (60-62).

1.4.3.2 Connexine

Direkte homo- oder heterozellulére Zellkontakte werden Uber Connexine vermittelt. Diese
stellen eine Gruppe von Proteinen dar, die Uber vier transmembranare Doménen verfiigen
(Abb. 1, C). Ein Hexamer aus Connexinen bildet einen Halbkanal (Connexon, Abb. 1, B),
durch den Molekile bis zu 1kDa, somit auch lonen und Signalmolekile wie
Inositoltriphosphat  (IP3) und zyklisches Adenosin-Monophosphat (CAMP), diffundieren
konnen (63). Lagern sich Habkande benachbarter Zellen aneinander, bilden diese eine
cytoplasmatische Verbindung, die den direkten Stoff- und Ladungstransfer ermdglicht
(Abb. 1, A). Dadurch wird der Widerstand zwischen den gekoppelten Zellen stark
herabgesetzt und Ladungsédnderungen konnen sich elektrotonisch und somit ohne grofe
zeitliche Verzogerung ausbreiten. In nahezu allen Geweben ist eine zellspezifische Expression
verschiedener Connexine nachweisbar. So werden in Zellen der glatten Gefal3muskulatur
hauptséchlich Connexind3 und Connexind5 exprimiert, wohingegen die Expression von

Connexin37 und Connexind0 in Zellen des Endothel s Uberwiegt.
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In Blutgeféllen ermdglichen Connexine die schnelle und koordinierte Regulation des
Gefélverhaltens. Homozelluldre Gap Junctions im Endothel (64) und der glatten
Gefalmuskulatur stellen Informationswege dar, Uber die sich Signale entlang der Gefélde
ausbreiten konnen. Als welterer Informationsweg ist die myoendotheliale Kopplung zu
nennen, die eine heterozellulére Verbindung des Endothels mit der glatten Gefaldmuskul atur
darstellt (50,65).

Charwed
‘Connexon

Conngann  Hamemenc Heapromenc Homomesic Heternimenc
Channel  Homaolype Homatypie Heleratypic Fatgrotyoe

Abb. 1: Aufbau interzellularer Verbindungen (Gap junctions)

Anreicherung von Connexinen in Plagues (A). Jeder Halbkanal besteht aus sechs Untereinheiten (B). Jede
Untereinheit besteht aus vier membrandurchspannenden Doménen (C). Hetero- und homomere Kanéle kénnen
ausgebildet sein (D). (aus Willecke, K., et al., 2002, Biol Chem 383, 725-737)
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1.4.3.3 Zusammenspiel von Ca?*-aktivierten K*-Kanalen und Connexinen

Aus den bisherigen Ausfuhrungen ergibt sich die Frage, welche Mediatoren an
endothelvermittelten Dilatationen in Leitungsgefal3en und kleinen Arterien in Mausen
relevant sind und worauf eine moégliche EDHF-mediierte Dilatation beruht. Sind Ca*'-
abhangige K*-Kande erforderlich und kann es sich beéim EDHF auch um eine
Ladungsanderung handeln, die sich Uber heterozellulére Kopplung vom Endothel auf den
glatten Muskel ohne einen extrazellul&ren mediierenden Faktor ausbreitet (Abb. 2)?

ACh
Rezeptor @
// \\
Endotheizeiie ‘
— [Ca?*q]
|
I
| Phospholinide
\II L Lt
M -
DI A A [ 4
FkRy| |\
oA s B .
L-Arginin . s .
¢ Arachidonsiure ? 4 '
- _
aNNCAr [ . s
CINWVV | 1§ cCO { n
. COR N -
N L-Citruiiin + NO ~_ PGI, EDHF & Kc, iii SKe, i J/
~— LILJ |
. + +
\ 4 4 i i
t Glatter Muskel Relaxation < Hyperpolarisation J

Abb. 2: Endothelver mittelte Dilatation

Die Bindung von ACh an Rezeptoren der Endothelzelle fuhrt zu einer Erhdhung der intrazelluldren
Calciumkonzentration und im weiteren Verlauf zur Freisetzung endothelialer Autakoide (NO, PGI2, EDHF).
Diese fuhren zu einer Relaxation der umgebenden glatten Muskulatur. EDHF induziert die Hyperpolarisation der
glatten Muskulatur. Méglicherweise wird diese Hyperpolarisation tber Ca®*-aktivierte K*-Kanale im Endothel
hervorgerufen und statt ber eines Faktors tUber Gap Junctionsin die glatte Muskulatur Gbertragen.
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1.5 Ziel der Arbeit

In dieser Arbeit soll untersucht werden, die/ der

e Rollevon Connexind0 bei der Angiogenese.
0 Dazu muss eine Methode zur ex vivo Untersuchung etabliert werden. In
diesem Zusammenhang soll eine Software fur die Datenaufbereitung und

Erfassung implementiert werden.

e Beitrag von EDHF in verschiedenen Gefaldtypen bel endothelabhangigen Dilatationen

e Relevanz endotheliadler Kaliumkandle bei der Freisetzung der endotheliaen
Mediatoren Stickstoffmonoxid und EDHF

e kompensatorischen Effekte von NO/PGI, und EDHF in Widerstandsgefélien

¢ Rolle des Connexin40 und dessen Beitrag bei der myoendothelialen Kopplung in vitro

und in vivo
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Versuchstiere

Genehmigt wurden die Versuche von dem Ministerium fur Umwelt, Naturschutz und
Landwirtschaft des Landes Schleswig-Holstein (21/A24/05, 21/1i/06, interne
Tierversuchsnummer). In Ubereinstimmung mit den Bestimmungen des deutschen
Tierschutzgesetzes wurden die Versuche an welblichen und ménnlichen Mausen
durchgefiihrt, die in der Tierhaltung der Universitdt zu Libeck gezlichtet und gehalten
wurden. Bis zu sechs Tiere waren in einem Typ 2 Makrolonkafig untergebracht und hatten

frelen Zugang zu Standardfutter und Wasser.

2.1.2 Mikropipetten

Mikropipetten fur die Verwendung im Druckmyographen und die Immunmarkierung wurden
aus Borosilikatglaskapillaren (Durchmesser: auf3en 1 mm, innen 0.58 mm; Lange 100 mm
(Science Products GmbH, Hofheim) mit einem Mikropipettenpuller (Model P-20 Sutter
Instrument Co., Novato, CA, USA) mit folgendem Programm hergestellt:
Haltepipetten

Heat 308

Pull 150

Veocity 120
Time 150

Anschlief?end wurden die ausgezogenen Kapillaren mit einem Feuerzeug erhitzt und in die
bendtigte Form gebracht. Weiterhin wurde das unbearbeitete scharfkantige Ende kurz erhitzt,
um es abzurunden und damit ein Beschadigen der anzuschlief3enden Schléduche zu

minimieren.
2.1.3 LOosungen

2.1.3.1 Physiologische Kochsalz-Lésung (PSS)

Fir die Untersuchung der Gefdantworten in vitro und in vivo wurde eine 25-fach
konzentrierte physiologische Kochsalzldsung (PSS) bereitgestelit.
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L6sung 1.
.. Konzentration  Menge
Chemikalie [MMol/L] (L]
NaCl 118.99 173.850 Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
KCl 4.69 8.750 Sigma-Aldrich, Steinheim
CaCl,-2H,0 2.50 9.200 Merck, Darmstadt
Losung 2:
.. Konzentration Menge
Chemikalie [MMol/L] (L]
MgS0,-7H,0 117 7.225 Merck, Darmstadt
KH,PO, 1.18 4.025 Merck, Darmstadt
Losung 3:
.. Konzentration Menge
Chemikalie [MMol/L] (L]
EDTA 0.03 0.250 Merck, Darmstadt

Fir die Herstellung der 25x Stammlésung wurden die Chemikalien fir ein Endvolumen von
500 mL abgewogen und in destilliertem Wasser gelést (Losung 1: 400 mL; Losung 2,3: je
35 mL, Losung 3 wurde etwas erwérmt), zusammengefihrt, auf ein Endvolumen von 500 mL
verdunnt, sterilfiltriert (Sarstedt AG & Co., NUmbrecht), zu je 50 mL in Reagenzgefélien
(Sarstedt) aliquotiert und bei 4°C gelagert.

Zu Beginn der Versuche wurden 500 mL Gebrauchsldsung (1x PSS) (20 mL 25x PSS auf
500 mL aqg. bidest) bereitgestellt, der zusétzlich NaHCO; (Endkonzentration 25 mMol/L,
Sigma-Aldrich, Steinheim) und Glucose (Endkonzentration 5.50 mMol/L, Sigma-Aldrich)
zugefugt wurden. Nachfolgend wurde die 1x PSS 30min mit Carbogen begast und
anschlief3end im Wasserbad bei 37°C gelagert. Fur die Hemmung der NO-Synthase und der
Cyclooxygenase wurde eine weitere 1x PSS angesetzt, in der zusétzlich noch Indomethacin
(Endkonzentration: 3 pMol/L, Promedica Gruppo Chiesi, Parma, Italien) und L-Nitro-Arginin
(66) (Endkonzentration: 300 pMol/L, Sigma-Aldrich) gelost waren.

2.1.3.2 Calciumfreie KREBS L6sung

Fur die Bestimmung des Maximadurchmessers wurde calciumfreie KREBS Ldsung

verwendet.
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Konzentration

Chemikalie [MMol/L]
NaCl 120.8 Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
KCl 38 Sigma-Aldrich, Steinheim
MgSQO,- 7H,0 1.2 Merck, Darmstadt
NaHCO4 20.0 Sigma-Aldrich, Steinheim
KH,PO, 1.2 Merck, Darmstadt

2.1.3.3 Narkose

Initial wurden die Tiere mittels intraperitonealer Verabreichung von in Ringer
(147 mMol/L Na"; 4.0 mMol/L K*; 2.2 mMol/L Ca®*; 156 mMol/L CI") geldstem Fentanyl
(0.1 mg/kg), Medetomidin (1 mg/kg) und Midazolam (10 mg/kg) betaubt. War wahrend der
Préparation die zusdtzliche Gabe von Narkose erforderlich, wurde diese ebenfals
intraperitoneal appliziert. Nach Beendigung der notwendigen Préparationsschritte wurden die

Tiere mittels Genickbruch oder der Applikation von Pentobarbital getotet.

2.1.3.4 LAIRD-Puffer fur die Isolierung genomischer DNA

Konzentration %

Chemikalie [MMol/L]  [VAV]
Tris-HCI, pH 8.3 100 Biomol GmbH, Hamburg
EDTA 5 Merck, Darmstadt
NaCl 200 Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
20% SDS 0.2 Serva GmbH, Heidelberg

2.2 Methoden

2.2.1 Isolierung genomischer DNA

Kurze Abschnitte (<5 mm) der Schwanzspitzen der Versuchstiere wurden fir die Isolierung
der genomischen DNA entnommen. Die Proben wurden bei 55°C in LAIRD-Puffer und
Proteinase K (0.2 mg/ml, Sigma-Aldrich) 24 Stunden enzymatisch verdaut. Anschlief3end
folgten die Inaktivierung der Proteinase K durch Erwdrmen auf 95°C fir 20 min und die
Falung der DNA mit eiskaltem Isopropanol wahrend der Zentrifugation (Microzentrifuge
MC-13, Amicon, Witten) mit 13000 U/min. Nachfolgend wurden die Uberstande verworfen
und die DNA-Pdlets in einem welteren Schritt mit Ethanol (70% v/v) gewaschen und
zentrifugiert. Nachdem die Uberstande verworfen und die Pellets getrocknet waren, wurden
diese in TE-Puffer (1 mol/L Tris (pH 8), Biomol GmbH, Hamburg, 0.25mol/L EDTA,
Merck, Darmstadt) gel6st und bel -20°C gel agert.
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2.2.2 Genotypisierung der Versuchstiere

Mittels der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) wurden die Genotypen der Méause bestimmit.
Die Methode basiert auf der gezielten Amplifikation eines DNA-Bereichs mittels thermo-
stabiler DNA-Polymerasen (Tag-Polymerase (67); Polymerase des Bakteriums Thermus
aquaticus, Invitrogen GmbH, Darmstadt) und sequenzspezifischer Primer. Nach
Durchfihrung der PCR wurden die synthetisierten DNA-Fragmente im Agarose-Gel
nachgewiesen (1% (w/v) Agarose (Biozym Scientific GmbH, Hessisch Oldendorf),
0.004% (v/v) Ethidiumbromid (Invitrogen); in TBE Puffer (89 mmol/L Tris, 89 mmol/L
Borsdure, 2 mmol/L EDTA; in ag. bidest). Gleichzeitig wurde ein DNA-Marker (100 bp DNA
Ladder, Invitrogen) fur die Bestimmung der Grof3e der PCR-Produkte mit aufgetragen. Die
verwendeten Primer (Tabellel, MWG Biotech AG, Ebersberg) und PCR-Programme
(Tabelle 2) sind nachfolgend aufgefihrt.

Tabelle 1: Verwendete PCR-Primer
Auflistung der verwendeten PCR-Primer

DNA-
Fr agment gr 6Re
Genot yp Pri mer [ bp]
Cx40: -/- Priner 494 -/ -
5'- GGA TCG GCC ATT GAA CAA GAT GGA TTG CAC -3
5'- CTG ATG CTC TTC GIC CAG ATC ATC CTG ATC G -3’
W - Priner 314 W
5'- GGG AGA TGA GCA GCC CGA CTT CCG GIG CG -3
5'- GTA GGG TGC CCT GGA GGA CAA TCT TCC C -3¢
Cx40KI 45: Primer 1 475 W
5’ - AGG CAG GCT CAT GIG GAG CT -3 P1 + P2
Primer 2
5’ - AGG CTG AAT GGT ATC GCA CC -3 660 Ki
Prinmer 3 P1 + P3
5’ - TTCTTC CAG AGC CCG GIG CTG -3’
eNGCs: -/- Priner 376 -/-

5’ - CCA ATG ACA AGA CCC TGG G -3’

5’ - GCG CAA TGI GAG TCC GAA A -3’

W - Priner 261 W
5" - ACA AGT CCT CAC CAC CTT TTC -3’

5’ - ACA TCG CCG CAG ACA AAC A -3

| Kea Primer 1 320 -/-

/

5'- CIT TGG ATC CAG ATG TTT CIT GGI GIT AAG -3’ 160 W

Primer 2

5'- GCC ACA GIG TGT CTG TGA GG -3

Primer 3

5 - CGI GCA ATC CAT CIT GIT CA -3
TI E2 Tl E2f or

5’ - CGC ATA ACC AGT GAA ACA CCA TTG G 3

Tl E2r ev

5 - CCC TGTI GCT CAG ACA GAA ATG AGA -3’ 550 TIE2
Cx40" Cxfl ox1f or

5’ - GIG ACA TGA CCT GGA TCT CTG GAG -3’

Cxfl ox1rev

5'- GGC CAT CCT CTG CTA CAT ATG CAG -3

Cxfl ox2f or

5 - CAA TAT CIT CCT ATG TCC TCA TG -3

Cxfl ox2r ev 450 W

5 - GGI' ACT GGT TAG TTC ACA TTG TT -3 550 fl oxed



2. Materia und Methoden -18-

Tabelle 2: PCR-Programme
Aufgefuhrt sind die PCR-Programme fir die Genotypsierung der verwendeten Méause

Cx40™: Cx40:
Zyklen Toemperatur Daver Zyklen 'I;emperatur Daver
[ [Sekunden] [°cl [Sekunden]
PCR 1 1 94 120
1 94 120 38 94 40
5 94 150 65 60
65 30 72 60
72 60 1 72 420
30 1 94 20 E Cx40K145:
' 66 30 i Dauer
72 60 | Zyklen F%”]‘perat“r
72 300 [Sekunden]
1 94 150
PCR 2 38 94 40
1 94 120 68 30
5 94 150 72 40
62 30 1 72 420
72 60 eNOS.
30 194 20 ; Temperatur Dauier
1 64 30 5 Zyklen [°C]
P72 60 5 [Sekunden]
72 300 1 94 60
36 94 30
55 60
72 60
1 72 600
1K ca: TIE2:
Zyklen 'I;emperatur Daver Zyklen 'I;emperatur Daver
[l [Sekunden] [°cl [ Sekunden]
1 94 180 1 99 60
10 94 35 35 99 60
58 35 60 90
72 60 72 120
1 72 420
25 94 35
58 35
72 50"
1 72 600

": +5 Sek. Pro Zyklus

2.2.3 Praparation von LeitungsgefaBen und kleinen Arterien far in vitro

Untersuchungen

Alle Praparationsschritte, die in unmittelbarer Nahe zu den Gefél3en durchgefihrt werden
mussten, wurden unter einem Operationsmikroskop (Wild Heerbrugg AG, Heerbrugg) mit
feinen Pinzetten und einer Gefélschere (Fine Science Tools, Heidelberg) durchgefihrt.
Weiterhin wurde versucht, jegliche Berlihrung des zu isolierenden Gefal3es zu vermeiden. Die
Versuchstiere wurden Uber interperitoneale Gabe des Narkosemittels narkotisiert. Nach
Erreichung des Toleranzstadium wurden die Haare an den Korperstellen entfernt, die fur die



2. Materia und Methoden -19-

Préparation zuganglich sein mussten und die Tiere durch Genickbruch getétet. Sofern nicht
anders angegeben, wurden isolierte oder freigelegte Gewebe mit PSS vor dem Austrocknen
bewahrt.

2.2.3.1 LeitungsgefalRe (Aorta)

Vorbereitend wurden Kulturmedien und eine Petrischale mit DMEM (Dulbecco’s Modified
Eagle Medium, Invitrogen GmbH, Darmstadt) bereitgestellt und die benétigte Menge
Matrigel (BD Bioscience, Heidelberg) auf Eis aufgetaut. Pipettenspitzen flr das Pipettieren
des Matrigels wurden bei -20°C gelagert und erst kurz vor dessen Applikation bereitgestellt.

Kulturplatten (4-well, Nunc, Dénemark) wurden mit runden Deckgl&schen versehen.

Die toten Tiere wurden auf einer Praparationsplatte auf der rechten Korperseite liegend
fixiert. Der Thorax wurde mit einer stabilen Schere entlang der Wirbelsaule von cauda nach
crania und entlang des unteren Rippenbogens in Richtung der Sternums erdffnet und in

Richtung der Vorderextremitéten aufgespannt. Mit einer Gefél3schere und einer Pinzette

wurde die Aorta vorsichtig vom umgebenden Gewebe befreit, entnommen und in eine
Petrischale mit DMEM Uberfuhrt.

Abb. 3: Isolierung der Aorta
Der Thorax wurde auf der linken Kdrperseite entlang der Wirbelséule eréffnet und in Richtung der Vorderbeine
aufgespannt. Anschlie3end wurde die Aorta vorsichtig entnommen.

2.2.3.2 A. mesenterialis

Das Abdomen der getdteten Tiere wurde entlang der Korpermitte eréffnet und der Dinndarm
vorsichtig freigelegt. Mit zwel F&den wurde ein mehrere Zentimeter langer Abschnitt des
Dunndarms abgebunden, zusammen mit dem Mesenterium entnommen und in eine PSS

geflllte Pertrischale Gberfihrt und mit mehreren Insektennadeln auf einem Silikonpfropf
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fixiert. Mit einer Gefél3schere und einer feinen Pinzette wurden die Mesenteriagefélie
freigelegt, entnommen und in PSS auf Eis gelagert.

Abb. 4: Dinndarm und M esenterium

Der entnommene Dinndarm mit dem Mesenterium wurde in eine mit PSS gefillte Petrischale Uberfihrt.
Deutlich sichtbar sind die Venen und, undeutlicher, die parallel zu den Venen verlaufenden Arterien, die
vorsichtig entfernt wurden.

2.2.3.3 A.femoralis

Die toten Mause wurden auf dem Ricken liegend auf einer Préparationsplatte mit
Klebestreifen so fixiert, dass die Innenseiten der hinteren Extremitéten frel zugéanglich waren.
Im Bereich der A. femoralis wurde die Haut grof¥flachig entfernt und der freigelegte Bereich
umgehend mit PSS benetzt. Mit feinen Pinzetten und einer Gefél3schere wurden die
A. femoralis vorsichtig freigelegt und zuerst stromabwaérts und anschlief3end stromaufwaérts
mit chirurgischem Faden (11.0 Ethilon, Ethicon, Hamburg) abgebunden. Der Gefélabschnitt
zwischen den Faden wurde entnommen, in PSS Uberfiihrt und auf Eis gelagert. Fur die
Entnahme erwies es sich as zweckmdlig, distal zu beginnen, da eventuell austretendes Blut
nicht unmittelbar in den Sichtbereich gerét.
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Abb. 5: A. femoralis
Freigelegter Bereich der hinteren Extremitét mit A. femoralis, die mit der parallel
laufenden Vene zu erkennen ist.

2.2.3.4 Kleine Arterien (A. gracilis)

Das getotete Tier wurde in Rickenlage auf einer Praparationsplatte fixiert. Die Haut wurde im
Bereich des Musculus gracilis grof3flachig entfernt und die Muskulatur um die A. gracilis in
groRem Abstand zur A. gracilis freigelegt, entnommen und in PSS dberflhrt. Das
entnommene Gewebe wurde mit der Innenseite nach unten mit zwei Insektennadeln auf dem
Silikon befestigt. Hierbei wurde darauf geachtet, dass das Gewebe nicht durch die
Positionierung der Nadeln gespannt wurde. Weiterhin wurden die Nadeln nur durch den
unteren Bereich des isolierten Gewebes gefihrt. Die zu isolierenden Gefél3e befinden sich
zwischen der oberen und der unteren Gewebsschicht. Die obere Gewebsschicht wurde mit
Hilfe einer Gefdl3schere vorsichtig entfernt und das Gefal? freigelegt. Abschlief3end wurden
die Gefélze an einem Ende gegriffen und mit der feinen Gefal3schere vorsichtig vom Muskel
getrennt und in PSS Uberfihrt.

2.2.4 Untersuchung der Angiogenese in vitro

Unter dem Operationsmikroskop wurde von isolierten Aorten weiteres umgebendes Gewebe
entfernt. Eine mit einem ausgezogenen Katheter versehene und mit DMEM gefillte Spritze
wurde verwendet, um vorsichtig in dem jeweiligen Gefél verbliebenes Blut auszuspilen.
Hierfir wurde der Katheter ein kleines Stick in die Aorta eingefihrt. Mit einem Skalpell
wurden die Enden der Aorta, die wahrend der Praparation mit der Pinzette oder dem Katheter
bertihrt wurden, entfernt und verworfen. Die isolierten, gespilten und vom umliegenden
Gewebe befreiten Aorten wurden in ca. 1 mm hohe Ringe geschnitten. Diese wurden mit
einer feinen Pinzette auf die Deckglaschen in den Kulturschalen gelegt, wobei je ein Ring in
eine Probenkammer verbracht wurde. Die Ringe wurden dann unter der Sterilbank mit
Matrigel (20 uL) Uberschichtet und dieses bei 37°C fur 30 min verfestigt. Nach Zugabe von
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300 uL Kulturmedium wurden die Praparate bei 37°C inkubiert. An den Tagen 3 bis 7
wurden Bilder der Praparate am Mikroskop aufgenommen, die mit dem selbstentwickelten
Programm AQualL verarbeitet und ausgewertet wurden. Die abschlief3ende statistische
Auswertung der ermittelten Messwerte erfolgte mit der Statistiksoftware Stata (StataCorp LP,
College Station, Texas, USA).

Abb. 8: In Matrigel eingebetteter

Aortenring
_ , Diese Ringe wurden in Kulturschalen
Abb. 7: Aortenringe uberfihrt ~ und  mit  Matrigel

Mit einem Skalpell wurde die Aorta ; ;
Abb. 6: Isolierte und gereinigte . . ; Uberschichtet. Nach der anschliel?enden
Aorta 9 g in ca 1mm hohe Ringe geschnitten Aushartung  des Matrigels  wurde

Die isolierte Aorta wurde vom DMEM hinzugegeben.
umgebenden Gewebe befreit
und vorsichtig gepuilt.

2.2.5 Untersuchung von GefaRantworten

2.2.5.1 GefalRantworten unter isometrischen Bedingungen

Es wurde eine Methode zur isometrischen Untersuchung der Gefal3antworten isolierter
Leitungsgefdle (A.femorais, A.mesenterialis) und kleiner Arterien (A. gracilis)
verschiedener Genotypen in einem Drahtmyographen (Wire-Myograph 510A, DMT,
Déanemark) etabliert. Dieser verfugt Uber zwel Einrichtungen fur die Aufnahme von Gefél3en
mit einer Lange von maxima 2mm. Grundlage des Verfahrens der isometrischen
Geféaluntersuchung ist die Messung der Kraft, die von einem Gefél auf zwei Dréahte ausgelibt
wird, die durch dessen Lumen gespannt sind (Abb. 9, S.24). Fir die Leitungsgefél3e wurde ein
Stahldraht mit 40 um und fr die kleinen Arterien ein Wolframdraht mit 25 pm Durchmesser
verwendet.

Die isolierten Geféal3e wurden mit Hilfe eines Operationsmikroskops in den Myographen
gespannt. Zunéchst wurde die Probenkammer des Drahtmyographen mit 15 mL PSS gefullt
und die Kraftaufnehmer zurlickgesetzt (reset-Funktion der Steuereinheit des Myographen) um

die Halterungen automatisch in die Position zu verschieben, in der sie einander bertihren. Dies
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definiert den Nullpunkt und dient der Bestimmung der Drahtabsténde durch die Steuereinheit.
Um ein Gefdl3 einzuspannen, wurde ein ca. 2 cm langes Drahtsttick zwischen die Halterungen
geklemmt und mit einer der Sicherungsschrauben befestigt. Das isolierten Gefél3e wurde
vorsichtig in die Probenkammer Uberfihrt und eines seiner Enden vorsichtig mit zwel
Pinzetten auseinandergezogen und auf den Draht gezogen und im Bereich der Halterung
platziert. Anschliefend wurde das freie Ende des Drahtes mit der Sicherungsschraube
befestigt. Die Halterungen wurden wieder auseinanderbewegt und en zweiter Draht
vorsichtig durch das Gefal3 gefuhrt, der in der gegeniiberliegenden Halterung befestigt wurde.
Waren beide Drahte befestigt, wurden die Halterungen soweit auseinanderbewegt, dass der
Abstand der Halterungen dem doppelten Durchmesser der Drahte entsprach. Mit Hilfe eines
Okularmikrometers wurde die Lange des aufgespannten Gefal3es gemessen. Abschlief3end
wurde die Pufferlosung gewechselt, die Temperatur auf 37°C eingestellt und die
Probenkammer mit Carbogen (5% CO,, Rest O,) begast. Nach einer Aufwarmphase von
30 min wurden die gemessenen Kraftwerte auf 0 gesetzt und es erfolgte die Vorspannung der
Geféle.

Durch die Normalisation (Vorspannung) wird die Reaktionsfahigkeit des Gefél3es durch
Vorgabe eines erwinschten transmuralen Druckes optimiert (68). Das prinzipielle Vorgehen
fir die Normalisierung wird nachfolgend naher beschrieben. Initial Ubt das Gefal? keine Kraft
auf die Drahte aus. Der Abstand der Drahte wird schrittweise bis zu einer Zunahme der Kraft
um jeweils 2mN bel Letungsgefal?en und 0.5 mN bei kleinen Arterien erhéht (Abb. 10).
Nach jeder schnellen Auseinanderbewegung der Drahte folgt eine Wartezeit von 60 sin deren
Verlauf die ausgelibte Kraft abnimmt. Dieses ist vor allem durch die elastischen Fasern der
Gefalle zu erklaren. Aus der gemessenen Kraft, die der Wandspannung entspricht, der
Gefdldange und dem Abstand der Drahte wird der transmurale Druck berechnet. Ist dieser
Wert grof3er als der vorher gewdhlte, wird auf Grundlage des gemessenen Durchmessers, der
Gefaldéange und der gemessenen Spannung der normalisierte Durchmesser errechnet und
eingestellt. Hierbei wird der Abstand der Drahte so eingestellt und nachfolgend konstant
gehalten, dass der Gefal3ddurchmesser 90% des Gefal3durchmessers des zuvor eingestellten
transmuralen Drucks entspricht. Dieser Schritt ist erforderlich, um die maximale
Kontraktionsfahigkeit der Gefél3e zu erméglichen und um standardisierte Bedingungen fir die
Untersuchungen zu schaffen. Grundlage dieses Verfahrens ist das Gesetz von Laplace,
welches besagt, dass die Wandspannung proportional dem Produkt aus Druckdifferenz und
Gefélradius ist. Fur die Normalisation wurde die Mdglichkeit genutzt, dass die Steuereinheit

des Drahtmyographen diese automatisch durchftihren kann.
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Normalisation einer A. femoralis
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N
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Abb. 9 A. gracilis Abb. 10 Normalisation einer A. femoralis

A. ogracilis im Drahtmyographen nach erfolgter Schrittweise Erhthung der Wandspannung um je

Normalisation. Die Maximalldnge zu untersuchender 2 mN mit anschlieRender Wartezeit von 60s. Nach

Gefélde betragt 2 mm. Uberschreitung des definierten transmuralen Druckes
wird der normalisierte Durchmesser eingestellt.

Frihestens 5min nach erfolgter Normalisation wurde mit der Durchfihrung des
Versuchsprotokolls begonnen. Unter LabView (National Instruments, Texas) wurde ein
Programm entwickelt, welches die gemessenen Kraftwerte des jeweiligen Versuches mit einer
Frequenz von 2 Hz Uber die serielle Schnittstelle der Steuereinheit des Myographen ausliest

und in einer Textdatel speichert.

Ausgehend von der Kraft (Spannung) nach der Normalisation fuhrt die Applikation von
Noradrenalin (NA, Abb. 25, S.41) zur Kontraktion und somit zu einem Anstieg der Kraft. Die
nachfolgende Applikation eines Dilatators, wie zum Beispiel Acetylcholin (ACh, Abb. 25,
S.41), fuhrt konzentrationsabhangig zu einer Relaxation, die an der Abnahme der Kraft zu

erkennenist.

Gefél3e, deren Kraftentwicklung nach Applikation von Noradrenalin unter 0,15 mN lag,

wurden verworfen.

2.2.5.2 GefalRantworten unter isobaren Bedingungen

In der universititseigenen Werkstatt wurde eine Probenkammer fir die Untersuchung
isolierter GefaRe an einem inversen Mikroskop angefertigt. Uber eine nur grob zu justierende
Halterung und einen Mikromanipulator werden zwel ausgezogene und gebogene
Glaskapillaren in der Probenkammer positioniert. Auf diese wurden die isolierten Gefél3e
aufgezogen und mit Knoten (11.0 Ethilon, Ethicon, Hamburg) auf der jeweiligen Kapillare
fixiert. Eine der Kapillaren wurde mit PSS geflllt und an ihrem Ende verschlossen. Die
andere wurde mit einem Schlauch an ein Ausgleichsgeféld angeschlossen, das mit PSS gefillt

war. Uber dieses wurde mit Hilfe eines Drucktesters nach Gauer ein transmuraler Druck von
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60 mmHg eingestellt. PSS aus dem Ausgle chsgefald wurde durch eine Glaskapillare geleitet,
die waagerecht am Mikroskop angebracht war. Eine Luftblase in dieser Kapillare zeigt
fliefendes Medium und somit Undichtigkeiten an. Gefdl3e, die undicht waren, wurden
verworfen. Die Probenkammer wird mit 37°C warmem Wasser umspult und die Pufferl6sung
mit Carbogen (5% CO,, Rest O,) begast. An den Ablauf der Probenkammer ist eine
elektrische Pumpe (KAVAN GmbH, Nurnberg; Netzteil: Alpha Electronica, Italien)
angeschlossen. Vasoaktive Substanzen wurden direkt in die Probenkammer pipettiert.

2.2.5.3 GefalRantworten in vivo

Eine Methode zur Untersuchung der GefélRantworten in vivo wurde etabliert. Narkotisierten
Mausen wurde im Bereich des Musculus gracilis die Haut entfernt und der freigelegte Bereich
mit PSS benetzt. Falls erforderlich, wurde zusétzliche Narkose intraperitoneal verabreicht.
Bindegewebe, welches die Sicht auf die A. gracilis behinderte, wurde vorsichtig entfernt. Die
Tiere wurden nach erfolgter Praparation auf den Objekttisch des Mikroskops gelegt, auf dem
sich eine elektrische Heizmatte befindet. Zwischen der Heizmatte und dem Ricken der Maus
wurde die Temperatur kontinuierlich gemessen und auf 35°C eingestellt. Der freigelegte
Bereich wurde jetzt mit 100 uL PSS benetzt und mit einer Schwanenhalslampe beleuchtet.
Ein 25x long distance Objektiv wurde verwendet. Fur die Bildaufnahme war ene
Digitalkamera (Kappa CF8/1, Kappa Optronics GmbH, Gleichen) an das Mikroskop
angeschlossen, deren Daten mit Hilfe unseres Programmes AQual (69) auf einem Notebook
aufgezeichnet und ausgemessen wurden. Der zu untersuchende Bereich in der Néhe des

Objektivs mit einer externen Lichtquelle beleuchtet.

2.2.5.4 Versuchsprotokolle

Die Gefal3e wurden durch Applikation eines Vasokonstriktors vorkontrahiert. Nachfolgend
wurden die Dilatatoren kumulativ appliziert.

2.2.6 Immunmarkierung

2.2.6.1 Nachweis der Endothelzellen im Aortenring-Versuch

Die Immunhistochemie wurde an Aortenringpréparaten an dem Tag 7 wie folgt durchgefuhrt.
Soweit nicht anderes angegeben wurden die Chemikalien in 0.5x PBS (Phosphate Buffered
Saline) gelost. Zu Beginn wurden die Prgparate mit 3.7% (v/v) Formalin fur 2 h fixiert und
nachfolgend fiir 30 s in 1% Triton-X 100 gespult. Daraufhin wurde 3 mal fur je 5 min mit
PBS gesplilt. Es folgte die Inkubation mit dem Blockierpuffer (1% BSA, Albumin aus
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Rinderserum, Serva, Heidelberg) fur 2h. Der primare Antikorper, gerichtet gegen den
endothelzellspezifischen von Willebrand Faktor (VWF, Santa Cruz Biotechnology,
Heidelberg), wurde 1:200 im Blockierpuffer gel6st und die Préparate Gber Nacht bei 4° C
inkubiert. Darauffolgend wurden die Prgparate 5ma mit PBS fir je 10 min gesplilt.
Anschliefiend wurden die Praparate mit einem FITC-markiertem Antikérper (1:200 in
Blockierpuffer) fur 1 h inkubiert. Zeitgleich wurde fur die Farbung der Kerne etwas Hoechst
(Sigma-Aldrich) hinzugegeben. Abschlief?end wurde 5 mal fir je 5 min mit PBS gespllt. Die
Préparate wurden mit einem Zeiss LSM 5 Meta (Carl Zeiss AG, Oberkochen) mikroskopiert.

2.2.6.2 Connexin40-Nachweis in isolierten kleinen Arterien

A. gracilis und A. femoralis wurden wie zuvor beschrieben (2.2.3.4) isoliert und in PBS
gelagert. Insbesondere bel den kleinen Arterien bestand wahrend der Immunmarkierung die
Gefahr, die Gefade auf Grund ihrer Grofe zu verlieren. Um dies zu verhindern, wurden zwei

Methoden entwickelt und etabliert, mit denen dieses Ristko minimiert wird.

Fur die erste Methode wurden Reaktionsgefalie fir die Polymerase-K ettenreaktion verwendet,
deren Boden entfernt und durch ein Mikrogitter, wie es in der Transmissions-
Elektronenmikroskopie verwendet wird, ersetzt wurde. In diese Reaktionsgeféle wurden die
Préparate verbracht. Wéhrend der Durchfihrung der Immunmarkierung wurden die
Reaktionsgefal3e in die Kulturplatten (4-well, Nunc, Danemark) gestellt. Losungen, die fur die
Immunmarkierung verwendet wurden, wurden durch die Reaktionsgefalie in die Kulturplatten
gegeben und aulRerhalb der Reaktionsgefél3e abpipettiert. Der Vortell dieser Methode besteht
darin, dass Immunmarkierungen kleiner Préparate ziigig und ohne deren Verlust durchgefihrt

werden konnen.

Die zweite Methode erméglicht die Applikation der Losungen durch das Lumen der isolierten
Gefal3e. HierfUr wurden Mikropipetten, wie sie im Druck-Myographen verwendet werden, mit
Knetmasse an Kulturplatten (12-well, Nunc, Danemark) befestigt (Abb. 11). Die Spitzen der
Kapillaren wurden abgebrochen, bis der ndtige Spitzendurchmesser erreicht war. Die Platte
wurde mit PBS gefillt. Mit einer Spritze wurden die Kapillaren luftblasenfrei mit PBS gefullt.
Isolierte Blutgefél3e wurden, analog dem Vorgehen im Druckmyographen, auf die Kapillare
gezogen und befestigt. Durch die Kapillaren wurde ein Teil der Lésungen durch das Lumen
der Gefdlie in die Kammer gegeben (Abb. 12). Im Gegensatz zu der vorherig beschriebenen
Methode, eignet sich dieses Vorgehen um auch die Zellen des Endothels der

Immunmarkierung zuganglich zu machen.
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Abb. 11: Glaskapillaren Abb. 12: A. gracilisaufgezogen auf einer Glaskapillare

An der Kulturschale wurden Glaskapillaren befestigt auf Durch das Aufziehen der isolierten Gefél3e auf
die die Geféf3e aufgezogen wurden. Glaskapillaren konnen Lésungen durch das Lumen

appliziert werden.

Fur die Immunhistochemie wurden die Chemikalien in PBS gel6st und die Farbung wie folgt
durchgefiihrt. Zu Beginn wurden die isolierten Gefél3e fur 10 min mit 4.5% (v/v) Formalin
fixiert und anschlief3end 3 mal fur je 5 min mit PBS gespiilt. Danach wurden die Prgparate 2 h
mit  Blockierpuffer (1% BSA, Albumin aus Rinderserum, Serva, Hedelberg,
0.2% TritonX-100) inkubiert. Es folgte die Inkubation mit dem primdren Antikérper (anti-
Cx40, Millipore, Schwalbach, 1:400 in Blockierpuffer) bei 4° C tber Nacht. Danach wurde
2mal je 20 min mit 1% TritonX-100 und 30 min mit PBS gesplilt. Es folgte die Inkubation
mit dem sekundaren Antikorper (Alexa Fluor 594, Invitrogen GmbH, Darmstadt, 1:800 in
Blockierpuffer) fur 1 h. Abschlief3end wurden die Préparate 2 mal mit 1% TritonX-100 und
1 mal mit PBS 20 min gespult, auf Objekttrager verbracht, in Moviol (Merck, Darmstadt)
fixiert und mit einem Leica TCS SP5 (Leica Microsystems GmbH, Wetzlar) mikroskopiert.

2.2.7 Statistische Auswertung

Alle Messwerte wurden von den verwendeten Computerprogrammen in Textdateien
gespeichert, die in die Statistiksoftware Stata (StataCorp LP, College Station, Texas, USA)
eingelesen und ausgewertet wurden. Gruppenubergreifende Signifikanzberechnungen (z.B.
Vergleiche verschiedener Genotypen) wurden mittels einer Varianzanayse (ANOVA,;
anaysis of variance) durchgefihrt. Gruppeninterne Auswirkungen der verschiedenen
Versuchsbedingungen wurden mittels eines gepaarten t-test auf ihre Signifikanz hin
untersucht. Unterschiede der Messreihen wurden als statistisch signifikant angesehen, wenn
die Irrtumswahrscheinlichkeit der angewandten Signifikanzberechnung unter 5% lag. Fur den
Vergleich der angewandten Methoden wurden die Eyax und Esg (70) mit der Statistiksoftware
berechnet.
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3 Ergebnisse

3.1 Charakterisierung und Quantifizierung der Angiogenese in vitro

Neben dem regulatorischen Effekt auf den Tonus der glatten Muskulatur der Blutgefélie ist
das Endothel auch mal3geblich an der Neubildung von Blutgeféf3en, der Angiogenese,
beteiligt. Es wurde eine Methode zur Untersuchung der Angiogenese in isolierten

Aortenringen etabliert.

3.1.1 Bildaufbereitung mit AQuaL

Fur die Quantifizierung der Angiogenese in Bildern, die mit der digitalen Kamera eines
Mikroskops aufgenommen wurden, mangelte es vorhandener Software an den notwendigen
Funktionen. Aus diesem Grund wurde ein Computerprogramm fir die Bildverarbeitung und
Quantifizierung der Angiogenese (AQual (69)) unter Verwendung der Programmiersprache

Java entwickelt.

Bedingt durch die GrofRe der Aortenringpréparate und die erforderliche Auflésung fur die
addguate Darstellung der sich ausbildenden kapillaréhnlichen Strukturen, war es nicht
moglich, ein Praparat in einem Bild aufzunehmen. Um dennoch die Prdparate als Ganzes
auswerten zu koénnen, wurden jeweils mehrere Einzelbilder aufgenommen, aus denen dann,
mit Hilfe einer in AQuaL implementierten Funktion, ein Gesamtbild erstellt wurde. Das
Zusammensetzen verschiedener Bilder erfordert die Definition der Koordinaten gleicher
Strukturen in sich Uberlagernden Bildbereichen per Mausklick durch den Nutzer. Auf
Grundlage dieser Koordinaten wird die Verschiebung der Bilder zueinander (Abb. 13, A) wie
folgt berechnet:

T:V1_V2

Nach Definition gleicher Strukturen in weiteren Bildern (Abb. 13,B) wird deren

Verschiebung relativ zum ersten Bild wie folgt berechnet:

Tres = Z

n
=1

T;

Da die Selektion einer Struktur durch nur einen Mausklick nicht ihre genaue Position

wiedergibt und dieses zu Ungenauigkeiten bei der Uberlagerung der Bilder fiihrt, werden die
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Umgebungsbereiche der selektierten Strukturen miteinander verglichen. Das Programm
berechnet den euklidischen Abstand in einem Suchfeld von 31x31 Pixeln zwischen der
Struktur im Quéllbild und einem Zielfeld von 63x63 Pixeln um die Struktur im Zielbild. Der
niedrigste euklidische Abstand bestimmt, in welchem Bereich des Zielfeldes die selektierten
Bereiche die groRte Ahnlichkeit aufweisen. Der euklidische Abstand ist wie folgt definiert:

2
d(zs) = Z (Q(x,y) - Z(x+z,y+5))
(x,y)EN

z,s = Ursprung des Suchfeldes im Zielbild; x,y = Position im Suchfeld

Q = Grauwert im Quellbild; Z = Grauwert im Zielbild

T1 Bild 1
T Bild 1

V1 Bild 2 Tres Bild 2
V2 T2

v

Bild 3

A B

Abb. 13: Ermittlung der Trandation der Einzelbilder

A: Die Koordinaten (V1, V2) eines Punktes (X), der sich in zwei unterschiedlichen Bildern (Bild 1, Bild 2)
befindet, wird verwendet um die Verschiebung des Koordinatenursprungs des zweiten Bildes zu berechnen (T).
B: Die Trandationen der Einzelbilder werden genutzt, um die Verschiebung weiterer Bilder (Bild 3) relativ zum
Anfangsbild zu berechnen.

Dieses Vorgehen wird beispielhaft in der Abb. 14 dargestellt, wobei die weil3e Umrandung
der Einzelbilder nur der Illustration des Verfahrens dient. Die Funktion bietet die M6glichkeit

der schnellen Erstellung eines zusammengesetzten Bildes fur die nachfolgende

Quantifizierung.
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Abb. 14: Berechnung zusammengesetzter Bilder
Aus einer Serie von Einzelbildern (A) erstellt AQual. das Gesamthild (B). Die weissen Rechtecke (B) dienen in
diesem Falle nur der Illustration der Lage der Einzelbilder.

3.1.2 Quantifizierung der Angiogenese

Fur die Quantifizierung der Angiogenese war keine oder nur sehr kostspielige Software
vorhanden, welche die bendtigten Funktionen bereitstellt. Aus diesem Grund wurde eine
Bildauswertung in das Programm implementiert. Sie bietet die Moglichkeit der Bestimmung
der von kapillardhnlichen Strukturen Uberwachsenen Flache sowie die Langenmessung unter
Einbeziehung der Morphologie der kapillarahnlichen Strukturen.

3.1.2.1 Quantifizierung auf Basis der Flache

Das Bild des Aortenringes (Abb.14,B) zeigt die vom Aortenring ausgehenden
kapillarghnlichen Strukturen. Diese lassen sich durch ihre Kontrastunterschiede zu den
restlichen Bildinhaten in einem Prozess der Bildfilterung und Binérisierung isolieren.
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Zunéchst wird das Bild in ein Grauwertbild (Abb. 15, A) konvertiert. Um die
kapillardhnlichen Strukturen aufgrund der Kontrastunterschiede herauszufiltern, wird en
Unschérfefilter (Gaul3scher Weichzeichner; gaussian blur), dessen Eigenschaften eingestellt
werden konnen, auf das Bild angewandt. Anschlief3end wird das weichgezeichnete Bild
invertiert und der Mittelwert aus diesem und dem Grauwertbild berechnet und as
resultierendes Bild dargestellt (Abb. 15, B). Die dargestellten Histogramme (jeweils links
oben) zeigen die Veranderung der Bildinformation. Im Histogramm des ungefilterten Bildes
(Abb. 15, A) ist dessen Verteilung der Grauwerte zu erkennen. Nach der Filterung
(Abb. 15,B) ist der Hauptanteil des Bildes, berunend auf dessen geringen
Kontrastunterschieden, grau und stellt sich im Histogramm als Peak in dessen Mitte dar
(Abb. 15, B). Bereiche, in denen im ungefilterten Bild Kontrastunterschiede zu erkennen sind,
haben vom Mittelwert abweichende Grauwerte und représentieren die kapillardhnlichen
Strukturen, die isoliert werden missen. Dies geschieht durch die Definition eines oberen und
unteren Schwellenwertes (Abb. 15, C, D). Alle Pixel mit Grauwerten zwischen diesen
Schwellenwerten werden welild dargestellt und somit ausgeschlossen. Alle anderen Pixel
entstammen kontrastreichen Regionen und sind Teil der kapillaréhnlichen Strukturen, die
selektiert und schwarz dargestellt werden. Da AQualL sowohl Originalbild as auch
resultierendes Bild anzeigt, kann der Nutzer die Auswirkungen seiner Einstellungen direkt
erkennen. Abschlief3end wird das binérisierte Bild gespeichert und die Anzahl der schwarzen
Pixel, als Mal3 fur die Uberwachsene Flache, bestimmt und in einer Textdatei gespeichert.
Durch Kdlibration des Bildes auf die tatsachliche Grofe kann auch die tatséchliche Flache
bestimmt werden.

Mit dieser Bildfilterung ist es mdglich, die Uberwachsene Hache as Mald der
Angiogeneseaktivitdt in mikroskopischen Bildern schnell und reproduzierbar zu
guantifizieren.
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Abb. 15: Isolierung gefaRahnlicher Strukturen

Absolute Grauwertverteilungen sind in Histogrammen dargestellt (links oben im Bild). Ausgehend vom
Originalbild, das in ein Grauwertbild umgewandelt wurde (A), erfolgt die Filterung des Bildes (B). Durch die
Filterung wird ein Bild generiert, das Informationen Uber die Kontrastunterschiede im Ausgangsbild (A) enthéalt.
Anhand dieser Kontrastwechsel lassen sich kapillaréhnliche Strukturen nach Binérisierung des Bildes darstellen
(C, D). Es konnen entweder die Innen- (C) oder die AulRenbereiche der kapillaréhnlichen Strukturen (D)
selektiert werden.

3.1.2.2 Quantifizierung auf Basis der Lange

Die Flachenmessung hat den Vortell des geringen Zeitaufwandes, lasst aber keine Aussagen
Uber die Struktur der Kapillaren zu. Aus diesem Grund wurde als weitere Moglichkeit der
Quantifizierung eine Langenmessung entwickelt, bei der dem Verlauf der kapillardhnlichen
Strukturen durch Mausklicks gefolgt wird (Abb. 16). Um Verzwei gungspunkte innerhalb der
gewachsenen Struktur zu erfassen, kdnnen solche definiert werden. Hiermit kann sowohl die
Lange als auch die Anzahl der Verzweigungen bestimmt werden (Abb. 16). Die Ergebnisse
der Langenmessung (Abb. 16, Textfeld)) werden ebenfalls in Dateien gespeichert.

Durch die Erweiterung von AQualL um die Methode der Langenmessung sind Aussagen uber
das Verzweigungsmuster der kapillaréhnlichen Strukturen mdéglich, was aber einen deutlich
erhohten Zeitaufwand beinhaltet.
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Abb. 16: Computergestiitzte L &ngenmessung

AQual ermdglicht die Langenmessung unter Berticksichtigung des Verlaufes und des Verzwei gungsmusters der
kapillarghnlichen Strukturen. Nach der Festlegung eines Startpunktes (rote Quadrate) lassen sich weitere Punkte
(gelbe Quadrate) einfligen. Endpunkte (griine Quadrate) markieren das Ende eines Messpfades. In diesem lassen
sich Verzweigungspunkte (blaue Quadrate) definieren, von denen ausgehend die Messung fortgesetzt werden
kann. Die Nummer der Messung, die Anzahl der Verzweigungen und die Gesamtlange werden im Textfeld
(rechts) dargestellt und gespeichert.

3.1.3 Vergleich der Flachen- und La&ngenmessung

Nachfolgend sollte untersucht werden, inwieweit die Daten der Flachen- und Langenmessung
korrelieren. Hierfir wurden Aortenringe von 5 Wildtypmausen angefertigt und die
Angiogenese mittels der Flachen- und Langenmessung an den Tagen 3 bis 4 quantifiziert.
Insgesamt wurden 157 Beobachtungen miteinander verglichen (Abb. 17, A,B). Die
Ergebnisse zeigen, dass die Flachenmessung und die Gesamtlange aller gemessenen
Strukturen signifikant korrelieren (Abb. 17, A; r=0,62). Ebenso korreliert die gemessene
Flache mit der relativen Lange der kapillardhnlichen (Abb. 17, B; r = 0,67).
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Abb. 17: Korrdation der Flachen- und L angenmessung

Vergleich der Flachenmessung mit der Messung der Gesamtlénge (A) und der relativen Lénge (B). Die Geraden
(A,B) représentieren die Geradengleichung (f(x)) der Regressionsberechnung.

Aufgrund der Korrelation der Flachen- und Langenmessung wurden die nachfolgenden
Untersuchungen der Angiogenese mit der Flachenmessung quantifiziert, bei der der

Zeitaufwand erheblich geringer ist.

3.1.4 Bestimmung der Kulturbedingungen

Fir die Induktion der Angiogenese ist das Vorhandensein von Wachstumsfaktoren notwendig.
In einer ersten Versuchsreihe sollten die Kulturbedingungen optimiert werden. Hierfr
wurden Aortenringe mit verschiedenen FGF- (basic fibroblast growth factor) und FCS-
(fetales Rinderserum Albumin) Konzentrationen inkubiert und die Angiogeneseaktivitét
untersucht.

Es wurden Aorten von 4 Wildtyptieren isoliert und die Angiogenese an den Tagen 3 bis 7
guantifiziert (Abb. 18). Die alleinige Verwendung von FCS (10% (v/v)) oder in Kombination
mit FGF in geringer Konzentration (1ng/mL) fihrte nicht zu ener signifikanten
Angiogeneseaktivitét. FGF in hoheren Konzentrationen (5 oder 10 ng/mL) in Verbindung mit
FCS (10% (v/v)) induzierten eine signifikant gesteigerte Angiogenese (Abb. 18). Aufgrund
der Ergebnisse wurden fur alle weiteren Versuche die Konzentrationen 5 oder 10 ng/mL FGF
und zusétzlich 10% (v/v) FCS verwendet.
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Abb. 18: Zeitlicher Verlauf der Angiogenese-Aktivitét.

Die Verwendung von FGF und FCS fihrte Uber einen Zeitraum von 3 bis 7 Tagen zu einer signifikanten
Steigerung der Angiogeneseaktivitdt. Quantifiziert wurde diese mit Hilfe der Flachenmessung.
P<0.05 gilt fur: $: vs. 0 FGF 0 FCS, *: vs. 0 FGF 10 FCS, #: vs. 1 FGF 10 FCS; Signifikanztest: ANOVA
korrigiert nach Bonferroni.

3.1.5 Charakterisierung der auswachsenden Zellen

Im Verlauf der Angiogenese wachsen und migrieren Endothelzellen in die sie umgebende
Matrix. Die Kernfarbung der Aortenringpraparate mit dem Fluoreszenzfarbstoff Hoechst
zeigt, dass das entstehende Netzwerk aus vielen aneinander gelagerten Zellen besteht
(Abb. 19).

Abb. 19: Kernfarbung der auswachsenden Zellen
Aus dem Aortenring herauswachsende Zellen wurden mit dem Kernfarbstoff Hoechst inkubiert. Abgebildet ist
eine Maximalprojektion eines Bildstapels der Kernférbung, die mit dem Transmissionsbild zusammengesetzt ist.

Zur ldentifikation von Endothelzellen wurden Immunmarkierungen gegen das endothel zell-
spezifische Protein von Willebrand Faktor durchgeftihrt. Diese zeigen, dass es sich bel den
auswachsenden Zellen hauptsachlich um Endothelzellen handelt (Abb. 20, A, B). Die
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Negativkontrolle ohne den primédren Antikorper zeigt, dass der sekundédre Antikorper nicht
unspezifisch bindet (Abb. 20, C, D). Somit handelt es sich bel auswachsenden Zellen um eine
Vielzahl aneinandergel agerter Endothelzellen.

C D

Abb. 20: Immunmarkierung der Endothelzellen

Die Transmissionsbilder (A, C) zeigen die Aortenringe und die auswachsenden Zellen. Die Immunmarkierung
des von Willebrand-Faktors zeigt, dass es sich bei den auswachsenden Zellen vor allem um Endothelzellen
handelt (B). Ohne den priméaren Antikérper zeigt sich keine Fluoreszenz auswachsender Zellen (D). Die
Fluoreszenzhilder stellen, im Gegensatz zu den Transmissionshilder nur einen begrenzten Bereich dar, weshalb
inihnen weniger Zellen zu erkennen sind.

3.2 Mediatoren der Angiogenese

In den nachfolgenden Untersuchungen sollte der Einfluss des Stickstoffmonoxids (NO) as
Signalmolekil und die Notwendigkeit direkter Zell-Zell-Verbindungen Uber Connexind0 bel
der Angiogenese untersucht werden.

3.2.1 Effekt von NO in der Angiogenese

Es wurde die Angiogenese von Aortenringen (3 Wildtyptiere, 6 Ringe) unter

Kontrollbedingungen und in Anwesenheit von L-Nitro-Arginin (L-NA, 300 umol/L)
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untersucht. Die Inhibition der NO-Synthase hatte keinen Einfluss auf die
Angiogeneseaktivitét (Abb. 21 A, B).
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Abb. 21: Phar makologische Inhibition der NO-Synthase

Die Inhibition der NO-Synthase mit L-Nitro-Arginin (L-NA, 300 umol/L) hatte keinen Einfluss auf die
Angiogeneseaktivitédt bei Inkubation mit 10% FCS und 5 ng/mL FGF (A) oder 10 ng/mL FGF (B).

Unter den zuvor gewahlten Bedingungen kann die Hemmung der NO-Synthase unzureichend
sein. Im Endothel wird NO hauptsachlich von der endothelialen NO-Synthase (eNOS)
gebildet. Aus diesem Grund wurde in einer weiteren Versuchsserie die Angiogeneseaktivitét
von Aortenringen aus Wildtyptieren (3 Tiere, 6 Ringe) mit der von eNOS-defizienten (3
Tiere, 5 Ringe) Aortenringen verglichen. In dieser Serie war die Angiogenese sowohl unter
den Bedingungen mit 5 ng/ml FGF und 10% FCS als auch 10 ng/ml FGF und 10% FCS in
den eNOS-defizienten Aortenringen an den Tagen 6 und 7 signifikant reduziert
(Abb.22 A, B). Dies zeigt, dass die endotheliale NO-Synthase fur die Angiogenese
erforderlich ist. Offensichtlich war die pharmakologische Inhibition der NO-Synthase in der
vorhergehenden V ersuchsserie nicht ausreichend.
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Abb. 22: Signifikant reduzierte Angiogenese bei eNOS-Defizienz

Im Vergleich zu den Aortenringen aus Wildtyptieren ist die Angiogenese in eNOS-defizienten Aortenringen
signifikant abgeschwécht bei 5ng/mL FGF (A) und 10 ng/mL FGF (B) in Anwesenheit von 10% FCS.
*: P<0.05 eNOS™ vs. Wildtyp

3.2.2 Connexin40 bei der Angiogenese

Zell-Zell-Kopplungen vermittelt Gber kanalbildende Connexine sind an vielen zelluléren
Prozessen beteiligt. Um die Bedeutung des Connexind0 zu untersuchen, wurde die
Angiogenese in Wildtyp- (4 Tiere, 8 Ringe) mit der in Cx40-defizienten (4 Tiere, 8 Ringe)
Aortenringen verglichen.

Unter den Bedingungen mit 5ng/ml FGF war die Angiogenese in Connexind0-defizienten
Aortenringen nicht signifikant vermindert (Abb. 23, A). Im Gegensatz dazu war sie
signifikant reduziert in Anwesenheit von 10 ng/mL FGF (Abb. 23, B). Diese Daten deuten
darauf hin, dass direkte Zellkopplung Gber Connexind0 im Verlauf der Angiogenese relevant
ist.
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Abb. 23: Connexin40 ist relevant bel der Angiogenese

Connexind0-Defizienz fuhrt, verglichen mit dem Wildtyp, in Anwesenheit von 10% FCS bei einer FGF-
Konzentration von 5ng/mL (A) nicht zu einer signifikanten Abschwachung der Angiogeneseaktivitdt. Im
Gegensatz dazu ist die Angiogeneseaktivitét bei der Inkubation mit 10 ng/mL FGF (B) signifikant reduziert.
*: P<0.05 Cx40" vs. Wildtyp

3.3 Untersuchung der Gefalregulation

Der Kontraktionszustand der glatten Gefd3muskulatur und somit der Durchmesser der
Blutgefal3e wird durch Autakoide reguliert, die von den Zellen des Endothels sezerniert
werden. Diese sind Stickstoffmonoxid (NO), Prostazyklin (PGl;) und der endothelabhangige
hyperpolarisierende Faktor (EDHF). Das Endothel wird durch Agonisten, von denen
Acetylcholin (ACh) am Besten untersucht ist, zur Freisetzung der Autakoide stimuliert. Zur
Prufung der Dilatationsfahigkeit der Gefél3e wurde der endothelunabhéangige NO-Donor
Natrium-Nitroprussid (SNP) verwendet, der direkt auf den glatten Muskel wirkt. Die
Bedeutung der verschiedenen Autakoide und ihre Interaktionen wurden in Leitungsgeféi3en
(A. femoralis, A. mesenteriais) und kleinen Widerstandsgefal3en (A. gracilis) von Mausen
untersucht.

3.3.1 Methodische Entwicklung

3.3.1.1 Isometrische Untersuchung

Es wurde die Methode zur isometrischen Untersuchung der Geféle in einem
Drahtmyographen (Wire-Myograph 510A, DMT, Danemark) etabliert. Grundlage dieser
Methode ist die Messung der Kontraktionskraft, die ein isoliertes Blutgeféal? aufbringt, das auf

eine zuvor definierte Wandspannung vorgespannt wurde. Fir die Aufzeichnung dieser Kraft
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wurde eine Applikation (Abb. 24) in LabView (National Instruments, Texas) entwickelt, die
auf die Steuereinheit des Drahtmyographen zugreift und die gemessenen Kraftwerte ausliest.
Dabei erfolgen Aufzeichnung und grafische Darstellung der Werte mit einer zeitlichen
Auflésung von 2Hz simultan fir beide im Myographen enthaltene Messpldize. Die
gemessenen Werte speichert die Applikation in einer Textdatei. Zusédtzlich koénnen
Informationen Uber die Versuchsbedingungen eingegeben werden, die dann ebenfalls in der
Datei gespeichert werden.

Pl
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Abb. 24: Applikation zur Aufzeichnung der M esswerte und Protokollierung des Versuchsverlaufs
Eswurdein LabView eine Applikation entwickelt, die die gemessenen Kraftwerte sowie Informationen Uber den
Versuchsverlauf aufzeichnet, grafisch darstellt und in Textdateien abspeichert.

Nachfolgend ist eine Messung in einer A. gracilis dargestellt (Abb. 25). Ausgehend von der
Kraft des unstimulierten aber vorgespannten Gefél3es induziert die Gabe von Noradrenalin
(NA, 10° mol/L) eine Kontraktion, die als Kraftanstieg zu erkennen ist. Die kumulative
Stimulation des Geféfdes mit Acetylcholin (ACh) fuhrt zu einer Relaxation, wie an der
Abnahme der Kraft zu erkennen ist. FUr die Berechnung der prozentualen Relaxation wurde
die Zunahme der Spannung nach Applikation des Konstriktors als 100% angenommen. Dabei
handelt es sich bei allen gemessenen Werte um Mittelwerte eines 10 s Messintervalls. Die
Spannung, die 2min nach Applikation des Dilatators gemessen wurde, wurde fur die

Berechnung der prozentualen Relaxation verwendet. Die prozentuale Relaxation errechnet
sich wiefolgt:

. F,—F4
Relaxation [%] = 100 -

F, = Kraft nach Applikation des Konstriktors [mN]
F; = Kraft nach Applikation des Dilatators [mN]

K = Kraftdif ferenz vor und nach Applikation des Konstriktors [mN]
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Da zusdtzlich die Langen der untersuchten GefélRe gemessen wurden, kann die Kraft des

jeweiligen Gefal3es auch auf seine Lange normalisiert werden [mN/mm].

ACh
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Abb. 25 Messung in einer A. gracilisunter isometrischen Bedingungen
Auf die Applikation von Noradrenalin (NA: 10°) kontrahiert die A. gracilis. Dieses ist an der Kraftzunahme zu
erkennen. Die Applikation von Acetylcholin (ACh) in steigenden Konzentrationen fihrt zur Relaxation, die an

der Abnahme der Kraft zu erkennen ist. Als maximal mégliche Relaxation (100%) wurde der Bereich zwischen
den gestrichelten Linien verwendet, der der Noradrenalininduzierten Kraftzunahme entspricht.

3.3.1.2 Isobare Untersuchung

Als weitere Methode zur Untersuchung der Gefél3e unter isobaren Bedingungen wurde die
Druckmyographie etabliert. Bei dem verwendeten Druckmyographen (Abb. 26) handelt es
sich um einen Eigenbau, der in der universitétseigenen Werkstatt angefertigt wurde.
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Abb. 27: Isoliertes GefaR unter isobaren Bedingungen
Der Druckmyograph ermdglicht die Untersuchung
isolierter Gefal3e unter konstantem Druck.

A

Abb. 26: Druckmyogr aph fiir den Anbau an ein inver ses
Mikroskop

In der universititseigenen Werkstatt wurde ein

Druckmyograph hergestellt, der fir die Untersuchung an

einem inversen Mikroskop geeignet ist.

Unter isobaren Bedingungen wird der Durchmesser eines isolierten Gefal3es (Abb. 27) bei
konstantem transmuralem Druck aufgenommen. Zu diesem Zweck wurde an unserem Institut
eine Applikation in LabView (Nationa Instruments, Texas) entwickelt, die das Videosignal
der Kamera des Mikroskops erfasst und automatisch mit einer zeitlichen Aufldsung von 2 Hz
den Gefal3durchmesser ermittelt (Abb. 28).

Abb. 28: Programm zur M essung des GeféalRdur chmesser s

Das Signal der Kamera des Mikroskops wird dargestellt und der Geféldurchmesser automatisch bestimmt.
Zusammen mit Informationen Uber den Verlauf des Versuchs werden die Daten in einer Textdatel gespeichert.
Wahrend der Untersuchung wird die Anderung des Durchmessers (iber die Zeit (unteres Fenster) dargestellt.
Wie die Untersuchung einer A.gracilis zeigt (Abb. 29), induziert die Applikation von
Noradrenalin (NA: 10° mol/L) eine Kontraktion, die als Abnahme des Durchmessers zu
erkennen ist. Acetylcholin (ACh) fuhrt konzentrationsabhéngig zur Dilatation, die an der
Zunahme des Gefal3durchmessers zu erkennen ist. Am Ende des jeweiligen Versuchs wurde

das Gefald mit calciumfreier Losung inkubiert und der Maximaldurchmesser bestimmt. Fur
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die Berechnung der prozentualen Dilatation wurde der Durchmesser in einem Intervall von
10s vor Applikation der ersten Konzentration des Dilatators gemessen. Die Differenz
zwischen dem Ausgangs- und dem Maximaldurchmesser wurde als maxima mogliche
Durchmesserdnderung verwendet. Die Durchmesseranderung nach Applikation eines
Dilatators wird dann auf die maximal mogliche Anderung normalisiert und in Prozent
angegeben.

. . dgq — dg
Dilatation [%] = 100 - ————
dmax - dk

dy = Durchmesser nach Applikation des Dilatators [um]
d, = Durchmesser nach Applikation des Konstriktors [um]

Amax = Maximaldurchmesser [um]

Fuhrte die Applikation des Dilatators zu einer Kontraktion, wurde die Durchmesserénderung
bezogen auf den Durchmesser nach Applikation des Konstriktors berechnet. Unter der
Annahme, dass eine mogliche Kontraktion zum kompletten Verschluss des Gefdl3es fuhrt, ist
dieses Vorgehen analog zur Berechnung der prozentualen Dilatation. Es wurde wie folgt
berechnet.

dq — dy

Durchmesseranderung [%] = 100 - 7
k

dy = Durchmesser nach Applikation des Dilatators [um]

d, = Durchmesser nach Applikation des Konstriktors [um]
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Abb. 29: Untersuchung einer A. gracilisunter isobaren Bedingungen
An der Abnahme des Durchmessers ist zu erkennen, dass das Gefal3 nach der Applikation von Noradrenalin
(NA, 10°® mol/L) kontrahiert. Die Applikation von Acetylcholin (ACh) in aufsteigenden Konzentrationen fuihrt
zur Dilatation, die an der Zunahme des Durchmesser zu erkennen ist. Als maximal mdgliche Dilatation wurde

der Bereich zwischen den gestrichelten Linien verwendet. Der maximal mdgliche Durchmesser wurde am Ende
des Versuches durch Inkubation mit calciumfreier Losung ermittelt.

3.3.1.3 In vivo Untersuchung

Da die Untersuchung der A.gracilis in vivo mit Hilfe der konventioneller
Durchlichtmikroskopie nicht moglich ist, wurde eine Methode etabliert, bei der an Stelle eines
Durchlichtmikroskops ein Auflichtmikroskop verwendet wird (Abb. 30). An dieses ist eine
Kamera angeschlossen, Uber die Bilder mit Aqual aufgenommen wurden, in denen dann die
Durchmesser (Abb. 31) gemessen wurden.

Der Maximaldurchmesser der Gefdl3e wurde durch die gleichzeitige Applikation von SNP,
ACh und Adenosin (Endkonzentration jeweils 10* mol/L) am Ende des jeweiligen Versuches

bestimmt. Die prozentual e Dilatation wurde wie unter isobaren Bedingungen berechnet.
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Abb. 30: In vivo Unter suchung mittels Abb. 31: Bild der A. gracilisin vivo

Auflichtmikroskopie Gefélidurchmesser werden in Bildern gemessen, die mit
Mit Hilfe der Auflichtmikroskopie konnen Gefél}e, Hilfe der digitalen Kamera des Mikroskops und AQual
die der Durchlichtmikroskopie nicht zugénglich sind,  aufgezeichnet wurden.
in vivo untersucht werden.

3.3.2 NO und PGl in unterschiedlichen GefalRen

Die relative Bedeutung der endothelialen Autakoide wurde zunéchst orientierend in
verschiedenen Geféf3en unter isometrischen Bedingungen untersucht, indem nach Erhebung
von Kontrollwerten zunéachst die NO- und Prostaglandin-Synthese gehemmt und anschlief3end
EDHF charakterisiert wurde. Letzteres geschah in Anwesenheit einer Kaliumchloridldsung

(KCI, 50 mmol/L), die eine Hyperpolarisation nach Aktivierung von K*-Kanaen verhindert.

Es wurden zundchst Mesenterialgefél3e (A. mesenterialis; 206£33 um) von 5 Wildtypmausen
untersucht. Die Applikation von Noradrenain (NA: 10° mol/L) induzierte eine Kontraktion
und der endothelabhdngige Dilatator Acetylcholin (ACh, Abb. 32, A) relaxierte die Gefélle
konzentrationsabhangig. Nach Hemmung der NO-Synthase und der Cyclooxygenase mit L-
Nitro-Arginin (LN) und Indomethacin (Indo) war die ACh-vermittelte Relaxation in
vorkontrahierten Gefdlen nahezu aufgehoben. Nach Vorkontraktion der Gefdlle mit
Kaliumchlorid (50 mmol/L) war die verbliebene Relaxation komplett aufgehoben. Die
endothelunabhdngige Relaxation, induziert durch die Applikation des NO-Donors Natrium-
Nitroprussid (SNP, Abb. 32, B), war nach Inkubation mit LN/Indo im Vergleich zu den
Kontrollbedingungen nicht abgeschwécht. Nach Vorkontraktion mit Kaliumchlorid war die
NO-induzierte Relaxation zwar signifikant reduziert, es verblieb jedoch eine deutliche
Relaxation. Die Ergebnisse zeigen, dass NO und PGI, die Hauptmediatoren der ACh-
induzierten Dilatation der Mesenterialgefal3e sind. EDHF tragt dagegen nur zu einem
geringen Teil zu der endothelabhangigen Dilatation dieser Gefalie bei.
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Abb. 32: NO/PGI,-mediierte Dilatation in der A. mesenterialis

Die endothelabhéngige Relaxation (A) in der A. mesenterialis war nach Inhibition der NO-Synthase und der
Cyclooxygenase (LN/Indo) signifikant reduziert und aufgehoben unter depolarisierenden Bedingungen (+KCl).
Die endothelunabhangige Relaxation (B) war nach LN/Indo bei einer Konzentration von 10° mol/L SNP
signifikant erhéht. Depolarisierende Bedingungen fihrten zu einer geringen aber signifikanten Abschwachung.
*: P<0.05 LN/Indo vs. Kontrolle; #: P<0.05 LN/Indo+KCI vs. LN/Indo.

Tabelle 3: Gemessene Kraft der Mesenterialarterien

Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardfehler der Kraftmessung normalisiert auf die Geféaldlange vor und
nach Applikation des Konstriktors (Noradrenalin: NA 10° mol/L, KCI: 50 mmol/L) sowie nach Applikation des
Dilatators (ACh, SNP 10 mol/L). n=Anzahl der Beobachtungen.

vor NA/KCI nach NA/KCI nach ACh/SNP
Behandlung Agonist [MN/mm] n [MN/mm] [MN/mm] n
Kontrolle ACh 1.25+0.08 10 3.19+0.27 1.99+0.17 10
LN/Indo ACh 1.11+0.10 10 3.89+0.36 3.43+0.31 10
+KCl ACh 1.09+0.10 10 2.29+0.30 2.43+0.32 10
Kontrolle SNP 1.12+0.10 10 3.02+0.34 1.67+0.18 10
LN/Indo SNP 1.20+0.11 10 4.18+0.46 161+0.11 10
+KCl SNP 1.10+0.11 10 2.65+0.32 1.76+0.17 10

In der A. femoralis (7 Mause, 241+30 um, Abb. 33) fuhrte die Applikation von Noradrenalin
(NA: 10°mol/L) unter Kontrollbedingungen zur Kontraktion und ACh (Abb. 33, A)
induzierte eine konzentrationsabhéngige Dilatation. Diese war nach Hemmung der NO-
Synthase und der Cyclooxygenase (LN/Indo) signifikant reduziert. Nach Vorkontraktion der
Gefdlle mit Kaiumchloridlésung (50 mmol/L) war die verbliebene Dilatation nahezu
aufgehoben. Die endothelunabhéngige Dilatation (Abb. 33, B) unter Kontrollbedingungen
blieb in Anwesenheit von LN/Indo intakt, war aber signifikant abgeschwécht nach
Vorkontraktion mit KCI. Ebenso wie in der A.mesenterialis sind ACh-vermittelte
Dilatationen in der A. femoralis vor allem NO- und PGl,-mediiert. Des Weiteren bleibt die
endothelunabhéngige Dilatation von der Inkubation mit LN/Indo unbeei nflusst.
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Abb. 33: NO/PGI ,-mediierte Dilatation in isolierten Femoralarterien

ACh-induzierte Dilatationen (A) waren nach der Inkubation mit LN/Indo signifikant reduziert und nahezu
aufgehoben nach der Vorkontraktion mit Kaliumchlorid (50 mmol/L). Endothelunabhéngige Dilatationen
wurden durch die Inkubation mit LN/Indo nicht beeinflusst, waren aber unter depolarisierenden Bedingungen
(+KCl) signifikant reduziert (B).*: P<0.05 LN/Indo vs. Kontrolle; #: P<0.05 LN/Indo+KCl vs. LN/Indo

Tabelle 4: Gemessene Kraft der Aa. femorales

Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardfehler der Kraftmessung normalisiert auf die Gefaldlange vor und
nach Applikation des Konstriktors (Noradrenalin: NA 10° mol/L, KCI: 50 mmol/L) sowie nach Applikation des
Dilatators (ACh, SNP 10°® mol/L). n=Anzahl der Beobachtungen.

vor NA/KCI nach NA/KCI nach ACh/SNP
Behandlung Agonist [MN/mm] n [MN/mm] n [mMN/mm] n
Kontrolle ACh 1.33+0.08 14 2.60+0.42 14 1.60+0.12 14
LN/Indo ACh 1.20+0.08 14 1.68+0.10 14 1.53+0.08 14
+KCl ACh 1.31+0.05 10 4.88+£0.35 10 4.76£0.35 10
Kontrolle SNP 1.30+0.07 13 2.57+0.38 13 1.39+0.08 13
LN/Indo SNP 1.21+0.07 14 2.04+0.16 14 1.29+0.08 14
+KCl SNP 1.21+0.08 14 5.02+0.40 14 4.13+0.32 14

Weliterhin wurden kleine Arterien (A. gracilis, 12 Méause, 137428 um, Abb. 34) untersucht.
Die deutliche ACh-induzierte Dilatation (Abb. 34, A) unter Kontrollbedingungen war nach
Inkubation mit L-Nitro-Arginin (LN) und Indomethacin (Indo) signifikant abgeschwéacht und
wich nach Vorkontraktion mit Kaliumchlorid (KCI: 50 mmol/L) einer Kontraktion. Die
endothelunabhéngige Dilatation (SNP, Abb. 34, B) war nach Inkubation mit LN/Indo nicht
abgeschwéacht aber die Vorkontraktion mit Kaliumchlorid fuhrte zu einer signifikanten
Minderung der SNP-induzierten Dilatation. Somit beruht die endothelabhéngige Dilatation in
A. gracilis sowohl auf NO und PGl,, as auch auf EDHF.
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Abb. 34: EDHF-mediierte Dilatation in isolierten A. gracilis

Die Inkubation mit LN/Indo fuhrte zu einer signifikanten Abschwéachung der ACh-induzierten Dilatation (A).
Diese war unter depolarisierenden Bedingungen (+KCl) aufgehoben. Endothelunabhdngige Dilatationen (B)
wurden nicht durch die Inkubation mit LN/Indo abgeschwécht, waren aber bei hoher Kaliumchlorid-
Konzentration (+KCl) signifikant reduziert. *: P<0.05 LN/Indo vs. Kontrolle; #: P<0.05 KCl vs. LN/Indo

Tabelle 5: Gemessene Kraft der A. gracilis

Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardfehler der Kraftmessung normalisiert auf die Gefafldlange vor und
nach Applikation des Konstriktors (Noradrenalin: NA 10° mol/L, KCI: 50 mmol/L) sowie nach Applikation des
Dilatators (ACh, SNP 10°® mol/L). n=Anzahl der Beobachtungen.

vor NA/KCI nach NA/KCI nach ACh/SNP
Behandlung Agonist [mMN/mm] n [mMN/mm] n [MN/mm] n
Kontrolle ACh 0.49+0.03 15 1.17+0.10 15 0.69+0.07 15
LN/Indo ACh 0.33+0.04 16 1.18+0.11 16 0.82+0.08 16
+KCl ACh 0.24+0.07 13 1.13+0.18 13 1.30+0.22 13
Kontrolle SNP 0.38+0.04 13 1.01+0.09 13 0.55+0.07 13
LN/Indo SNP 0.31+0.06 14 1.33+0.16 14 0.41+0.08 14
+KCl SNP 0.35+0.13 12 1.33+0.21 12 0.97+0.20 12

Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse, dass in alen Gefél3en endothelvermittelte
Dilatationen unter isometrischen Bedingungen zu beobachten sind, die eine 60-80%
Dilatation induzieren kdnnen. Wahrend in Leitungsgefélien NO und PGI, im Vordergrund
stehen und der Antell des EDHF eher gering ist, beruht in kleinen Arterien ein relativ grof3erer
Anteil der Dilatation auf EDHF. Die Aktivierung von K*-Kanalen ist an der NO- und PGl -
unabhangigen (EDHF) Dilatation beteiligt, was durch die Sensitivité gegentber KCI gezeigt
wurde. Dieses lasst K*-Kanale somit als Aktivatoren oder Effektoren des EDHF in Betracht
kommen. Die globale Applikation von KCl lasst aber keine Aussage darlber zu, ob die
Kande im Endothel bel der Freisetzung des EDHF oder im glatten Muskel als Endstrecke des
EDHF fungieren.
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3.3.3 NO ist der Hauptmediator in Leitungsgefal3en

Da NO und PGI, as Mediatoren der endothelabhangigen Dilatation in Leitungsgefalien
dominieren, wurde zwischen diesen beiden Autakoiden differenziert. Hierzu wurden
Femoralarterien aus 6 Wildtypmausen (298+37 um, Abb. 35) isoliert und unter isometrischen
Bedingungen untersucht. Nach Erfassung der Kontrollwerte wurden die Gefél3e zunéachst mit
mit Indomethacin (Indo) und anschlief3end zusétzlich mit L-Nitro-Arginin (+LN) inkubiert.
Des Weiteren wurden die Gefél3e dieser Versuchsserie mit einer hoheren Noradrenalin-
Konzentration (NA:3-10°mol/L) vorkontrahiert, was zu starkeren Kontraktionskraften
fihrte. Bel der Untersuchung der endothelabhangigen Dilatation (ACh, Abb. 35, A)
kontrahierten die Gefdle nach Applikation von Noradrenalin  und relaxierten
konzentrationsabhéngig unter Kontrollbedingungen. Die Hemmung der Cyclooxygenase
(Indo) hatte keinen Einfluss auf die Relaxation. Nach zusétzlicher Hemmung der NO-
Synthase (+ LN) war die Dilatation nahezu aufgehoben. Die Anwesenheit von L-Nitro-
Arginin und Indomethacin (LN/Indo) hatte keinen Einfluss auf die endothelunabhangige
Relaxation (SNP, Abb. 35, B). Mit diesen Untersuchungen konnte NO as Hauptmediator
endothelabhéngiger Dilatationen in Leitungsgefalien (A. femoralis) identifiziert werden.
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Abb. 35: NO ist der Hauptmediator in Leitungsgefalien

In der A. femoralis waren die ACh-induzierten Dilatationen nach Inkubation mit Indomethacin (Indo) nicht
beeinflusst, aber nahezu aufgehoben nach zusétzlicher Inkubation mit L-Nitro-Arginin (LN/Indo). Die Hemmer
hatten keinen Einfluss auf endothelunabhangige Dilatationen (B). *: P<0.05 Indo vs. Kontrolle, #: P<0.05 +LN
vs. Indo.
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Tabelle 6: Gemessene Kraft der Aa. femorales

Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardfehler der Kraftmessung normalisiert auf die Geféldlange vor und
nach Applikation des Konstriktors (Noradrenalin: NA 3-10° mol/L) sowie nach Applikation des Dilatators
(ACh, SNP 10° mol/L). n=Anzahl der Beobachtungen.

vor NA nach NA nach ACh/SNP
Behandlung Agonist [mN/mm] n [mN/mm] n [mN/mm] n
Kontrolle ACh 2.07+0.10 11 8.65+0.69 11 4.75+0.45 11
Indo ACh 1.87+0.10 8 8.82+0.66 8 4.14+0.43 8
LN/Indo ACh 1.84+0.09 10 7.34+0.62 10 6.28+0.62 10
Kontrolle SNP 1.94+0.10 11 9.21+0.78 11 2.98+0.30 11
Indo SNP 2.01+0.08 8 9.79+0.63 8 2.84+0.17 8
LN/Indo SNP 1.90+0.11 11 7.71+0.48 11 2.37+0.14 11

3.3.4 Connexinexpression in der A. femoralis

Zur Untersuchung der Expression und der Lokalisation von Connexin4d0 wurde die
Immunohistochemie in isolierten Geféllen etabliert. Connexine bilden direkte
cytoplasmatische Verbindungen (gap junctions) zwischen Zellen. Nachfolgend wurde

untersucht, ob und wo Connexind0 in Leitungsgefal3en (A. femoralis) exprimiert war.

Die Ergebnisse zeigen, dass Connexind0 im Innenbereich der A. femoralis exprimiert wurde
(Abb. 36, C, D). Weiterhin lasst die Morphologie der markierten Strukturen darauf schlief3en,
dass das Connexind0 in Endothelzellen exprimiert wurde (Abb. 36, E, F). Unspezifische
Bindungen des sekundaren Antikorpers konnten ausgeschl ossen werden, da keine Fluoreszenz
in Praparaten erkennbar war, die ohne den primaren Antikorper markiert wurden
(Abb. 36, A, B). Die Immunhistochemie zeigt, dass Connexin40 in Leitungsgefalden vor allem

im Endothel exprimiert wird.
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Abb. 36: Immunmarkierung des Connexin40

An isolierten A. femoralis wurde die Immunhistochemie zum Nachweis des Connexind0 durchgefihrt. In der
Kontrolle ohne primédren Antikorper findet sich keine Fluoreszenz des sekundédren Antikorpers (A, B).
Markierungen mit dem priméren Antikorper zeigten Fluoreszenz hauptsdchlich im Innenbereich der Geféaide
(C, D). Das Muster der Farbung lasst auf Endothelzellen schlief3en (E, F). Kalibrationsbalken: 20 um.

3.3.5 NO-mediierte Dilatation und Connexine in Leitungsgeféalien

Der Nachweis des Connexind0 im Innenbereich der A.femoralis warf die Frage auf,
inwieweit es von funktioneller Relevanz bei endothelabhangigen Dilatationen ist. Zur Klérung
dieser Frage wurden Leitungsgefél3e (A. femoralis) aus 5 transgenen Connexind0-defizienten
(Cx40"', 210+£34 pm) und 5 Cx40-knockout-Cx45-knockin (Cx40K 145, 220+26 um) Mausen
untersucht (Abb. 37, Abb.38) und mit den zuvor erhobenen Daten der Wildtypgefalie
(Abb. 33) verglichen. Den Connexin40-defizienten Mausen fehlt Connexind0 wohingegen es
in Cx40K145-M&usen durch Connexind5 ersetzt ist.
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Unter Kontrollbedingungen induzierte Noradrenalin (NA; 10° mol/L) eine Kontraktion und
der endothelabhangige Dilatator Acetylcholin (ACh,Abb. 37 A) eine ausgepragte Relaxation.
Diese war nach Hemmung der NO- und PGI,- Synthese (Abb. 37, B) deutlich reduziert. Im
Vergleich zu Wildtypgeféaen war die endothelabhéngige Relaxation in beiden untersuchten
Genotypen unter Kontrollbedingungen nicht abgeschwécht sondern sogar starker. Auch in den

gentechnisch modifizierten Méusen war die Relaxation sensitiv gegentber LN/Indo
(Abb. 37, B).
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Abb. 37: Endothelabhéngige Dilatationen in Cx40-defizienten Femoralarterien

Unter Kontrollbedingungen induzierte ACh eine deutliche Relaxation in Cx40" und Cx40K145 GefaRen, die
ausgepragter war als in Wildtypgefalzen (A). Nach Hemmung der NO-Synthase und Cyclooxygenase war die
ACh-induzierte Relaxation deutlich reduziert (B). * #: P<0.05 vs. Wildtyp

Die endothelunabhéngige Dilatation (SNP, Abb. 38, A) blieb durch die Inhibitoren L-Nitro-

Arginin und Indomethacin (LN/Indo, Abb.38,B) in den untersuchten Genotypen
unbeeinflusst.
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Abb. 38: Endothelunabhéngige Dilatationen in Cx40-defizienten Femoralarterien
SNP induzierte unter Kontrollbedingungen konzentrationsabhangige Relaxationen, die in Cx40-/-, Cx40K145
und Wildtypgefélen vergleichbar waren (A) und auch durch LN/Indo nicht beeinflusst wurden (B).

Tabelle 7: Gemessene Kraft der Aa. femorales

Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardfehler der Kraftmessung normalisiert auf die Gefaldlange vor und
nach Applikation des Konstriktors (Noradrenalin: NA 10° mol/L, KCI: 50 mmol/L) sowie nach Applikation des
Dilatators (ACh, SNP 10° mol/L). n=Anzahl der Beobachtungen.

vor NA/KCI nach NA/KCI nach ACh/SNP
Behandlung Agonist Genotyp [mMN/mm] n [mMN/mm] n [MN/mm] n
Kontrolle ACh Cx40™ 1.32+0.06 9 1.85+0.12 9 1.35+0.06 9
Kontrolle ACh Cx40K145 1.12+0.07 10 2.27+0.28 10 1.27+0.07 10
LN/Indo ACh Cx40™ 1.18+0.05 7 1.73+0.20 7 157+0.15 7
LN/Indo ACh Cx40K145 0.87+0.06 10 1.72+0.23 10 1.50+0.15 10
+KCl ACh Cx40™ 1.06+0.08 10 3.85+0.50 10 3.74+049 10
+KCl ACh Cx40K145 0.82+0.08 10 4.45+0.54 10 4.26+0.57 10
Kontrolle SNP Cx40™ 1.26+0.05 8 1.66+0.07 8 1.32+0.05 8
Kontrolle SNP Cx40K145 0.90+0.06 10 1.71+0.18 10 1.06+0.05 10
LN/Indo SNP Cx40™ 1.23+0.12 4 2.38+0.69 4 1.20+0.03 4
LN/Indo SNP Cx40K 145 0.88+0.07 10 1.58+0.23 10 0.99+0.07 10
+KCl SNP Cx40™ 1.19+0.07 10 420£053 10 3.19+0.39 10
+KCl SNP Cx40K145 0.86+0.08 10 5.16+0.65 10 3.80+0.53 10

3.3.6 Ca**-abhangiger K*-Kanal (IK) bei der NO-mediierten Dilatationen

Die Rolle des Ca**-abhangigen K*-Kanals mittlerer Leitfahigkeit (1K) bei der
endothelabhéngigen NO-mediierten Dilatation wurde an isolierten Aa femoraes
(289+40 pm) aus 7 IK-defizienten Mausen (IK”) untersucht und mit den Relaxationen der
entsprechenden Wildtyptiere (Abb. 35) verglichen.



3. Ergebnisse -54 -

In den IK” GefaBen fiihrte die Applikation von ACh unter Kontrollbedingungen
konzentrationsabhangig zu einer deutlichen Relaxation (ACh, Abb. 39, A), die durch die
Hemmung der Cyclooxygenase (Indo, Abb. 39, B) nicht abgeschwécht wurde. Nach der
zusétzlichen Hemmung der NO-Synthase (LN/Indo) war die ACh-induzierte Dilatation
nahezu aufgehoben (Abb. 39, C). Somit ist NO der Hauptmediator der endothelabhéangigen
Dilatation sowohl in Wildtypgefaien as auch in IK-defizienten Gefél3en. Dies legt nahe, dass
die Ca®*-abhangigen Kaliumkanale mittlerer Leitfahigkeit (IK) fir die endotheliale NO-
Freisetzung nach ACh nicht relevant sind.
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Abb. 39: Endothelabhangige Relaxationen sind unabhéangig von IK-Kanalen in der A. femoralis

In der A.femoralis isoliet aus IK” Tieren induziete ACh unter Kontrollbedingungen eine
konzentrationsabhantrt;ige Relaxation (A), die nach der Hemmung der Cylcooxygenase intakt war (B). Die
Relaxationen der IK™ Gefal3e waren mit denen der Wildtygefél3e vergleichbar und sensitiv gegen LN.

Der endothelunabhangig wirkende NO-Donor SNP induzierte eine Relaxation in IK™
Gefélen, die durch die Inkubation mit den Hemmern Indomethacin (Indo) und

L-Nitro-Arginin (LN) nicht beeinflusst wurde (SNP, Abb. 40). Diese Relaxation war mit den
Relaxationen der Wildtypgefal3e vergleichbar (SNP, Abb. 35, B, S.49).
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Abb. 40: Endothelunabhangige Relaxationen in | K -defizienten Femor alarterien

In den IK-defizienten Gefél3en blieb die endothelunabhéngige Dilatation (SNP) nach Inkubation mit dem
Hemmer der Cyclooxygenase (Indo) sowie nach zusédtzlicher Hemung der NO-Synthase (LN/Indo)
unbeeinflusst.

Tabelle 8: Gemessene Kraft der A. femoralis

Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardfehler der Kraftmessung normalisiert auf die Gefaldlange vor und
nach Applikation des Konstriktors (Noradrenalin: NA 3-10° mol/L) sowie nach Applikation des Dilatators
(ACh, SNP 10° mol/L). n=Anzahl der Beobachtungen.

vor NA nach NA nach ACh/SNP
Behandlung Agonist [mN/mm] n [mN/mm] n [mN/mm] n
Kontrolle ACh 1.69+0.09 14 7.08+0.42 14 3.99+0.59 14
Indo ACh 1.45+0.16 8 6.17+0.61 8 3.47+0.71 8
LN/Indo ACh 1.53+0.11 14 6.27+0.42 14 5.60+0.40 14
Kontrolle SNP 1.60+0.11 14 7.39+£0.44 14 2.89+0.35 14
Indo SNP 1.51+0.19 8 7.21+0.51 8 2.58+0.37 8
LN/Indo SNP 1.56+0.10 14 7.26+£0.35 14 2.26+0.24 14

3.3.7 IKund SK bei der EDHF-vermittelten Dilatation kleiner Arterien

Die Aufhebung der EDHF-mediierten Relaxation unter depolarisierenden Bedingungen
(KCI 50 mmol/L) zeigte, dass diese auf einer Hyperpolarisation beruht (Abb. 34, S.48), liefd
aber keine Ruckschltisse zu, ob die Hyperpolarisation des Endothels erforderlich ist. Um zu
untersuchen, inwieweit die endotheliale Hyperpolarisation fur EDHF-vermittelte Dilatationen
erforderlich ist, wurde die Rolle Ca?*-abhangiger Kaliumkanale geringer (SK) und mittlerer
(IK) Leitfahigkeit untersucht, die von Endothelzellen exprimiert werden (71). Hierzu wurden
endothelabhéngige (ACh, Abb. 41) und —unabhangige Dilatationen (SNP, Abb. 42) in kleinen
Arterien (A. gracilis) aus 6 Wildtyp (102+13 pm) und 5 IK-defizienten (IK™"; 10525 pm)
Maéausen untersucht und miteinander verglichen. Als Blocker der SK-Kande wurde Apamin
verwendet und die GeféaRe mit Noradrenalin (NA) in einer Konzentration von 3-10°° mol/L
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vorkontrahiert. Die Werte der Vorkontraktion und der Relaxation sind in Tabelle 9 (S.58)
aufgefihrt.

Unter Kontrollbedingungen induzierte ACh in den IK” GefaRen eine Relaxation (Abb. 41,
A), die nach Hemmung der Cyclooxygenase und der NO-Synthase deutlich abgeschwacht war
(Abb. 41, B). Die zusétzliche Inkubation mit Apamin fihrte zur Aufhebung der Relaxation
und zur Kontraktion (Abb. 41, C). Verglichen mit Wildtypgefalien, war die Relaxation unter
Kontrollbedingungen vergleichbar (Wildtyp vs. IK™, Abb. 41, A) wohingegen die EDHF-
mediierte Relaxation, signifikant reduziet war (Wildtyp vs. IK”, Abb.41, B). In
Wildtypgefalien fihrte die Inkubation mit Apamin und LN/Indo zu einer signifikanten
Abschwéchung der EDHF-mediierten Relaxation (Abb. 41, D)

Die Abschwachung der EDHF-vermittelten Relaxation (LN/Indo) in IK”™ GefaRen zeigt die
Bedeutung dieser Ca*-abhangigen Kaliumkandle bei der EDHF-vermittelten Relaxation
(Abb. 41, B). Dass auch der SK-Kana hierbel eine Funktion hat, ist erkennbar an der
Abschwéchung der Relaxation nach dessen Hemmung mit Apamin sowohl in IK™” as auch in
Wildtypgefélden (Abb. 41, C, D).
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Abb. 41: IK und SK sind fir EDHF-Typ Dilatationen in kleinen Arterien erforderlich
In kleinen Arterien (A. gracilis) aus Wildtypmausen induzierte ACh unter Kontrollbedingungen eine
konzentrationsabhangige Relaxation (A). Eine vergleichbare Relaxation wurde auch in K" GefaRen induziert
(A). Wahrend die Relaxation in WildtypgefaRen nach Inkubation mit LN/Indo unbeeinflusst war, war siein K™
Gefalen signifikant reduziert (B). Nach zusitzlicher Hemmung des SK-Kanals (Apamin) kontrahierten 1K™

Gefale (C). Die Blockade der SK fiihrte in WildtypgeféRen zu einer signifikanten Abschwéchung der EDHF-
mediierten Dilatation (D).

Die endothelunabhangige Dilatation (SNP, Abb.42) wurde in IK” (Abb. 42, B) und
Wildtypgefalien (Abb. 42, A) nicht von den verwendeten Hemmstoffen L-Nitro-Arginin

(LN), Indomethacin (Indo) und Apamin beeinflusst.
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Abb. 42: Unveréanderte SNP-induzierte Dilatationen
In WildtypgefaBen (A) und IK” (B) GefaRen induzierte SNP konzentrationsabhangig nahezu maximale
Relaxationen, die von LN/Indo und Apamin unbeeinflusst blieben.

Tabelle 9: Gemessene Kraft der A. gracilis

Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardfehler der Kraftmessung normalisiert auf die Geféldlange vor und
nach Applikation des Konstriktors (Noradrenalin: NA 3-10° mol/L) sowie nach Applikation des Dilatators
(ACh, SNP 10° mol/L). n=Anzahl der Beobachtungen.

vor NA nach NA nach ACh/SNP
Behandlung Agonist Genotyp [mN/mm] n [mN/mm] n [mN/mm] n
Kontrolle ACh Wildtyp 0.36+0.08 6 1.34+0.13 6 0.67+0.09 6
Kontrolle ACh IK" 0.44+0.04 8 0.94+0.07 8 0.63+0.07 8
Kontrolle SNP Wildtyp 0.33+0.09 6 1.32+0.18 6 0.58+0.09 6
Kontrolle SNP IK" 0.36£0.06 8 0.90+0.11 8 043+0.05 8
LN/Indo ACh Wildtyp 0.42+0.07 6 1.38+0.18 6 0.63+0.08 6
LN/Indo ACh IK" 0.36£0.07 8 0.88+0.08 8 0.62+0.07 8
LN/Indo SNP Wildtyp 0.32+0.09 6 1.73+0.26 6 0.55+0.11 6
LN/Indo SNP IK" 0.37£0.07 8 1.28+0.17 8 048+0.06 8
+Apamin ACh Wildtyp 0.40+0.11 6 1.41+0.21 6 0.99+0.16 6
+Apamin ACh IK" 0.37£0.09 8 111013 8 151+024 8
+Apamin SNP Wildtyp 0.36+0.10 6 1.76+0.24 6 0.62+0.13 6
+Apamin SNP IK" 0.36£0.09 8 146017 8 0.49+0.08 8

3.3.7.1 NO/PGI; kdnnen die Funktion von IK und SK nicht ersetzen

Im Folgenden sollte untersucht werden, wie sich das Fehlen beider K*-Kandle, IK und SK,
auf NO/PGI,-mediierte Dilatationen auswirkt. Hierzu wurden A. gracilis (108+14 um) aus 5
IK”~ Mausen isometrisch untersucht (Abb. 43). Hierbei wurden die Gefale mit Noradrenalin
(NA: 3-10° mol/L) vorkontrahiert und UCL 1684 as Blocker der SK-Kanale verwendet.

Die unter Kontrollbedingungen beobachtete konzentrationsabhangige Relaxation auf ACh
war nach Inkubation mit UCL 1684 signifikant reduziert (Abb. 43, A) und nach zusétzlicher
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Inkubation mit LN/Indo aufgehoben (Abb. 43, B). Die NO-induzierte Relaxation (SNP,
Abb. 43, B) wurde durch die Blocker nicht abgeschwécht.

Die Ergebnisse zeigen, dass der Verlust von IK und die Hemmung des SK-Kanals schon zu
einer Abschwéchung der endothelvermittelten Relaxation fihren. Somit kann NO/PGI, die

Funktion dieser Kand e nicht komplett ersetzen.
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Abb. 43: Abschwachung nach IK und SK Blockade

In kleinen IK-defizienten Arterien induzierte ACh unter Kontrollbedingungen eine deutliche Relaxation (A).
Diese war nach Blockade der SK mit UCL1684 signifikant reduziert und aufgehoben nach zusétzlicher
Hemmung der NO-Synthase und der Cyclooxygenase (+ LN/Indo). Von diesen unterschiedlichen Bedingungen
wurde die endothelunabhéngige Relaxation nicht beeinflusst (B). *: P<0.05 UCL vs. Kontrolle; #: P<0.05
UCL+LN/Indo vs. LN/Indo

Tabelle 10: Gemessene Kraft der A. gracilis

Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardfehler der Kraftmessung normalisiert auf die Gefaldlange vor und
nach Applikation des Konstriktors (Noradrenalin: NA 3-10° mol/L) sowie nach Applikation des Dilatators
(ACh 10° mol/L, SNP 10” mol/L). n=Anzahl der Beobachtungen.

vor NA nach NA nach ACh/SNP
Behandlung Agonist [mN/mm] n [mN/mm] n [mN/mm] n
Kontrolle ACh 0.41+0.03 7 1.89+0.17 7 0.87+0.10 7
Kontrolle SNP 0.41+0.03 7 1.90+0.17 7 0.56+0.04 7
UCL ACh 0.38+0.04 7 1.28+0.18 7 0.86+0.13 7
uCL SNP 0.37+0.04 7 1.72+0.17 7 0.44+0.04 7
+LN/Indo ACh 0.39+0.04 7 1.34+0.14 7 1.32+0.14 7
+LN/Indo SNP 0.43+0.04 7 1.86+0.15 7 0.48+0.04 7

3.3.7.2 Gegenseitige Kompensation von EDHF (IK/SK) und NO/PGl,

Die nachfolgenden Experimente dienen der Klarung der Frage, inwieweit die endothelialen
Autakoide NO und PGI, auf der einen Seite und EDHF auf der anderen sich gegenseitig
ersetzen konnen. Als Blocker wurden UCL 1684 fur SK und TRAM34 fir IK verwendet.

Diese Versuchsreihe besteht aus zwei Gruppen, in denen jewells die unterschiedlichen
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Gruppen der endothelialen Autakoiden sukzessive gehemmt wurden. In der ersten Gruppe
(EDHF, Abb. 44, A) wurde zu Beginn LN/Indo appliziert, um nachfolgend die jeweilige
Relevanz des IK und SK an der EDHF-vermittelten Dilatation zu untersuchen. Die zweite
Gruppe (NO/PGI,, Abb. 44, B) wurde zu Beginn mit den Blockern der K¢, behandelt, um zu
untersuchen, inwieweit die NO/PGI,-mediierte Dilatation das Fehlen der K, kompensieren
kann. Alle Gefale wurden mit Noradrenalin (NA: 3-10° mol/L) vorkontrahiert.

In der ersten Gruppe (EDHF, Abb. 44, A) wurden kleine Arterien (A. gracilis) aus 7
Wildtyptieren (10516 um) untersucht. ACh induzierte eine konzentrationsabhangige
Relaxation unter Kontrollbedingungen, die nach Inkubation mit LN/Indo nicht reduziert war.
Die Inkubation mit UCL 1684 in Anwesenheit von LN/Indo fuhrte zur Abschwéchung der
Dilatation und die zusétzliche Inkubation mit TRAM34 fuhrte zur Aufhebung der Dilatation.
Diese Daten bestédtigen die zuvor gezeigte herausragende Bedeutung der IK und SK fir die
EDHF-vermittelte Dilatation (Abb. 41, S.57).

In der zweiten Gruppe (NO/PGI,, Abb. 44, B) wurden A.gracilis aus 9 Wildtyptieren
(110£16 um) untersucht. Die ACh-induzierte Dilatation unter Kontrollbedingung war nach
Inkubation mit UCL 1684 nicht vermindert. Die zusétzliche Inkubation mit TRAM34
schwéchte die Dilatation wenig, aber signifikant ab. Die zusétzliche Inkubation mit LN/Indo
hob die Dilatation auf. Diese Ergebnisse zeigen, dass NO und PGI, nicht das Fehlen des
EDHF kompensieren konnen (Abb. 44, B). EDHF hingegen kann das Fehlen von NO und
PGI, kompensieren (Abb. 44, A). Weiterhin zeigen sie, dass das aleinige Fehlen des SK nicht
zu einer Abschwéchung der Dilatation fuhrt.
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Abb. 44: Gegenseitige Kompensation der dilatatorischen Systeme
In WildtypgefalZen induzierte ACh eine konzentrationsabhéngige Relaxation (A, B). Diese war nach Inkubation
mit LN/Indo unbeeinflusst (A). Die verbliebene EDHF-mediierte Relaxation wurde durch Blockade der SK
(+UCL) bei einer ACh-Konzentration von 10" bis 10° mol/L abgeschwécht (A) und war nach zusétzlicher
Inhibition der IK (+TRAM34) nahezu aufgehoben (A). Wurden die Gefél3e anfangs mit einem SK-Blocker
(UCL) inkubiert, war die ACh-induzierte Relaxation unbeeinflusst (B). Die zusétzliche Blockade der 1K
(+TRAM34) reduzierte die Relaxation signifikant (B). Die verbliebene Relaxation beruhte nahezu vollsténdig
auf NO/PGI2 und war nach Hemmung der NO-Synthase und der Cyclooxygenase (+LN/Indo) nahezu
aufgehoben. A: *: P<0.05 +UCL vs. LN/Indo, # P<0.05 +TRAM34 vs. +UCL; B: *: P<0.05 +TRAM34 vs.
UCL, #: P<0.05 +LN/Indo vs. +TRAM34.
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In beiden Versuchsgruppen (EDHF, NO/PGI,) fuhrten die verwendeten Inhibitoren zu keiner
Abschwéchung der endothelunabhangigen Dilatation (SNP, Abb. 45).
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Abb. 45: Endothelunabhéngige Dilatationen
Die verwendeten sukzessive Inkubation mit den verschiedenen Hemmstoffen hatte keinen Einfluss auf die
endothelunabhéngigen Dilatationen (A, B).
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Tabelle 11: Gemessene Kraft der EDHF-Gruppe

Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardfehler der Kraftmessung normalisiert auf die Geféldlange vor und
nach Applikation des Konstriktors (Noradrenalin: NA 3-10° mol/L) sowie nach Applikation des Dilatators
(ACh 10° mol/L, SNP 10”° mol/L). n=Anzahl der Beobachtungen.

vor NA nach NA nach ACh/SNP
Behandlung Agonist [mN/mm] n [MN/mm] n [MN/mm] n
Kontrolle ACh 0.38+0.10 8 1.30+0.15 8 0.65+t0.10 8
Kontrolle SNP 0.36£0.10 8 118+021 8 0.38x0.11 8
LN/Indo ACh 0.35+£0.12 8 1.33+0.21 8 0.66+0.14 8
LN/Indo SNP 0.35+0.12 8 1.88+0.25 8 040+0.12 8
+UCL ACh 0.36+0.11 8 1.18+0.20 8 0.70+0.14 8
+UCL SNP 0.35+0.13 8 160£025 8 0.38+0.13 8
+UCL+TRAM34 ACh 0.36+0.12 8 1.07+0.20 8 0.94+0.17 8
+UCL+TRAM34 SNP 046x0.15 8 145+024 8 041+0.13 8

Tabelle 12: Gemessene Kraft der NO/PGI -Gruppe

Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardfehler der Kraftmessung normalisiert auf die Gefafldlange vor und
nach Applikation des Konstriktors (Noradrenalin: NA 3-10° mol/L) sowie nach Applikation des Dilatators
(ACh 10°® mol/L, SNP 10”° mol/L). n=Anzahl der Beobachtungen.

vor NA nach NA nach ACh/SNP
Behandlung Agonist [mN/mm] n [mN/mm] n [mN/mm] n
Kontrolle ACh 0.36+0.05 11 1.31+0.15 11 0.73+0.13 11
Kontrolle SNP 0.34+0.03 11 1.37+0.16 11 0.55+0.05 11
+UCL ACh 0.33+0.02 10 1.20+0.14 10 0.71+0.11 10
+UCL SNP 0.31+0.06 11 1.40+0.17 11 0.43+0.06 11
+Tram34 ACh 0.40+0.06 11 1.33+0.13 11 0.90+0.10 11
+Tram34 SNP 0.37+0.03 11 1.42+0.16 11 0.50+0.04 11
+LN/Indo ACh 0.47+0.06 10 1.17+0.16 10 1.09+0.14 10
+LN/Indo SNP 0.43+0.07 10 1.45+0.22 10 0.49+0.07 10

3.3.7.3 Zusammenfassender Vergleich: EDHF und NO/PGl;

Auf Grundlage der Daten der kleinen Arterien (A. gracilis) wurde mit Hilfe der nichtlinearen
Regression die maximale Geféldrelaxation (Emax) sowie die ACh-Konzentration, die die halb
maximale Geféldrel axation (EDsp) induziert, errechnet.

Unter Kontrollbedingungen induzierte ACh vergleichbare konzentrationsabhangige
Dilatationen in Wildtypgefaen, K™ und WildtypgefaRen nach pharmakologischer Blockade
des SK (Abb. 46, A). Dieses zeigt, dass das aleinige Fehlen des IK oder SK keinen Einfluss
auf die ACh-induzierte Dilatation bei intaktem NO/PGI,-System hat.

Nach Hemmung des NO/PGlI,-Systems war die Dilatation bei Verlust des IK abgeschwécht
(Abb. 41, B, vgl. Wildtyp vs. IK”). Vergleichbar abgeschwacht war die NO/PGI,-
unabhéngige (EDHF-mediierte) Dilatation in Wildtypgeféalen nach Blockade des SK mit
Apamin oder UCL 1684 (Abb. 46, B). Dies zeigt, dass das Fehlen des IK oder SK die EDHF-
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mediierte Dilatation gleichermal3en abschwacht. In Abwesenheit von NO/PGI, werden aso
beide Kanéle fur eine volle EDHF-Typ Dilatation benttigt.

Die kombinierte Hemmung des IK und SK belief3 in Wildtypgefélien eine NO/PGI-mediierte
Dilatation, die mit der NO/PGI,-mediierten Dilatation in IK” GefaRen vergleichbar war
(Abb. 46, C). Dieses zeigt, dass die pharmakologische Blockade des IK und die genetische

IK-Defizienz zu vergleichbaren Ergebnissen fuhrt.
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Abb. 46: Zusammenfassender Vergleich

ACh induzierte eine konzentrationsabhangige Relaxation in kleinen Arterien (A. gracilis) aus Wildtyptieren, die
durch Blockade des SK nicht abgeschwacht wurde. Eine vergleichbare Relaxation wurde in IK™ GefaRen
induziert (A). EDHF-mediierte Relaxationen waren in Wildtypgefélien nach Blockade des SK (Apamin, UCL)
vergleichbar mit EDHF-mediierten Relaxationen in 1K™ GefaBen (B). NO/PGI,-mediierte Relaxationen in
WildtypgefaBen nach Blockade des IK und SK (UCL+TRAMS34) waren mit denen der IK” GefaRe nach
Blockade des SK (UCL) vergleichbar. Dies zeigt die Konsistenz der in verschiedenen Versuchen erhobenen
Daten.

Die Eyax Und ECso-Werte der Regressionsrechnung sind in der nachfolgenden Tabelle
aufgefihrt.
Tabelle 13: EDsp und Ey o Werteder nichtlinearen Regression

Ergebnisse der nichtlinearen Regression der 1K™ und WildtypgefaRe bei den verschiedenen Behandlungen.
SEM=Standardfehler

Genotyp Behandlung EDso [mol/L] SEM Emal %] SEM siehe Abb.
Wildtyp Kontrolle 2.78e-08 1.10e-08 68.05 5.27 A
IK" Kontrolle 3.14e-08 1.29e-08 62.97 515 A
Wildtyp + UCL 5.30e-08 1.79e-08 56.59 4.06 A
Wildtyp LN/Indo+Apamin 2.21e-08 9.08e-09 40.24 3.16 B
IK" LN/Indo 4.58e-08 2.40e-08 38.75 4.24 B
Wildtyp LN/Indo+UCL 1.11e-08 5.54e-09 50.82 4.43 B
Wildtyp UCL+TRAM34 2.55e-08 7.35e-09 45.50 2.55 C

IK" UCL 2.53e-08 1.28e-08 44.65 4.39 C
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3.3.8 Connexin40-Expression in kleinen Arterien

Die zuvor durchgefiihrten Untersuchungen zeigten, dass Ca**-abhangige K *-Kanale mittlerer
(IK) und geringer (SK) Leitfahigkeit die Hauptmediatoren EDHF-vermittelter Dilatationen in
kleinen Arterien (A. gracilis) sind (Abb. 41, Abb. 43, Abb. 44, Abb. 46). Da die Aktivierung
des IK und SK eine endotheliale Hyperpolarisation zur Folge hat, die sich mdglicherweise
Uber direkte Zellverbindungen vom Endothel auf den glatten Muskel ausbreitet, wurde die
Immunmarkierung an Aa. graciles durchgefihrt, um die Expression von Connexind0 zu
untersuchen. Zu diesem Zweck wurden Methoden etabliert, die die Farbung solch kleiner
Gefélle ermoglichen.

In einer ersten Versuchsreihe wurde die Immunhistochemie an isolierten A. graciles aus
Wildtyptieren durchgefiihrt. Wahrend der Versuchsdurchfihrung befanden sich die Gefél3e in
kleinen Reaktionsgeféf3en, deren Bdden durch Mikrogitter ersetzt wurden, um den Verlust der
Gefélie zu verhindern. Connexind0 konnte mit dieser Methode im inneren Bereich der Gefélie
(Abb. 47, vgl. A, B) nachgewiesen werden. Als Kontrolle der Spezifitdt des sekundéren
Antikorpers wurde die Immunhistochemie ohne den primédren Antikorper durchgefihrt
(Abb. 47, vgl. C, A), in denen sich keine Fluoreszenz nachweisen lief3,

Abb. 47: Immunhistochemischer Nachweis des Connexin40 in kleinen Arterien (A. gracilis)

In den Hellfeldbildern (B, D) sind die isolierten Arterien zu erkennen. Die Immunhistochemie mit priméren
Antikdrpern gegen Connexind0 zeigt die Fluoreszenz im Innenbereich der Arterie (A). Negativkontrolle ohne
den priméren Antikorper dargestellt in Bild C. Mal3stabbalken: 20um.

Da die Immundetektion nicht Uber die gesamte Lange sondern nur im Bereich der
Schnittkanten erkennbar war, wurden die Gefél3e fur die nachfolgenden Immundetektionen

mit Glaskapillaren kaniliert. So waren die Gefd3e auch von innen fir die verwendeten
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Losungen besser zuganglich. Die Immunhistochemie zeigte Fluoreszenzsignale im inneren
Bereich der Gefdlie (Abb. 48, vgl. A, B). Um die Spezifitdt des Connexind40-Antikorpers zu
Uberprifen, wurde die Immunhistochemie mit dem Antikorper gegen Connexin40 an
Connexind40-defizienten Aa. graciles durchgefihrt, in denen keine Fluoreszenz detektiert
wurde (Abb. 48, C, D). Somit ist gezeigt, dass der primare Antikdrper in diesem Verfahren
spezifisch fur Connexind0 ist. Die Morphologie der markierten Strukturen lésst den Schluss

zu, dass es sich bei den markierten Zellen um Endothelzellen handelt.

Abb. 48: Nachweis des Connexin40 in kleinen Arterien mittels der Immunhistochemie

Die Markierung des Connexind0 mittels spezifischer Antikorper (A) lasst anhand der Lokalisation der
Fluoreszenzsignale (vgl. A und B) und der Morphologie der gefarbten Zellen auf eine Expression von Cx40 in
den Endothelzellen schlieffen. Fluoreszenzsignale fehlen in Cx40-defizienten GefélRen (C, D). Mal3stabbalken:
20um.

3.3.8.1 EDHF-mediierte Dilatationen in kleinen Arterien

Aufgrund des Nachweises der Expression von Connexind0 in der A. gracilis (Abb. 47,
Abb. 48) wurden endothel abhangige und —unabhéngige Dilatationen in Gefa3en aus Cx40™ (8
Tiere, 128+18 um) und Cx40KI145 (8 Tiere, 121+12 pum) Tieren untersucht und den zuvor
untersuchten Wildtypgefalzen (Abb. 34) gegentibergestelt.

Auch in dieser Versuchsreihe wurden die GefaRe mit Noradrenain (NA: 10° mol/L)

vorkontrahiert.
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Unter Kontrollbedingungen induzierte ACh in Cx40” und Cx40KI45 Gefallen eine
konzentrationsabhangige Relaxation (Abb. 49, A). Diese war in beiden untersuchten
Modellen der Connexind0-Defizienz nach Inkubation mit den Blockern der NO-Synthase und
Cyclooxygenase (LN/Indo) nahezu komplett aufgehoben (Abb. 49, B). Im Vergleich zu
WildtypgefaRen war die ACh-induzierte Relaxation in Cx40"" und Cx40K 145 bereits unter
Kontrollbedingungen signifikant reduziert (Abb. 49, A). Dies zeigt, dass Connexin40 fir die
EDHF-mediierte Dilatation in kleinen Arterien erforderlich ist. Des Weiteren konnen NO und
PGI, den Verlust der EDHF-mediierten Relaxation in Cx40” und Cx40K 145 GefaRen nicht

kompensieren.
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Abb. 49: Fehlende EDHF-mediierte Relaxation bei Connexin40-Defizienz

Bereits unter Kontrollbedingungen waren die endothelabhangigen Dilatationen in Cx40" und Cx40K145 im
Vergleich zu Wildtypgefalien signifikant reduziert (A) und nahezu aufgehoben nach Hemmung der NO-Synthase
und der Cyclooxygenase (B). *: P<0.05 vs. Wildtyp

In beiden untersuchten Genotypen induzierte der NO-Donor SNP unter Kontrollbedingungen
eine konzentrationsabhangige Relaxation (Abb. 50, A), die durch Hemmung der NO-Synthase
und Cyclooxygenase (LN/Indo) nicht abgeschwéacht wurde (Abb. 50, B). Im Vergleich zu
Wildtypgefallen war diese Dilatation nur in den Cx40K145 Gefél3en gering, aber signifikant

reduziert.
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Abb. 50: Endothelunabhéngige Dilatationen in Connexin40-defizienten Gefélien

In den untersuchten Genotypen induzierte SNP unter Kontrollbedingungen Relaxationen (A), die nach
Hemmung der NO-Synthase und Cyclooxygenase (B) nicht beeinflusst waren. SNP-induzierte Relaxationen der
Cx40K145 Gefalde waren, verglichen mit Relaxationen der Wildtypgefée, signifikant abgeschwécht.
*: P<0.05 vs. Wildtyp

Tabelle 14: Gemessene Kraft der A. gracilis

Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardfehler der Kraftmessung normalisiert auf die Gefaldlange vor und
nach Applikation des Konstriktors (Noradrenalin: NA 10° mol/L) sowie nach Applikation des Dilatators (ACh,
SNP 10° mol/L). n=Anzahl der Beobachtungen.

Kontraktion von

Behandlung Agonist Genotyp [mMN/mm] n  auf [mN/mm] n Dilatation auf [mN/mm] n
Kontrolle ACh Cx40™ 0.40+£0.05 12 0.62+0.06 12 0.53+£0.05 12
Kontrolle ACh Cx40K145 0.44+0.04 9 1.00+0.08 9 0.87+£0.07 9

LN/Indo ACh Cx40™ 0.13+0.04 9 0.46+0.07 9 0.44+0.07
LN/Indo ACh Cx40K145 0.34+0.07 9 0.83+0.08 9 0.77+0.08 9
Kontrolle SNP Cx40™ 0.21+0.04 11 0.47+0.04 11 0.30+£0.02 11
Kontrolle SNP Cx40K145 0.30+0.05 9 0.81+0.10 9 0.58+0.08 9
LN/Indo SNP Cx40™ 0.07+0.05 10 0.42+0.09 10 0.15+0.04 10
LN/Indo SNP Cx40K 145 0.30+0.08 9 0.84+0.11 9 0.50+0.09 9

3.3.9 Isobare Untersuchungen

Alle vorherigen Untersuchungen wurden in einem Drahtmyographen unter isometrischen
Bedingungen durchgefuihrt. Hierbei war Connexin40 fir die EDHF-mediierte Dilatation
notwendig (Abb. 49, B). Es wurde nun eine Methode etabliert, um Gefal3reaktionen auch
unter isobaren Bedingungen untersuchen zu konnen (3.3.1.2, S.41), um damit der invivo

Situation ndher zu kommen.

Nachfolgend wurden endothelabhangige (ACh) Dilatationen der A. gracilis aus 6 Wildtyp
Tieren (Abb. 51, A) mit denen von 6 Connexin40-defizienten (Cx40™, Abb. 51, B) GefaRen
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unter isobaren Bedingungen verglichen. Die Geféle wurden mit Noradrenalin (NA:
10°® mol/L) vorkontrahiert.

Unter Kontrollbedingungen induzierte der endothelabhéngige Dilatator ACh ene
konzentrationsabhangige Dilatation (ACh: 10°® mol/L: 84+8%), die auch nach Hemmung der
NO-Synthase und der Cyclooxygenase (LN/Indo) nicht abgeschwécht war (89+5%,
Abb. 51, A). Die ACh-induzierte Dilatation in Cx40"" (84+5%) Gefaen blieb ebenfalls nach
Inkubation mit LN/Indo intakt (76£12%, Abb. 51, B). Verglichen mit endothelabhangigen
Dilatationen in WildtypgefaRen, waren die endothelabhangigen Dilatationen in Cx40"
Geféllen unter diesen Bedingungen nicht abgeschwacht (Abb. 51 A, B). Sowohl in Wildtyp-
als auch in ConnexindO-defizienten GeféRen war die Dilatation unter depolarisierenden
Bedingungen komplett aufgehoben (+KCI, Wildtyp: -8+4%, Cx40-/-: -3.5+5%). Somit ist die
EDHF-mediierte Dilatation unter isobaren Bedingungen, im Gegensatz zu isometrischen
Bedingungen, unabhangig von Connexin40.
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Abb. 51: ACh-induzierte Dilatationen unter isobaren Bedingungen

In der A.gracilis aus Wildtyptieren induzierte ACh eine konzentrationsabhéngige Dilatation, die nach
Inkubation mit LN/Indo nicht abgeschwécht war (A). Eine vergleichbare Dilatation induzierte ACh in
Connexind0-defizienten Geféf3en unter Kontrollbedingungen und nach LN/Indo (B). Unter depolarisierenden
Bedingungen (+K Cl) waren die Dilatationen aufgehoben.

3.3.10 EDHF-mediierte Dilatation in vivo

Die gegensétzlichen Befunde unter isometrischen und isobaren Bedingungen fuhrten zu der
Frage, ob EDHF-vermittelte Dilatationen invivo Connexin40 erfordern. Daher wurde eine

Methode fur die Durchfihrung solcher Untersuchungen an der A. gracilis etabliert
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(3.3.1.3,S44). Die untersuchten GefaRe wurden mit Noradrenalin (NA: 10° mol/L)
vorkontrahiert.

Die A. gracilis von 3 Wildtypmausen wurden in vivo untersucht. Unter Kontrollbedingungen
induzierte ACh eine Dilatation (ACh: 10° mol/L, 62+27%), die nach Hemmung der NO-
Synthase und der Cyclooxygenase nicht reduziert war (88+7%, Abb.52, A). Die
endothelunabhangige Dilatation (SNP: 10° mol/L, 66%:z+9) wurde durch die Inkubation mit
LN/Indo nicht vermindert (76+10%, Abb. 52, B). Diese Ergebnisse zeigen, dass EDHF auch
der Hauptmediator der endothel abhéngigen Dilatationen in vivo ist.
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Abb. 52: In vivo Untersuchung der A. gracilis

Unter Kontrollbedingungen induzierte ACh eine nahezu maximal Dilatation (A). Diese war nach Inkubation mit
LN/Indo nicht abgeschwécht (A). Auch die SNP-induzierte Dilatation war nahezu maximal (B) und wurde durch
die Inkubation mit LN/Indo nicht beeinflusst (B).

Um die Beteiligung des Connexind0 an der EDHF-mediierten Dilatation in dieser Situation zu

untersuchen, wurden Gefale von 9 Cx40-defizienten Mausen untersucht (Abb. 53).

ACh induzierte eine deutliche Dilatation (78+5%) unter Kontrollbedingungen (Abb. 53, A).
Diese war auch nach Inkubation mit L-Nitro-Arginin und Indomethacin (LN/Indo, 72%z+4)
intakt und vergleichbar zu den Kontrollbedingungen (Abb. 53, A). Der Einfluss des
stromenden Blutes wurde untersucht, indem die Blutgefél3e stromabwérts von der
beobachteten Stelle abgebunden wurden, so dass der Druck im untersuchten Gefal3 erhalten
blieb, die Schubspannung aber fehlte. Auch unter diesen Bedingungen war die ACh-
vermittelte Dilatation unverandert (ACh: 78+8%, Abb. 53, A). Nach dem Offnen der Ligatur
blieb die ACh-induzierte Dilatation intakt (66%+14). Endothelunabhangige Dilatationen
wurden durch die unterschiedlichen Bedingungen nicht beeinflusst (SNP, Abb. 53, B). Somit
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ist EDHF auch invivo der Hauptmediator der endothelabhangigen Dilatation in kleinen

Arterien und die EDHF-mediierte Dilatation ist unabhéngig von Connexin40 und dem
stromenden Blut.
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Abb. 53: Die EDHF-mediierte Dilatation ist unabh&angig von Connexin40 und dem Blutfluss
In  Cx40-defizienten  A. gracilis induziete ACh  konzentrationsabhdngige Dilatationen  unter
Kontrollbedingungen, die nach Inkubation mit LN/Indo, dem Unterbinden des Blutflusses und dessen

Wiederherstellung nicht abgeschwacht wurden (A). Die verschiedenen Bedingungen hatten keinen Einfluss auf
die endothelunabhangige Dilatation (B).

3.4 Endotheliales Connexin40 ist relevant

Da Cx40 vor alem in Endothelzellen exprimiert wird, sollte mit den nachfolgenden
Versuchen untersucht werden, ob tats&chlich im Endothel exprimiertes Cx40 fur die

Aufrechterhaltung der EDHF-mediierten Dilatation unter isometrischen Bedingungen relevant
ist.

Hierzu wurden kleine Arterien (A. gracilis) aus Mausen isoliert, deren Connexin40-Gen von
Restriktionssequenzen der Cre-Rekombinase flankiert ist (floxed: flanked by lox sites,
Cx40"). In weiteren Tieren dieser Versuchsreihe wurde die Cre-Rekombinase unter der
Kontrolle des endothelzellspezifischen Promotors TIE2 exprimiert, so dass spezifisch in
Endothelzellen das Cx40 deletiert wird (Cx40": TIE2-Cre). Die Gefae wurden nach
Vorkontraktion mit Noradrendin (NA: 3-10° mol/L) unter isometrischen und isobaren

Bedingungen untersucht.
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3.4.1 Expression des Connexin40 im Endothel

Fir den Nachweis des Connexind0 in GefaRen der Kontrolltiere (Cx40") und dessen Fehlen
bei Cx40-Defizienz (Cx40": TIE2-Cre) wurden immunhistochemische Untersuchungen an
isolierten Aa. graciles durchgefuhrt. In der Kontrollgruppe (Abb. 54, A) wurde Connexin40
im Inneren der Gefdalle nachgewiesen (Abb. 54, B, C). Bei endothelialer Connexin40-
Defizienz (Cx40": TIE2-Cre, Abb. 54, D) hingegen war keine Farbung zellularer Membranen
erkennbar (Abb. 54, E, F). Dies zeigt, dass Connexind0 in Cx40" Gefalen exprimiert wird. In
Cx40": TIE2-Cre GefaRen hingegen wird Cx40 nicht exprimiert was zeigt, dass Cx40

hauptséchlich im Endothel exprimiert wird.

l

Abb. 54: Nachweis der Expression von Connexin40in Endothelzellen

In der A. gracilis isoliert aus Cx40" Tieren (A) lieB sich Connexind0 mit Hilfe der Immunhistochemie im
Inneren des Geféldes nachweisen (A, B, C). In Gefél3en aus Tieren mit einer endothelialen Connexin40-Defizienz
(Cx40": TIE2-Cre, D) war kein Connexin40 nachweisbar (E, F). Kalibrationsbalken: 20 um.

3.4.2 Endotheliales Connexin40 ist unter isometrischen Bedingungen
erforderlich

Isolierte  Aa graciles aus Cx40" (5Tiere, 111+16 um) und  Cx40": TIE2-Cre

(5 Tiere, 119+16 pum) Mausen wurden unter isometrischen Bedingungen untersucht.
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In Gefalen der Connexind0-exprimierenden Kontrollgruppe (Cx40") induzierte ACh eine
Relaxation, die nach Inkubation mit LN/Indo nicht abgeschwécht war (Abb. 55, A). In
endothel zel | spezifisch-Connexind0-defizienten GefaRen (Cx40": TIE2-Cre) induzierte ACh
eine konzentrationsabhangige Dilatation die nach Inkubation mit LN/Indo nahezu aufgehoben
war (Abb. 55, B). Dies zeigt, dass endotheliales Connexind0 fur die EDHF-mediierte
Dilatation unter isometrischen Bedingungen erforderlich ist.

A Cx40" B Cx40": TIE2-Cre
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40 1
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Abb. 55: Endotheliales Connexin40 ist fir die EDHF-mediierte Dilatation erforderlich

In ConnexindO-exprimierenden Kontrollgefalien war die EDHF-mediierte Dilatation vergleichbar mit der
Dilatation unter Kontrollbedingungen (A). In Geféen ohne endotheliales Connexind0 war die EDHF-mediierte
Dilatation nahezu aufgehoben, die NO/PGI,-mediierte Dilatation dagegen intakt (B).

Der endothelunabhdngige Dilatator SNP induzierte in beiden Genotypen ene
konzentrationsabhangige Dilatation, die nach Inkubation mit L-Nitro-Arginin und
Indomethacin unverandert war (Abb. 56, A, B).
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Abb. 56: Endothelunabhéngige Dilatationen

In Cx40" GefaRen (A. gracilis) induzierte SNP eine konzentrationsabhangige Dilatation, die nach Inkubation mit
LN/Indo nicht abgeschwacht war (A). SNP-induzierte Dilatationen in Cx40™: TIE2-Cre GefaRen waren unter
beiden Bedingungen nicht verschieden (B).

Tabelle 15: Gemessene Kraft der A. gracilis

Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardfehler der Kraftmessung normalisiert auf die Gefaldlange vor und
nach Applikation des Konstriktors (Noradrenalin: NA 3-10° mol/L) sowie nach Applikation des Dilatators
(ACh 10° mol/L, SNP 10°° mol/L). n=Anzahl der Beobachtungen.

vor NA nach NA nach ACh/SNP
Behandlung  Agonist  Genotyp [mMN/mm] n [mMN/mm] n [mMN/mm] n
Kontrolle ACh Cx40": TIE2-Cre 0.50+0.05 8 1.23+0.17 8 0.73+t0.05 8
Kontrolle ACh Ccx40" 0.45+0.03 6 133+0.13 6 0.69+0.07 6
Kontrolle SNP Cx40": TIE2-Cre 0.49+0.06 8 1.21+0.20 8 0.53+0.07 8
Kontrolle SNP Cx40" 0.47+0.03 6 1.44+0.17 6 052+0.04 6
LN/Indo ACh Cx40": TIE2-Cre 0.55+0.07 7 137024 7 123+0.22 7
LN/Indo ACh Ccx40" 0.45+0.06 6 153+021 6 0.74+0.06 6
LN/Indo SNP Cx40": TIE2-Cre 0.56+0.07 8 151+0.26 8 0.58+0.08 8
LN/Indo SNP Ccx40" 0.50+0.05 6 1.98+0.32 6 0.55+0.05 6

3.4.3 Isobare Bedingungen erfordern kein endotheliales Connexin40

In einer letzten Serie wurden nun kleine Arterien (A. gracilis) dieser Genotypen unter
isobaren Bedingungen untersucht. In KontrollgefaBen (Cx40", 6 Tiere) induzierte der
endothelabhéngige Dilatator ACh eine nahezu maximale Dilatation (85x6%, Abb. 57, A)
unter Kontrollbedingungen. Diese Dilatation blieb nach Inkubation mit LN/Indo (96+1%)
unverandert (Abb. 57, A).
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ACh induzierte auch in GefaRen mit endothelialer Cx40-Defizienz (Cx40": TIE2-Cre, 6
Tiere) unter Kontrollbedingungen eine nahezu maximale Dilatation (87+£5%, Abb. 57, B), die
ebenso nach Inkubation mit LN/Indo erhalten blieb (88+4%, Abb. 57, B).

Diese Daten zeigen, dass die EDHF-mediierte Dilatation unter isobaren Bedingungen
unabhangig von der Cx40-Expression im Endothel ist.
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Abb. 57: EDHF-mediierte Dilatation ist unter isobaren Bedingungen unabhangig von endothelialem Connexin40
ACh induzierte eine nahezu maximale Dilatation in Geféf3en, in denen Connexin40 exprimiert wird (A). Diese
wurde durch LN/Indo nicht beeinflusst (A). In GeféRen mit endothelialer Connexind0-Defizienz induzierte ACh
eine konzentrationsabhangige Dilatation, die nahezu auch maximal war (B) und durch Inkubation mit LN/Indo
unbeeinflusst blieb (B).

In Cx" GefalRen induzierte der endothelunabhangige Dilatator SNP eine Dilatation, die nach
Inkubation mit LN/Indo nicht reduziert war (Abb.58, A). Auch be endothelider
Connexind0-Defizienz (Cx40": TIE2-Cre) dilatierten die Gefalke nach Applikation von SNP
(Abb. 58, B). Diese Dilatation wurde durch Inkubation mit LN/Indo nicht beeintréchtigt

(Abb. 58, B) und es fanden sich keine Unterschiede zwischen den Genotypen.
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Abb. 58: Endothelunabhéngige Dilatation in endothelzellspezifisch-Connexin40-defizienten Gefalen
SNP induzierte in Cx40" GefaRen eine Dilatation, die nach Inkubation mit LN/Indo nicht reduziert war (A).
Auch bel endothelialer Cx40-Defizienz war die SNP-induzierte Dilatation durch LN/Indo unbeeintréchtigt (B).

3.4.4 Zusammenfassung der verschiedenen Versuchsbedingungen

Es wurden mittels nichtlinearer Regression die Maximalwerte der ACh-induzierten
Dilatationen (Ewax) und die ACh-Konzentrationen, die eine halbmaximale Dilatation (ECsp)
induzieren, berechnet. Weiterhin wurden die Geféfdreaktionen unter isometrischen denen unter

isobaren Bedingungen gegeniibergestellt.

Die Ergebnisse zeigen, dass die Dilatation in Cx40" GefalRen unter Kontrollbedingungen unter
isometrischen im Vergleich zu isobaren Bedingungen reduziert war (Abb. 59, A). Auch bei
endothelialer Connexind0-Defizienz war die Dilatation unter isometrischen Bedingungen
reduziert (Abb. 59, B). Die EDHF-mediierte Dilatation (Inkubation mit LN/Indo) war in Cx"
unter isometrischen Bedingungen, verglichen mit den isobaren Bedingungen, reduziert
(Abb. 59, C). Bei endothelidler Cx40-Defizienz war die ACh-induzierte Dilatation unter
isometrischen Bedingungen nahezu aufgehoben, blieb aber komplett intakt unter isobaren
Bedingungen (Abb. 59, D). Dies zeigt, dass endotheliales Connexin40 unter isometrischen
Bedingungen bei der EDHF-mediierten Dilatation erforderlich ist, wohingegen diese
Dilatation unter isobaren Bedingungen Connexind0-unabhéngig ist.
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Abb. 59: Vergleich ACh-induzierter Dilatationen unter isobaren und isometrischen Bedingungen
In der A. gracilis aus Cx" Tieren induzierte ACh Dilatationen unter isobaren und isometrischen Bedingungen
(A). Verglichen mit isobaren Bedingungen war die Dilatation unter isometrischen Bedingungen schwécher (A).
Auch bei endothelialer Connexind0-Defizienz induzierte ACh eine deutliche Dilatation, die unter isobaren
Bedingungen stérker war (B). Auch nach Inkubation mit LN/Indo dilatierten Connexin40-exprimierende Geféalle
unter isometrischen Bedingungen (C). Wahrend Gefalie mit endothelialer Connexind0-Defizienz unter isobaren
Bedingungen eine unveranderte EDHF-mediierte Dilatation zeigten, war diese unter isometrischen Bedingungen

nahezu aufgehoben (D). *: P<0.05 isometrisch vs. isobar.
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Tabelle 1*6: Vergleich der ECsy und Ey 5 Werteder unterschiedlichen Versuchsbedingungen
P<0.05: " vs. Kontrolle (unbehandelt), & vs. Kontrolle (Wildtyp oder Cx40™), # vs. isometrische Bedingungen

Genotyp
Wildtyp
Wildtyp
Cx40"
Cx40™"
Cx40K 145
Cx40K145

Cx40"
Cx40"
Cx40"
Cx40"

. TIE2-Cre
: TIE2-Cre

Behandlung
Kontrolle
LN/Indo
Kontrolle
LN/Indo
Kontrolle
LN/Indo
Kontrolle
LN/Indo
Kontrolle
LN/Indo

Isometrisch
Emax ECso
[%] [nmol/L]
78+3 306
45+4 2149
4045% 27+16

93" 29+6
25+4% 2016
13+1°¢ 745
735 54+19
676 48+20
634 4314
17+3'¢ 15+13

Isobar

Ewmax
[%]
89+6
95+5"
85+5"
82+6"

89+5"
101+4"
91+6"
93+6"

ECso
[nmol/L]
55+16
47+12
23+7
33t12

16+5"

2645

29+9
44+15%

Invivo

Emax
(%]
99+18
100+8
94+6
8445

ECso
[nmol/L]
368+221
16751
28867
172+36"
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4 Diskussion

Das Kreidlaufsystem besitzt komplexe regulatorische Mechanismen, die seine Anpassung an
die Erfordernisse des Organismus ermoglichen. Diese Erfordernisse sind zum Einen die
Vaskularisierung des Gewebes wdahrend des Wachstums oder der Wundheilung
(Angiogenese) und zum Anderen die Regulation der lokalen Durchblutung fir die adaquate
Versorgung des durchbluteten Organs (Gefal3regulation). Bei diesen Anpassungen ist das
Endothel mal3geblich beteiligt.

4.1 Untersuchung der Angiogenese in vitro

Fur die Untersuchung der Angiogenese eignen sich am Besten in vivo Methoden. Im
Gegensatz zu in vitro Untersuchungen an Organkulturen, ermdglichen diese aber nicht die
Schaffung definierter Bedingungen. In unseren Untersuchungen stand die Aufkl&rung der
Betelligung des Connexind0 an der Angiogenese im Vordergrund. Zu diesem Zweck wurde
die Angiogenese in Wildtyp-, eNOS- und ConnexindO-defizienten Tieren im
Aortenringversuch  miteinander  verglichen. Ein  welterer Vortell des gewahiten
Versuchsmodells besteht darin, dass die verschiedenen Zelltypen der Blutgefél3e wahrend des
Versuchs erhaten bleiben und, im Gegensatz zu in vitro Zellkulturexperimenten, keine

Isolierung und Kultivierung von Endothel zellen erforderlich ist.

4.1.1 AQual

Viele der verfiigbaren Methoden zur Untersuchung der Angiogenese in vivo und in vitro (72-
74) erfordern die Quantifizierung anhand mikroskopischer Bilder. Aufgrund der Grof3e der zu
untersuchenden Praparate (75) missen diese oft in mehreren Einzelbildern erfasst werden, die
zu einem Gesamtbild zusammengestellt werden missen, um die Angiogenese quantifizieren
zu kénnen. Es gibt eine Reihe von Computerprogrammen denen aber bendtigte Funktionen
fehlen, die dann durch ein weiteres Programm bereitgestel It werden missen. Ferner bentétigen
einige der frei verfigbaren Programme die Installation kostenintensiver Software (76) oder
nutzen die Erweiterungen von Adobe (77) oder ImagePro (78). Daher wurde das Programm
AQualL (69) entwickelt. Dieses wurde in der kostenlos erhéltlichen Programmiersprache Java
(www.java.sun.com) implementiert, um die Portierbarkeit des Programms auf verschiedene
Betriebssysteme zu ermdglichen. Neben der Mdoglichkeit der Bildverarbeitung und
Quantifizierung bietet es zusammen mit dem kostenlosen Java Media Framework (JMF;

www.java.sun.com) die Moglichkeit der Bildaufnahme.
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Diese wurde in den durchgefihrten Aortenringversuchen genutzt um mehrere Bilder pro
Aortenring aufzunehmen. Aus diesen Einzelbilder musste dann ein Gesamtbild erstellt
werden. Ein als Bildregistrierung bekanntes Verfahren errechnet aus einem Referenzbild und
Objektbildern die bestmdgliche Ubereinstimmung und passt so die Objekthilder dem
Referenzbild an. MosaicJ (79), eine fur Imagel erhdtliche Erweiterung, nutzt diese Technik
fur die Erstellung zusammengesetzter Bilder, erfordert aber, ebenso wie die zuvor genannten
Programme, die visuelle Grobjustierung der Originabilder. Um den Zeitaufwand fur das
Zusammensetzen der Bilder zu minimieren, wurde in AQual eine Funktion integriert, welche
die Einzelbilder anhand von Strukturen zusammensetzt, deren Positionen vom Benutzer
bestimmt werden. Im Gegensatz zu den zuvor genannten Programmen beruht das
Zusammensetzen der Bilder lediglich auf der Definition der identischen Strukturen mittels
eines Mausklicks je Bild pro gewahltem Bildpaar. Da dieser Mausklick ungenau erfolgen
kann und die Lage der Struktur dadurch fehlerbehaftet sein kann, erfolgt die Feinjustierung
der Bilder automatisch durch Minimierung der euklidischen Distanz, einem Mali3 fur die
Ahnlichkeit der Farbwerte in einem definierten Bereich, unter Beriicksichtigung des Bereichs,
der die Struktur umgibt. Weiterhin erfolgt die abschlief3ende Generierung des Gesamtbildes
ohne jegliche Verdnderung der Originalbilder. Dieses kann dazu fuhren, dass die Grenzen der
Originalbilder in dem zusammengesetzten Bild noch erkennbar sind. Andere Algorithmen,
wie zum Beispiel die Registrierung der Bildinhalte anhand von Subpixeln, mit der durch
Interpolation der diskreten Pixelwerte die Auflosung erhoht wird, wirden eine Verbesserung
der Feinjustierung ermoglichen (80), erfordern aber ebenfalls Verdnderungen an den
Qudllbildern. In AQualL werden die, durch das Zusammensetzen der Bilder, frei bleibenden
Bereiche in dem Gesamtbild grau (Farbwert: 125) gefillt, um Kontrastunterschiede an den
Ubergangsstellen zu den Bildinhalten zu minimieren, die in der nachfolgenden Filterung zu
Artefakten fuhren wirden.
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Abb. 60 M osaicJ] Abb. 61 AQuaL
Vergleich der mit MosaicJ (links) und ImagelJ (rechts) zusammengesetzten Bilder.

4.1.2 Quantifizierung der Angiogeneseaktivitat

Fur die Quantifizierung der Angiogenese in digitalen Bildern wurden die Flachen- und
Langenmessung entwickelt.

Die automatisierte Flachenberechnung ist unabhangig vom Umranden der Prdparate mit
anschlief¥ender Ermittlung der umrundeten Flache (81). Somit werden die Nachteile dieses
Vorgehens, der hohe zeitliche Aufwand durch das von Hand durchzufiihrende Definieren der
Flache und die durch subjektives Empfinden des Auswertenden mogliche Fehlinterpretation
der Uberwachsenen Flache, umgangen.

Die FHachenmessung bietet allerdings keine Moéglichkeit Aussagen Uber die Qualitéat der
Angiogenese zu treffen. Dies erfordert die einzelne Langenmessung und Bestimmung der
Anzahl ihrer Verzweigungen. Durch Speicherung dieser Daten in einer Textdatei |&sst sich die
Angiogenese anhand dieser Informationen mit Hilfe vorhandener Statistiksoftware auswerten.
Die Nachteile dieser Art der Quantifizierung sind, dass es ab einer hohen Komplexitét des zu
untersuchenden Praparates nicht mehr moglich ist, dem Verlauf der Zellen sicher zu folgen
und dass der Zeitaufwand hoch ist. NeuronJ (82), eine Erweiterung fur ,ImageJ‘ bietet die
Maoglichkeit, auswachsenden Strukturen automatisch zu folgen, indem der Benutzer mit der
Maus der Struktur folgt. Vorteil dieser Erweiterung ist, dass sie automatisch die Mittellinie
der Struktur findet und dieser folgt. Ihr Nachteil besteht darin, dass es sich um einfache
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Langenmessung handelt, die nicht die Méoglichkeit der Definition etwaiger
Verzweigungspunkte bietet. Wir haben AQual fur die Quantifizierung der Angiogenese von
Aortenringen verwendet, das Programm ist aber bel vielen Anwendungen in der Biomedizin
verwendbar. So wird die Angiogenese zum Beispiel in Zellkulturen oft anhand der Lange und
der Zahl der Verzweigungspunkte quantifiziert (83). In der genannten Arbeit haben die
Autoren die Langen der entstandenen Tubuli gemessen und die Zahl der Verzweigungspunkte
manuel| bestimmt.

4.1.3 FGF-abhangige Angiogenese

Durch die Immunmarkierung wurde gezeigt, dass es sich bel den auswachsenden Zellen um
Endothelzellen handelt. Aortenringe, die aus Ratten isoliert werden, zeigen die hdchste
Angiogeneseaktivitédt nach 10 Tagen, wohingegen die Angiogenese der Mausaortenringe ab
dem Tag 8 stagniert (84). Aus diesem Grund wurde die Angiogeneseaktivitét Uber einen
Zeitraum von sieben Tagen untersucht. Zudem kann in Aortenringen aus Mausen die
Angiogenese in serumfreien Medien nicht induziert werden (85). Wie sich auch in unseren
Untersuchungen zeigt, kann die Angiogenese ohne bFGF nicht effektiv induziert werden. Mit
unseren Untersuchungen konnten wir bestétigen, dass bFGF die Angiogenese
konzentrationsabhangig induziert (85) und fur die Induktion der Angiogenese erforderlich ist.
Die aleinige Inkubation mit FCS in der verwendeten Konzentration kann die Angiogenese

nicht oder nur wenig induzieren.

NO ist neben der Wundheillung auch an der Angiogenese beteiligt (86,87). Um zu
untersuchen, ob sich das etablierte Modell fur die Untersuchung der Angiogenese eignet,
wurde die NO-Abhangigkeit der Angiogenese untersucht. In unseren Untersuchungen fihrte
die pharmakologische Inhibition der NO-Synthase nicht zu einer Verminderung der
Angiogeneseaktivitét. Dieses beruht vermutlich auf einer ungentigenden Inhibition der NO-
Synthase unter den gewdahlten Versuchsbedingungen, denn die Angiogenese in eNOS-
defizienten Aortenringen war signifikant vermindert. Zellkulturexperimente mit HUVECs und
CPAECs, die auf Fibringelen kultiviert wurden, zeigten, dass bFGF zu einer Steigerung der
eNOS-Expression und zu einer Steigerung der NO-Freisetzung fuhrt (88) und die
Angiogenese induziert wird. Interessanterweise lief3 sich die Angiogenese in deren
Zelkulturexperimenten mittels Inkubation mit L-NAME fir 48 Stunden signifikant
reduzieren. Dies liefd sich in unseren Experimenten mit dem Inhibitor der NO-Synthase L-NA
trotz Erneuerung des Mediums ale 24 Stunden nicht darstellen. Andere Autoren zeigten
allerdings die mogliche Inhibition der Angiogenese nach Applikation von NO-Donoren (89).
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Allerdings war die Hemmung der Angiogenese bei der Inkubation mit einem NO-Donor erst
bei ener Konzentration von 10mM SNAP (NO-Donor) zu beobachten. Durch die
Untersuchung der NO-Abhéngigkeit der Angiogenese wurde gezeigt, dass sich die etablierte

Methode fur die Untersuchung der Angiogenese eignet.

4.1.4 Abhangigkeit der Angiogenese von Connexin40

Fur Connexind3 ist bekannt, dass die Angiogeneseaktivitdt nach Behandlung mit
interferierender RNA (SSRNA) in Endothelzellen herabgesetzt wird (90). Waelterhin ist
Connexind3 fur die Neovaskularisierung im Uterus schwangerer Méuse erforderlich und sein
Fehlen fUhrt zu Fehlgeburten (91). Des weiteren flhrt sein Fehlen zu einer Dysregulation der
Vaskulogenese der Koronargefdl3e (92). Untersuchungen an Human Umbilical Vein
Endothelial Cells (HUVECSs) deuten darauf hin, dass Stickstoffmonoxid (NO), dessen
Bedeutung wahrend der Angiogenese im vorherigen Abschnitt dargestellt wurde, die
Ausbildung von Gap Junctions steigert (93). Wir haben die Rolle des Connexind0 in der
Angiogenese von Mausarterien untersucht und zeigen, dass die Angiogenese in Connexin40-
defizienten Aortenringen bel einer Konzentration von 5ng/mL FGF nicht signifikant
abgeschwécht ist, wohingegen die Inkubation mit 10 ng/mL FGF zu einer signifikanten
Abschwéchung der Angiogenese fuhrte. Es kann nicht abschlief3end geklart werden, worauf
die Abschwéchung der Angiogeneseaktivitét der Connexind0O-defizienten Aortenringe beruht.
Moglicherweise ist auch das Connexind3 an der Angiogenese betelligt. Dessen Ausbildung
von Gap Junctions wird durch bFGF reduziert (94). In bovinen mikrovaskuldren
Endothelzellen (BME) hingegen konnte gezeigt werden, dass bFGF zu einer Erhéhung aus
Connexin43 gebildeter Gap Junctions fuhrt (95).

4.2 Untersuchung der GefalRregulation

Um die Beteiligung des Endothels an der Durchblutungsregulation in Leitungsgefa3en und
kleinen Arterien in Méausen zu untersuchen, wurden invivo und invitro (Druck- und
Drahtmyographie) Methoden etabliert. Unter den invitro Bedingungen wurden die Gefélie
auf gleiche Druckverhdtnisse eingestellt, um die Ergebnisse miteinander vergleichen zu
kénnen. In den durchgefiihrten Untersuchungen wurde gezeigt, dass calciumabhangige
Kaliumkandle mittlerer und geringer Leitfahigkeit fiur EDHF-mediierte Dilatationen
erforderlich sind. Fir diese EDHF-mediierten Relaxation ist Connexin40 unter isometrischen
Bedingungen erforderlich, wohingegen es unter isobaren Bedingungen und invivo nicht
erforderlich ist. Diese differentielle Abhangigkeit lasst verschiedene EDHF-Mechanismen
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vermuten, von denen der Cx40-unabhéngige EDHF unter isometrischen Bedingungen

verloren geht.

4.2.1 Unterschiede bei in vitro GefalRuntersuchungen

Die Methoden fur die Untersuchung der Geféldregulation in vitro beruhen auf der Erfassung
unterschiedlicher Parameter, die Auskunft Uber den Tonus der glatten Muskulatur geben.
Wahrend im Drahtmyographen (96) die Wandspannung und deren Anderung bei
unveranderlichem Durchmesser (isometrisch) erfasst wird, wird im Druckmyographen die
Durchmesserdnderung bei  konstantem transmuralem Druck (isobar) erfasst. Dieses hat

entscheidende Auswirkungen auf die Wandspannung in den untersuchten Gefal3en.

Im Drahtmyographen (Abb. 9, S. 24) werden zwei Dréhte durch das Gefaldlumen geftihrt und
an Halterungen fixiert. Deren Abstand wird so eingestellt, dass die Wandspannung des
Gefdlles einem zuvor definierten Wert entspricht. Hierbei errechnet sich die normalisierte

Wandspannung nach folgender Formel:

ar =25
2%l

AF = F, — F,

F = gemessene Kraft [mN]

s = stimuliert, u = unstimuliert

[ = Gefalllange [mm]

Ausgehend von der Wandspannung des unstimulierten Gefal3es fuhrt die Applikation eines
Vasokonstriktors unter isometrischen Bedingungen zur Kontraktion, die als Zunahme der
Kraft erfasst wird und einer Zunahme der Wandspannung entspricht.

Im Druckmyographen gilt fur die Wandspannung das Gesetz von Laplace:

AT =P X Ar

mN
P = Druck [ 2]
mm

Ar = Radiusanderung[mm]|

Wird unter isobaren Bedingungen ein Vasokonstriktor appliziert, nimmt der Durchmesser des
Gefél3es ab. Dieses resultiert bei konstantem Druck in einer Abnahme der Wandspannung.
Die Induktion gleichen Gefél3verhaltens unter isobaren und isometrischen Bedingungen hat

also gegensétzliche Auswirkungen auf die Wandspannung. Diese kann Unterschiede der
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experimentellen Befunde erkléren und ist as grundsétzlicher Unterschied zwischen den
Methoden herauszustellen. In vivo gleicht die Anderung der Wandspannung der isobaren
Situation.

4.3 Immunhistochemischer Nachweis des Connexin40

Die Expression von Connexind0 in den Zellen des Endothels wurde bereits in verschiedenen
Spezies und Geféldtypen nachgewiesen: In Lungenarterien, Aorten (97) und
M esenterial gefal3en (98) aus Ratten, sowie in Mesenteria arterien aus Meerschweinchen (99),
in denen es en moglicher Weg fir die elektrotonische Ausbreitung von
Membranpotenzialdnderungen ist  (99). Im Bereich der Mikrozirkulation des
Cremastermuskels in Mausen wird Connexin40 ebenfalls im Endothel exprimiert und ist fir
fortgel eitete Gefalidilatationen von grof3er Bedeutung (100).

Der Genotyp, der in meiner Arbeit untersuchten transgenen Mause, wurde mit Hilfe der
Polymerasekettenreaktion Uberprift. Die Immundetektion des Connexin40 wurde sowohl an
Connexind0-defizienten (Cx40™), endothel zellspezifisch Connexin40-defizienten
(Cx40": TIE2-Cre)  und  Kontrolltieren ~ (C57/BL6,  Cx40")  durchgefihrt.
Immunhistochemische Untersuchungen, die ohne den primaren Antikorper durchgefihrt
wurden (A. femoralis: Abb. 36, A, S51, A. gracilis. Abb. 47, C, S.64), zeigen, dass der
fluoreszenzmarkierte sekundéare Antikorper nicht unspezifisch bindet. Weiterhin belegt der
Vergleich der Fluoreszenzbilder der Cx40" GefaRe mit denen der WildtypgefaRe (Abb. 48, A
vs. C, S.65), zusammen mit dem Nachweis der Cx40-Defizienz mittels der Genotypisierung,
die Spezifitdt des primdren Antikorpers. Verglichen mit Hellfeldbildern zeigen die
Fluoreszenzbilder eine deutliche Fluoreszenz im Innenbereich der Gefélle. Das Muster der
Fluoreszenz, die Ausrichtung entlang der Léangsrichtung sowie die Grole der markierten
Bereiche, Iasst darauf schlief3en, dass sich das Connexin40 im Bereich des Endothel s befindet.
Es lasst aber keine eindeutige Aussage dartiber zu, ob es sich bel dem immunhistochemisch
nachgewiesenem Connexin40 um endothelial- oder glattmuskul&r-exprimiertes Connexin40
handelt. Erst durch die Immunhistochemie der Cx40" und der Cx40": TIE2-Cre A. gracilis
wird gezeigt, dass vom Endothel exprimiertes Connexin40 fir das spezifische Muster der
Immundetektion erforderlich ist (Abb. 54, vgl. B, E, S.71). Mit diesen Untersuchungen konnte
somit gezeigt werden, dass Connexin40 im Endothel auch in Leitungsgeféalen und kleinen

Arterien aus Mausen exprimiert wird. Dagegen findet sich kein Connexind0 in den
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endothel zel | spezifisch-Connexind0-defizienten Tieren, was vermuten lasst, dass Connexin40
in der glatten Gefal3muskulatur nicht exprimiert wird.

4.4 Mediatoren endothelvermittelter Dilatationen

Bereits im Jahre 1980 zeigten Furchgott und Zawadzki an isolierten Kaninchenaorten die
aul%erordentliche Bedeutung des Endothels bei der Regulation des Kontraktionszustandes der
glatten Muskulatur (21). Sie zeigten, dass Préparate mit intaktem Endothel nach Applikation
von Acetylcholin (ACh) dilatierten und das diese Dilatationen nach Zerstérung des Endothels
ausblieben. Mittlerweile sind Stickstoffmonoxid (NO), Prostazyklin (PGly) und der
endothelabhéngige hyperpolarisierende Faktor (EDHF) as endothelidle Autakoide
identifiziert, deren Freisetzung auf einer Stimulation des Endothels beruht. Diese kann durch
Agonisten, die an Rezeptoren des Endothels binden, oder durch physikalische Kréfte
hervorgerufen sein. Der am Besten untersuchte Agonist ist Acetylcholin (ACh), der
standardméafdig fur die Untersuchung endothelabhangiger Dilatationen verwendet wird. ACh
bindet an muskarinische Acetylcholinrezeptoren der Klasse M3 (101), die bei Aktivierung
Uber die Bildung von Inositoltriphosphat zu einer Caciumfreisetzung aus dem
endoplasmatischen Retikulum fuhren. Mechanische Kréfte, die auf das Endothel wirken, sind
die durch das stromende Blut erzeugte Schubspannung und die durch den transmuraen Druck
ausgelibte Wandspannung. Die Relevanz der Autakoide fur die Regulation des Gefaltonus
unterscheidet sich in verschiedenen Gefal’gebieten. So dominieren NO und PGI, in grof3en
Leitungsgefa3en, wahrend EDHF in kleinen GefélRen an Bedeutung gewinnt (28). Auch die
Betellung von NO und PGl variiert zwischen verschiedene Spezies und Gefél3grofien. In
Mausaorten, deren NO-Signalkaskade unterbrochen wurde, ist beispielsweise die Dilatation
aufgehoben und somit NO der Hauptmediator (27,102).

4.4.1 Beteiligung der verschiedenen Autakoide

In einem ersten Schritt wurde die Relevanz der Autakoide an isolierten Arterien aus
unterschiedlichen Gefal3gebieten in einem Drahtmyographen (isometrisch) untersucht. Die
starke Abschwéchung ACh-induzierter Dilatationen nach pharmakologischer Hemmung der
NO-Synthase und der Cyclooxygenase zeigt, dass NO und PGI, die Hauptmediatoren
endothelabhéngiger Dilatationen in den grof3en Leitungsgefdlzen (A. mesenterialis, Abb. 32,
S.46, A.femordlis, Abb.33, S.47) sind. NO ist zumindest der Hauptmediator in der
A. femoralis, da dessen Hemmung die Dilatation aufhebt (Abb. 35, S.49). Im Gegensatz zu
Leitungsgefd3en ist der endothelabhangige hyperpolarisierende Faktor (EDHF) in kleinen
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Arterien (A. gracilis, Abb. 34, S.48) von grol3erer Bedeutung, wie es auch in anderen Gefél3en
gezeigt wurde (24). Es handelt sich tatséchlich um EDHF-mediierte Dilatationen, denn unter
depolarisierenden Bedingungen (50 mmol/L KCl) war die Dilatation aufgehoben. Unter
diesen Bedingungen wird eine auf K'-Kanal Aktivitd beruhende Hyperpolarisation
unterbunden. Moglicherweise hat EDHF in kleineren Gefdl3en eine gréf3ere Bedeutung, da
EDHF eventuell nicht gut diffundieren kann und dadurch nur insuffiziente
Hyperpolarisationen aller Muskelzellen zur Folge hat. Zusétzlich ist denkbar, dass eine vom
Endothel ausgehende Hyperpolarisation den gesamten glatten Muskel grofRer Gefél3e nicht
ausreichend hyperpolarisieren kann, da die Zellen des glatten Muskels nicht hinreichend

gekoppelt sind.

4.42 Connexine und Ca®-abhangigen K*-Kandle bei NO-mediierten

Dilatationen in Leitungsgefalien

NO-mediierte Dilatationen beruhen auf einer Aktivitdtssteigerung der endothelialen NO-
Synthase durch den Anstieg der intrazelluléren Calciumkonzentration. Des Weiteren fuhrt der
Anstieg der intrazellularen Calciumkonzentration der Endothelzellen zu einer Aktivierung
calciumabhangiger Kaliumkande (Kc,) mittlerer (IK) und geringer (SK) Leitfahigkeit, die zu
einer Hyperpolarisation des Endothels fuhren. Als eine weitere Gruppe der Kc, sind die
Kande hoher (BK) Leitfahigkeit zu nennen, die hauptsachlich in glatten Muskelzellen
exprimiert werden und deren Aktivitat durch NO moduliert wird (103). Moglicherweise sind
die NO-Freisetzung und die Aktivierung calciumabhangiger Kaliumkandle miteinander
verknipft. So wurde zum Beispiel an isolierten Mesenterialgefél3en aus Ratten gezeigt, dass
die Blockade calciumabhangiger Kaliumkande zu einer Reduktion der NO-mediierten
Dilatation fuhrt (104). In den von mir untersuchten Gefél3en war aber die NO-mediierte
Dilatation in A. femoralis aus IK-defizienten Mausen nicht abgeschwéacht (Abb. 39, S.54).
Nach Hemmung der Cyclooxygenase waren die ACh-induzierten Dilatationen im Vergleich
zu den Kontrollbedingungen und den Wildtypgefélen nicht abgeschwacht. Allerdings wurden
in diesen Versuchen SK nicht geblockt. Somit ist zumindest IK fir intakte NO-mediierte
Dilatationen entbehrlich.

Es konnte gezeigt werden, dass Connexind0 in Leitungsgefai3en (A. femoralis) exprimiert
(Abb. 36, S.51) wird. Da aufgrund der Sensitivitdt der Immunhistochemie nicht
auszuschlief3en ist, dass Connexind0 auch in der glatten Muskulatur exprimiert wird, wurden
endothelvermittelte Dilatationen in Connexin40-defizienten Leitungsgefélen untersucht. In
den Leitungsgefélen besteht die glatte Muskulatur aus mehreren Zellschichten und die
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homozelluldre Kopplung der Zellen der glatten Muskulatur Gber Connexin40 kann fur eine
effiziente NO-mediierte Dilatation erforderlich sein. In unserer Arbeitsgruppe wurde durch
Untersuchung fortgeleiteter GefdRantworten, die fur eine koordinierte und adaguate
Anpassung der Organperfusion erforderlich sind, in den Arteriolen der Mikrozirkulation des
Cremastermuskels von Mausen nachgewiesen, dass diese fortgeleiteten GefélRantworten bei
Connexind0-Defizienz (Cx40"') signifikant reduziert (64). Auf die hier untersuchte
A. femoralis aus Cx40” und Cx40K 145 Tieren hatte das Fehlen des Connexind0 sowie der
Austausch des Connexind0 gegen Connexind5 keinen abschwéchenden Effekt auf die
endothelabhéngigen Dilatationen unter Kontrollbedingungen (Abb. 37, S.52). Die Ergebnisse
der Untersuchung der endothelabhéngigen Relaxation in Cx40-Defizienten Gefél3en zeigen,
dass Connexin40 sowie die ersatzweise Expression von Connexind5 keinen abschwachenden
Einfluss auf die Relaxation der A. femoralis haben. Somit ist in Leitungsgefalien NO der
Hauptmediator der endothelabhangigen Dilatation. Dessen Freisetzung und Wirkung ist
unabhéngig von einer Zellkopplung tber ConnexindO.

4.4.3 IK und SK bei der EDHF-vermittelten Dilatation in kleinen Arterien

Der initidle Schritt EDHF-mediierter (NO- und PGI,-unabhangiger) Dilatationen ist die
Hyperpolarisation des Endothels. Diese wird induziert durch die Aktivierung
calciumabhangiger Kaliumkandle (Kcs), von denen zwei Subtypen, Kca geringer (SK) und
mittlerer (IK) Leitfahigkeit in Endothelzellen exprimiert werden. An Mesenterialgefél3en aus
Ratten wurde unter isometrischen Bedingungen nach Hemmung der NO-Synthase gezeigt,
dass die Hemmung der SK bel nicht vorkontrahierten Gefél3en die Hyperpolarisation der
glatten Muskulatur nach Applikation von ACh aufhebt, wohingegen die Hemmung der 1K
keinen Einfluss auf die Hyperpolarisation hat (105). Die Autoren zeigten weiterhin, dass die
Hyperpolarisation der glatten Muskulatur nach Vorkontraktion mit Phenylephrin nur nach
Hemmung beider Kandle, der IK und SK, aufgehoben wird (105). Somit variiert die
Bedeutung der IK und SK bei EDHF-mediierten Dilatationen (105,106). Die Beteiligung des
IK und SK an ACh-induzierten Relaxationen in vorkontrahierten kleinen Arterien
(A. gracilis) wurde unter isometrischen Bedingungen nachgewiesen (Abb. 41, S.57). Unter
Kontrollbedingungen war die Relaxation der IK-defizienten (IK”) und WildtypgefaRe
vergleichbar. Die Hemmung von NO und PGl fihrte in IK” GefaRen zu einer signifikant
abgeschwéchten EDHF-mediierten Relaxation wohingegen diese in Wildtypgefaien
unbeeinflusst blieb. Dieses belegt die Betelligung des IK bel der EDHF-mediierten Dilatation
und zeigt, dass die Hyperpolarisation des Endothels von grof3er Bedeutung fir die Initiierung
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dieses dilatatorischen Mechanismus ist. Das Fehlen der IK konnte nicht durch SK
kompensiert werden. Die Aufhebung der abgeschwéachten EDHF-mediierten Relaxation in
IK” nach zusdtzlicher Hemmung des SK zeigt, dass diese Kandle ebenfalls wichtige
Initiatormolekile sind und beide zusammen die komplette EDHF- Dilatation initiieren. In
Wildtypgefalien war die EDHF-mediierte Relaxation nach Hemmung des SK signifikant
abgeschwéacht. Somit kann das Fehlen des SK nicht vom IK kompensiert werden. Wéahrend
sich das Fehlen eines Subtyps der Kca (IK oder SK) somit direkt auf EDHF-mediierte
Relaxationen auswirkt, hat es keine Auswirkungen auf die Relaxation, wenn die NO- und
PGl -Freisetzung intakt ist, denn in unbehandelten Gefal3en hatte die Hemmung eines Kca-
Kanals keine abschwéchende Wirkung (Abb. 46, A, S.63). Innerhalb der EDHF-mediierten
Relaxation sind IK und SK gleichermal3en beteiligt, da die EDHF-Relaxation nach Hemmung
des IK oder des SK vergleichbar abgeschwacht war (Abb. 46, B, S.63). Die durchgefihrten
Untersuchungen zeigen somit, dass EDHF-mediierte Relaxationen in kleinen Arterien auf die
Aktivitdt calciumabhangiger Kaliumkande geringer (SK) und mittlerer (IK) Leitfahigkeit
angewiesen sind und das IK und SK zu gleichen Teilen beteiligt sind.

4.4.4 NO/PGI, und EDHF im Vergleich

Die Hemmung der NO-Synthase und der Cyclooxygenase verminderte die ACh-induzierte
Relaxation in kleinen Arterien aus Wildtypmausen (Abb. 41, B, S.57) nicht oder nur wenig
(Abb. 34, A, S48). Dies zeigt, dass EDHF einen sehr wirksamen dilatatorischen
Mechanismus darstellt. Umgekehrt ist die ACh-induzierte Relaxation nach Hemmung von
EDHF, untersucht in IK”~ GefaRen nach zusétzlicher Blockade der SK beziehungsweise in
Wildtypgefalien nach kombinierter pharmakologischer Blockade, abgeschwacht. Somit
kénnen NO und PGl das Fehlen des EDHF nicht vollstandig kompensieren (Abb. 43, S.59)
und EDHF ist in diesen Gefél3en als wirksamer und wichtiger zu betrachten als NO und PGl..
Die Gegenlberstellung der NO/PGI, und EDHF-mediierten Relaxationen in einer weiteren
Versuchsreihe im Wildtyp zeigt, dass die Hemmung von NO/PGI, keine Auswirkung auf die
endothelvermittelte Relaxation hat (Abb. 44, A, S.61) und unterstreicht damit weiter die
Bedeutung von EDHF.

Trotz der Notwendigkeit des SK bel EDHF-mediierten Relaxationen fuhrt seine Blockade bel
intaktem NO/PGI,-System nicht zu einer Abschwéchung der Relaxation (Abb. 46, A, S.63).
Erst die zusétzliche Blockade des IK (TRAM34) fuhrt zu einer signifikant abgeschwéchten
Relaxation. Somit kann der Verlust des SK bel intaktem NO/PGI,-System in Wildtypgefalien
kompensiert werden. Dass die verbliebene Relaxation tatséchlich auf NO/PGI, beruht, ist
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durch die Aufhebung der Dilatation nach zusétzlicher Hemmung der NO-Synthase und der
Cyclooxygenase belegt (Abb. 44, B, S.61). Auch das alleinige Fehlen des IK wird bei
intaktem NO/PGI,-System kompensiert (Abb. 41, A, S.57, Abb. 46, A, S.63).

Zusammengefasst zeigen die Untersuchungen der K¢, in der A. gracilis, dass die Hemmung
nur eines Kc, IK oder SK, vom jewells anderen zusammen mit NO kompensiert wird
(Abb. 46, A, S.63). Die Inhibition der NO-Synthase und der Cyclooxygenase werden bei
intakter EDHF-mediierter Dilatation kompensiert (Abb. 44, A, S.61). Im Gegensatz dazu
kénnen NO und PGI, das Fehlen der EDHF-mediierten Dilatation nicht kompensieren
(Abb. 44, B, S.61). AuRerdem hat der Verlust eines Kc, nach Hemmung von NO und PG,
eine Abschwéachung der EDHF-Relaxation zur Folge.

4.45 Connexin40 und EDHF-mediierte Dilatationen

Eine mogliche Erklarung, weshab die Relevanz des EDHF mit sinkendem Geféal3durchmesser
zunimmt, ist die Schichtdicke der glatten Muskulatur, die diunner wird, je kleiner der
Durchmesser der Gefél3e wird. Besteht eine direkte Kopplung des Endothels mit dem glatten
Muskel, kann sich, aufgrund der geringeren Kapazitdt einer dinnen Muskelschicht, eine
Hyperpolarisation, wie sie durch die IK und SK hervorgerufen wird, adéquat auf diese
ausbreiten. In Mesenterialgefé3en aus Ratten schwéchte die Inkubation der Geféale mit dem
Connexin-Blocker Carbenoxolone die EDHF-mediierte Relaxation unter isometrischen
Bedingungen signifikant ab, was darauf hindeutet, dass das Endothel und die glatte
Muskulatur elektrisch gekoppelt sind und sich die Hyperpolarisation des Endothels tiber diese
Verbindung auf die glatte Muskulatur ausbreitet (107). Einen weiteren Hinwels auf die
Ausbildung heterozellularer Kopplung geben Untersuchungen an Mesenterialgefé3en aus
Ratten unter isobaren Bedingungen, deren EDHF-mediierte Dilatation nach der Beladung von
Endothelzellen mit Connexin40-Antikorpern, aufgehoben war. Die Blockade von Connexin37
und Connexind3 hingegen blieb ohne Auswirkungen (50). Dadurch zeigten die Autoren, dass
EDHF-mediierte Dilatationen Connexind0 erfordern. Als weitere Mdaglichkeit der
spezifischen Blockade der Gap junctions werden sogenannte Gap Peptide verwendet, deren
Wirkung jedoch kontrovers diskutiert wird (108) und zum Beispiel in den zuvor genannten
M esenterial gefél3en aus Ratten keinen Einfluss auf die EDHF-mediierte Dilatation haben (50).
Unter isometrischen Bedingungen hingegen wurde an Mesenterialgefé3en aus Kaninchen
gezeigt, dass die Connexin-Blocker 18-alpha-Glycyrrhetinsaure, 18-beta- Glycyrrhetinsaure
und Carbenoxolone die EDHF-mediierte Relaxation abschwéachten (109). Da die aufgefihrten
pharmakologischen Blocker der Connexine Grundlage kontroverser Diskussionen sind,
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wurden von mir Connexind40-defiziente Gefédl3e untersucht und auf die Verwendung der

Blocker verzichtet.

4.4.5.1 EDHF erfordert Connexin40 unter isometrischen Bedingungen

In Connexin40-defizienten kleinen Arterien und in Gefal3en mit einem genetischen Austausch
des Connexind0 gegen Connexind5 war die endothelabhangige Dilatation bereits unter
Kontrollbedingungen, bei intaktem NO/PGI,-System, verglichen mit den Wildtypgefalien
signifikant reduziert (Abb. 49, A, S.66). Diese Dilatation beruhte vollstandig auf NO und
PGIl,, da sie nach Hemmung der NO-Synthase und der Cyclooxygenase aufgehoben war.
Somit fehlt in diesen Gefallen die EDHF-mediierte Dilatation. Im Gegensatz dazu zeigten
Wildtypgefale eine deutliche EDHF-mediierte Relaxation (Abb. 49, B, S.66). Dies zeigt, dass
die Relaxation der Cx40-defizienten Gefél3e auf der Freisetzung von NO/PGI, beruht und das
Connexind0 fur die EDHF-mediierte Relaxation unter isometrischen Bedingungen absolut
erforderlich ist. Vermutlich erfolgt die Ausbreitung der endothelialen Hyperpolarisation tber
heterozellulére Gap junctions in den glatten Muskel. Diese Gap Junctions bendtigen
Connexin40. Somit konnten, in Zusammenschau mit der oben beschriebenen Notwendigkeit
de IK und SK, EDHF-mediierte Relaxationen unter isometrischen Bedingungen auf einer
direkten Ausbreitung einer Hyperpolarisation des Endothels auf den glatten Muskel beruhen.
Connexin40-defiziente Mause haben einen ausgepragten Hypertonus (110) und es kann nicht
ausgeschlossen werden, dass das Fehlen der EDHF-mediierten Relaxation auf einer
Schadigung des Endothels durch den chronischen Bluthochdruck beruht. Des Weliteren ist
keine Aussagen dartiber mdglich, welche Connexine auf3erdem an dieser myoendothelialen
Kopplung beteiligt sind. Hierbei kdnnte es sich, wie an Cerebralarterien beobachtet wurde
(111), um Connexin37 handeln. In Zelkulturen wurde hingegen gezeigt, dass Connexin37
nicht an der Aushildung heterozellulérer Gap junctions beteiligt ist (112). Die Beteiligung

anderer Connexine ist somit weiter unklar.

Durch meine Untersuchung von Gefédl3en mit einer endothelzellspezifischen Connexin40-
Defizienz wird gezeigt, dass endotheliales Connexind0 fir die EDHF-mediierte Relaxation
unter isometrischen Bedingungen erforderlich ist (Abb. 55, S.72). Im Gegensatz zu Mausen
mit einer globalen Connexind0-Defizienz, entwickeln die Mause mit endothel zell spezifischer
Defizienz keinen Hypertonus (113). Der Hypertonus im global defizienten Tier ist bedingt
durch den Verlust von Connexin40 in Renin bildenden Zellen, denn eine zellspezifische

Ausschaltung von Connexind0 in diesen Zellen hat auch einen Hypertonus zur Folge. Somit
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kann der Hypertonus nicht ursachlich sein fir den Verlust der EDHF-mediierten Dilatation

unter isometrischen Bedingungen im Cx40" Tier.

4.45.2 Verschiedene Mechanismen EDHF-mediierter Dilatationen

Erstaunlicherweise sind die EDHF-mediierten Dilatationen unter isobaren Bedingungen
(Abb. 51, S.68) und in vivo (Abb. 52, S.69, Abb. 53, S.70, Abb. 57, S.74) unabhéngig von
Connexin40. Weiterhin hat die Stromung des Blutes in vivo keinen Einfluss auf die EDHF-
mediierte Dilatation. Dieses zeigt, dass unter diesen Bedingungen ein weiterer EDHF-
Mechanismus vorliegt, der unter isometrischen Bedingungen verloren geht. Dieser ,,isobare"
EDHF-Mechanismus ist auch potenter als der ,isometrische’ EDHF (vgl. Emax Abb. 59,
S.76). Die Grunde fur den Verlust des ,isobaren® EDHF kdnnen nicht abschlief3end geklart
werden. Es kann an den gegensitzlichen Anderungen der Wandspannung im Draht- und
Druckmyographen liegen. An Mesenteria gefal3en aus Ratten wurden bereits unterschiedliche
Effekte von Vasokonstriktoren unter isometrischen und isobaren Bedingungen gezeigt (114).
Interessanterweise sind die Verhdltnisse in vivo vergleichbar mit den isobaren Bedingungen
und unterstreichen die Relevanz eines EDHF, der unabhdngig von Connexin40 und
moglicherweise auch unabhangig von myoendothelialen Gap Junctions ist. Seine chemische

|dentitét bleibt zunachst weiter unklar.
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5 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurden Methoden etabliert, mit denen die Beteiligung des
Endothels an der Angiogenese und der Modulation des Tonus der glatten Muskulatur
untersucht werden kdnnen. Durch die Untersuchung der Angiogenese konnte gezeigt werden,
dass Stickstoffmonoxid und die Expression des Gap Junction Proteins Connexin40 fur die
Angiogenese, untersucht an isolierten und kultivierten Aortenringen von Mausen, fur die
Angiogenese von grofl3er Bedeutung sind. Fur die Auswertung dieser Versuche wurde ein
Programm, AQuaL, entwickelt, dass die Bilderfassung, -bearbeitung und Quantifizierung
ermdglicht. Dabel wurde das Programm in der Art gestaltet, dass es auch fir die in vivo

Untersuchung der Geféaldregul ation verwendet werden kann.

Fur die Untersuchung der Geféldregulation unter isobaren, isometrischen und invivo
Bedingungen wurden Methoden etabliert und Applikationen entwickelt, die es ermdglichen,
die gleichen Gefaldtypen unter verschiedenen Bedingungen miteinander zu vergleichen. NO-
(und PGI,-) mediierte Dilatationen dominieren in grof3en Leitungsgefaiden (A. mesenterialis,
A. femoralis), wohingegen EDHF der Hauptmediator der endothelvermittelten Dilatation in
kleinen Arterien (A. gracilis) ist. Es wurden verschiedene EDHF-Mechanismen aufgedeckt,
die abhangig sind von der verwendeten Untersuchungsmethode. Unter isometrischen
Bedingungen erfordern EDHF-mediierte Dilatationen die Expression von endothelialem
Connexind0, was eine heterozelluldre Ausbreitung einer Hyperpolarisation des Endothels
vermuten lasst. Calciumabhéngige Kaliumkande mittlerer (IK) und geringer (SK)
Leitfahigkeit, die hauptsachlich in Endothelzellen exprimiert werden, sind in EDHF-
mediierten Relaxationen erforderlich was nahelegt, dass unter diesen Bedingungen eine
glektrische  Ubertragung des  Membranpotenzials  tber ~ Connexin40-abhéngige
myoendotheliale Gap Junctions das Korrelat der EDHF-Dilatation bildet. Unter isobaren und
in vivo Bedingungen ist die EDHF-mediierte Dilatation dagegen unabhangig von Connexin40.
Somit gibt es einen weiteren EDHF-Mechanismus, der unter isobaren Bedingungen zu
beobachten ist, aber bel isometrischen Untersuchungen verloren geht. Da die
endothelabhéngigen Dilatationen unter isobaren und invivo Bedingungen ausgepragter sind
as unter isometrischen Bedingungen, ist dieser isobare EDHF-Mechanismus deutlich
effektiver als der Connexind0-abhéngige EDHF unter isometrischen Bedingungen. Die
Durchfihrung von Untersuchungen unter Verwendung verschiedener Methoden ist

erforderlich, um ale Mechanismen, die an der Gefal3regulation beteiligt sind, aufzuklaren.
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7 Anhang

7.1 Abkulrzungsverzeichnis

ACh
bFGF
BK
Cox
Cx
Cx40
Cx40™
Cx40K 145
DMEM
ESO
EDHF
EMax
eNOS
eNOS”
FCS
FGF
FGF-2
IK

IK™"
Indo
KCa

LN
LN/Indo
L-NA
NA

NE

NO
PBS
PGl,
PSS
SEM
SK
SKes
SNP
TIE2
UCL
VWF
Wit

Acetylcholin

Basic fibroblast growth factor

Kca grofier Leitféhigket
Cyclooxygenase

Connexin

Connexind0

Defizient fir Connexin40
Austausch des Connexind0 gegen Connexinds
Dulbecco’s Modified Eagle Medium
Konzentration, die eine halbmaximale GeféRantwort induziert
Endothelium derived hyperpolarising factor
Maximal e Geféf3antwort
Endotheliale NO-Synthase

Defizient fir eNOS

Fetales Rinderserum Albumin
Fibroblast growth factor

Basic fibroblast growth factor

Kce mittlerer Leitféhigkeit

Defizient fur IK

Indomethacin

Calcium-abhangiger Kalium-Kanal
L-Nitro-Arginin

L-Nitro-Arginin und Indomethacin
L-Nitro-Arginin

Noradrenalin

Noradrenain

Stickstoffmonoxid
Phosphatgepufferte Sal zl 6sung
Prostaglandin I,

Physiol ogische K ochsal z-L 6sung
Standardfehler

Kcs geringer Leitféhgikeit

Kca geringer Leitfahgikeit
Nitroprussid-Natrium (NO-Donor)
Endothel zel | spezifischer Promotor
UCL 1684

Von Willebrand Faktor

Wildtyp
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