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1 Einleitung

1.1 Historie von Plasmaexpandern

Als erstes klinisch verwendetes Kolloid zur intravasalen Volumenexpansion wurde wéahrend
des ersten Weltkrieges Acacia eingesetzt (Warren und Durieux, 1997). Acacia Gum, auch als
,Gummi Arabicum® bekannt, ist ein neutrales bis schwach saures komplexes Polysaccharid,
das aus dem Pflanzensaft von Acacia senegal oder verwandten Akazien-Arten gewonnen
wird, um als getrocknetes Exudat transportiert und weiterverwendet zu werden (Provisco AG,
2011). Dieses Kolloid wurde mit einfacher Salzldsung vermischt und intravenés verabreicht
(Went, 1928). Jedoch ist bekannt, dass Acacia sich nicht als geeignetes Mittel zur Schock-
therapie und Behandlung von Patienten mit Blutverlust durchsetzen konnte (Went, 1928). Es
folgten viele Kolloide wie z.B. Gelatine, Dextran und auch synthetische Polypeptide (Warren
und Durieux, 1997). Immer wieder wurden unerwiinschte Nebenwirkungen beobachtet, die
sich zum Beispiel in Form von anaphylaktischen Reaktionen oder Storungen der Koagulation
zeigten. Einige der Kolloide hatten keine ausreichende Verweildauer oder wurden erst nach
einem viel zu gro3en Zeitraum eliminiert und verblieben unbestimmt lange im Organismus
(Warren und Durieux, 1997). Ziel war es, die globulare Struktur des Albumins zu erreichen,
das als natirlicher Trager des kolloidosmotischen Druckes im Serum gilt (Sommermeyer,
2003).

1.2 Plasmaexpander — die verwendeten Studiensubstanzen

Die von uns verwendeten Studiensubstanzen sind die Plasmaexpander. HES (200/0,5),
Dextran und Gelatine in Form von Gelatinepolysuccinat. Diese Kolloide kdnnen auch als
Plasmaersatzstoffe bezeichnet werden; dabei werden Ldsungen aus natirlichen oder
synthetischen Kolloiden unterschieden und zum raschen Volumenersatz bei Hypovolamie
oder Blutverlust eingesetzt. Die in unserem Versuch genutzten Substanzen gehdren alle zu der
Gruppe der synthetischen Plasmaersatzstoffe und werden heute Uberwiegend benutzt. Der
Begriff der Plasmaexpander erklart sich anhand ihrer Wirkungsweise: ihre intravasale
Volumenwirkung ist grofRer als das eigentlich infundierte Volumen (Dung et al., 1999).
Dieses Phdnomen beruht auf dem hohen kolloidosmotischen Druck, der Flissigkeit aus dem



Interstitium in den intravasalen Raum zieht (Dung et al., 1999). Wichtige Parameter sind das
Molekulargewicht sowie die Verweildauer der Kolloide. Die Verweildauer hangt von der
Elimination und letztere von dem Molekulargewicht bzw. der MolekulgroRe, der
Konzentration der Losung und dem Verzweigungs- bzw. Substitutionsgrad ab. Nieder-
molekulare Loésungen werden schneller abgebaut als héhermolekulare; ahnlich vermehrt auch
ein héherer Substitutionsgrad die Verweildauer. Die von uns verwendeten Kolloide hatten ein
mittlere Molare Masse von 200.000 Dalton (Da) (HES), 64.000 bis 76.000 Da (Dextran) und
30.000 Da (Gelatinepolysuccinat). Die Verweildauer der einzelnen von uns verwendeten
Kolloide wird in der Literatur wie folgt angegeben HES: 3,5 bis 6 Stunden, Dextran: 4 bis 6
Stunden und Gelatine: 2 bis 4 Stunden. Gelatine wird mit 30.000 Da sehr schnell renal
ausgeschieden, weil die Nierenschwelle bei 50.000 Da liegt. Die heutigen Dextrane werden
auf Basis einer annahernd isotonen Elektrolytiésung hergestellt. Das im Versuch verwendete
weist einen leicht hyperonkotisch bis isoonkotischen Effekt auf. Die eingesetzte
Gelatineldsung zeigt isoonkotische Eigenschaften und einen isovolamischen Effekt. Auch bei
dem HES nutzen wir eine isotonische Elektrolyt-Konzentration (Adams, 2007; Schmitz,
1995).

Heutzutage liegt die Problematik nach wie vor darin, den idealen Plasmaersatzstoff fur die
intravasale Volumensubstitution auszuwahlen (Vincent, 2007; Bunn und Ashraf, 2008;
Salmon und Mythen, 1993). Dabei gilt es immer, den schmalen Grat einzuhalten zwischen der
optimalen intravaskularen Volumenauffillung und einer nicht erforderlichen Akkumulation
von Flissigkeit im interstitiellen bzw. intrazellularen Raum, der zu einer unerwinschten

Hypervolamie fuhren wirde (Prough und Kramer, 1994).

Ursprunglich wurden die synthetischen Plasmaexpander zur Behandlung verschiedener
hypovolamischer Zustande entwickelt, indem der kolloidosmotische Druck erhalten und das
Blutvolumen sowie die Herzflullung gesteigert wurden (Klotz und Kroemer, 1987). Dadurch
verbesserten sich das Herzminutenvolumen, die Durchblutung vitaler Organe und der
periphere Blutfluss (Klotz und Kroemer, 1987). Die Anwendungsbereiche wurden dariber
hinaus noch erweitert u.a. im Einsatz als antithrombotisches Agens. Die Erythrozyten-
aggregation wird verhindert, indem Dextran aufgrund seines Coating-Effektes die Gefal3-
intima und die Thrombozyten mit einer einmolekularen Schicht Gberzieht und so die
Aggregation minimiert, die Freisetzung von Thrombozytenfaktoren hemmt bzw. ihre viskose

Metamorphose beeintrachtigt. HES verhindert die kollageninduzierte Thrombozyten-



aggregation uber einen dextranéhnliche Coating-Effekt. Letztlich werden dadurch Faktor VI
und der von Willebrand Faktor inhibiert und die partielle Thromboplastinzeit erhéht. HES und
Dextran erhdhen die Blutungszeit und —tendenz (Adams, 2007; Schmitz, 1995).

Ein weiterer Anwendungsbereich ist die Leukozytapherese, bei der eine extrakorporale
Blutzirkulation eingeleitet wird. Das Blut wird von Lymphozyten, Granulozyten und
Monozyten gereinigt und dem Korper wieder zugefuhrt, dabei kann auch das Blutplasma vom
Blut separiert, und teilweise durch kolloidale Lésungen ersetzt werden, bevor die Ruck-
fuhrung in den Kdorperkreislauf erfolgt (Klingel, 2000). Bei extrakorporaler Blutzirkulation
kénnen die Kolloide als extrazellularer Zellschutz wirken, indem sich Gelatine beispielsweise
wegen ihrer elektrostatischen Ladung Erythrozyten aufgrund elektrostatischer Wechsel-
wirkungen beschichten und damit schon in niedriger Konzentration vor mechanischer
Belastung schitzen (Adams, 2007). Eine typische Indikation ist auch die Hamodilutions-
therapie, wobei eine Verdunnungskoagulopathie immer als unerwinschte Nebenwirkung
auftreten kann (Hulse und Yacobi, 1983; Mishler, 1984a; Schmitz, 1995).

1.2.1 HES

Thompson und Walton erwédhnten HES bereits 1963 als alternativen Plasmaersatzstoff
(Thompson und Walton, 1963). Hydroxyethylstarke wurde in den 70er Jahren in den
Vereinigten Staaten bedeutend weiterentwickelt und bis heute immer wieder verbessert; dabei
wurden v.a. das Molekulargewicht und der Substitutionsgrad herabgesetzt (Vincent, 2007).
Hydroxyethylstarke (HES) besteht aus hochverzweigten Starkemolekilen, dem Amylopektin
und dem Zucker Glucose. Im Jahre 1957 schlug Wiedersheim vor, Amylopektin als Rohstoff
fur die Herstellung von HES zu nutzen (Sommermeyer, 2003). Amylopektin ist eine
wachshaltige Starke, die aus Mais oder Hirse gewonnen wird (Dieterich et al., 1998; Warren
und Durieux, 1997). Die fertige HES &hnelt in ihrer Molekularstruktur der des nattrlichen
Speicherpolysaccharids Glycogen, das im menschlichen Organismus vorkommt. Diese
Ahnlichkeit ist der Grund dafur, dass bei HES im Unterschied zu den anderen

Plasmaexpandern nur sehr selten anaphylaktische Nebenwirkungen auftreten.



1.3 EDHF - Der vom Endothel stammende Hyperpolarisationsfaktor

Das Endothel besteht auf der luminalen Seite aller Gefal3e des vaskularen Systems aus einer
einfachen Zellschicht. Vor 1980 ging die Medizin davon aus, dass es lediglich als Barriere
zwischen Blut und Gewebe stand bzw. als antithrombotische Oberflache wirkte, um die
Aggregation von Blutbestandteilen zu verhindern. In den 80er Jahren konnte festgestellt
werden, dass das Endothel an der Regulation des kontraktilen Status der glatten
GefaBmuskulatur beteiligt ist. Letztere kann durch die Freisetzung unterschiedlicher Faktoren
von Seiten des Endothels entweder kontrahieren oder dilatieren (Bryan et al., 2005; Ge et al.,
2000). So ist beispielsweise der Sauerstoffpartialdruck in den meisten Gefalibetten wie z.B.
Leber, Herz oder Lunge einer der Hauptregulatoren der Gefal3weite, indem z.B. im Falle einer
Hypoxie vasorelaxierende Faktoren ausgeschittet werden wie z.B. NO, Prostazyklin oder
EDHF (Hellstrand et al., 1977; Smani et al., 2002; Wadsworth, 1994ai@ im koronaren
Kreislauf die Myozyten der Arterien in bezug auf ihre Kontraktilitat und Erregbarkeit
beeinflussen Uber einen veranderten ATP-Gehalt, der fur giekanale von Bedeutung ist
(Smani et al., 2002).

Aufgrund dieser Entdeckung ergaben sich neue Wege, in den Blutkreislauf einzugreifen und
somit u.a. auf den Blutfluss einwirken zu konnen (Bryan et al., 2005).

Der sogenannte vom Endothel stammende Relaxierungsfaktor (endothelium-derived relaxing
factor - EDRF) konnte als Stickstoffmonoxid (NO) identifiziert werdg@®n finding the
characteristics of NO and EDRF so similar, | had no hesitancy in proposing in the paper
which | delivered at the July, 1986, symposium that EDRF is NBfyan et al., 2005;
Furchgott, 1998). 1998 erhielt Furchgott den Nobelpreis fiur die Entdeckung des
Stickstoffmonoxids. Furchgott erwdhnte in seiner Nobelpreisrede, dass Ignarro unabhéngig
von ihm die gleiche Entdeckung an isolierten Lungenarterien von Rindern gemacht hatte.
Uber Ignarros VorstoR schreibt Furchgottinfortunately, the papers presented at that

symposium were delayed in publication until 1988."

Ein weiterer Mechanismus zur Dilatation wurde im Prostazyklin {P@&ikannt, das im
Arachidonséaure-Kreislauf synthetisiert und vom Endothel freigesetzt wird (Bryan et al., 2005;
Félétou und Vanhoutte, 2006; Kietzmann et al., 2002). Das Enzym Cyclooxygenase (COX)

produziert innerhalb dieses Arachidonsaure-Kreislaufs Endoperoxide, die von Prostazyklin
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Synthase in das beschriebene P@hgewandelt werden (Ge et al., 2000; Holzmann et al.,
1980) Selemidis und Cocks beobachteten, dass Endothelzellen, wurden sie z.B. durch
Agonisten oder physische Kréfte wie Scherkréafte, Blutfluss oder Pulsation stimuliert, NO
oder PGJ ausschutteten (Selemidis und Cocks, 2007), &gkt eine Vasodilatation mittels
Aktivierung der Adenylatzyklase und somit des zyklischen Adenosin-3’:5-Monophosphate-
Systems (CAMP) ein (Ge et al., 2000; Holzmann et al., 1980). Sorop et al. ergadnzten, dass die
Pulsation die Gefal3e im Endokard gegenuber Vasodilatatoren bei unveranderter Kalzium-
konzentration sensibilisierte und dartberhinaus auch zu einer Ausschittung eines

endothelialen hyperpolarisierenden Faktors fuhrte (2001).

Anfang der 90er Jahre ergaben sich Beweise, dass mindestens noch eine weitere Mdglichkeit
fur einen vom Endothel abhangigen Mechanismus in bezug auf die Hyperpolarisation der
glatten Gefallmuskulatur bestehen misste (Bauersachs et al., 1996; Félétou und Vanhoutte,
2006; Furchgott, 1989). Bei diesem Mechanismus lie3 sich die Hyperpolarisation durch
Kaliumkanalinhibitoren blocken (Félétou und Vanhoutte, 2006). Zu Beginn wurde dieser
Prozess EDHF genannt. Mitte der 90er Jahre war noch unklar, ob EDHF als ein fester
Bestandteil der von Agonisten induzierten Endothel-abhangigen Dilatation gilt oder nur dann
seine Wirkung entfaltet, wenn NO bzw. B@lcht physiologisch arbeiten (Bauersachs et al.,
1996) NO unterdrickt die Synthese und/oder die Freisetzung des EDHFs von den
Endothelzellen bzw. wird bei einer beeintrachtigten NO-Funktion vermehrt EDHF gebildet,
und beide erganzen sich, um die Gefal3weite zu beeinflussen (Bauersachs et al., 1996;
Fleming et al., 2001; Ge und He 1999). Auch heute schliel3en sich viele Autoren dieser
Theorie an. Dabei ist noch unklar, welcher Mechanismus dem EDHF en detail zu Grunde
liegt. Mittlerweile ist bekannt, dass hinter dem Akronym EDHF nicht nur ein Stoff bzw.
Mechanismus steht sondern verschiedene Wege existieren miussen (Félétou und Vanhoultte,
2006).

Per definitionem muissen laut Bryan et al. folgende Kriterien erflllt sein, damit ein

Mechanismus als EDHF bezeichnet werden kann (2005):
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Es handelt sich um einen dilatativen Prozess, bei dem
* Das Endothel miteinbezogen wird;
» Der Stoff von NO bzw. COX-Metaboliten abgrenzbar ist;
» Die Dilatation durch eine Hyperpolarisation der glatten Gefaldmuskulatur stattfin-
det;
» Kaliumkanéle aktiviert werden, die haufig Kalzium-abhéngig sind (Bryan et al.,
2005; Zhang et al., 2004).

Es existieren grol3e, intermedidre und kleine Kalzium-abhangige Kaliumkanale, die durch

unterschiedliche Substanzen inhibiert werden kdnnen.

Desweiteren wird diskutiert, ob aus dem Terminus EDHF nicht das Wort ,Faktor* gestrichen
werden soll, da dieser Begriff verwirrend wirken kann. Félétou und Vanhoutte forderten, dass
sobald der Ausloser dieser Reaktion identifiziert wird, ein adaquater Name fir die Nicht-NO-
Nicht-PGb-vermittelte Antwort formuliert und das Akronym gestrichen werden sollte
(Félétou und Vanhoutte, 2006).

Sobald die exakten Mechanismen aufgeklart und konkrete Faktoren identifiziert sind, kbnnten
sich neue therapeutische Optionen im Bereich der selektiven Regulation der Perfusion vitaler
Organe wie z.B. Gehirn, Niere oder Herz bzw. im Feld der Blutdruckregulation ergeben
(Bryan et al., 2005; Félétou und Vanhoutte, 2006). Bryan et al. berufen sich &hnlich wie
Félétou und Vanhoutte auf die Vermutung, dass der dem EDHF zugrunde liegende
Mechanismus in unterschiedlichen Gefal3betten ebenfalls unterschiedlich ist. Sie erhofften
sich dartber eine Mdglichkeit bestimmte Gefal3betten wie beispielsweise die Niere oder das
Gehirn beeinflussen zu kdnnen, ohne den Gesamtkreislauf bzw. Gesamtblutfluss zu verandern
(Bryan et al., 2005). Bryan et al. formulierten Visionen, in denen bei Patienten, deren renaler
Blutfluss und die Urinausscheidung kritische Werte angenommen haben, selektiv der EDHF
in der Niere stimuliert werden kénnte, um den Blutfluss in der Niere und ihre Funktion wieder
zu steigern. Eine Stimulation des EDHF in Arterien und Arteriolen des Gehirns zur selektiven
Reduktion des zerebrovaskularen Widerstandes ohne Verdnderung des Widerstandes anderer

GefalRbetten, ware eine weitere denkenswerte Option fir Bryan et al..
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1.3.1 EDHF Dilatation an isolierten Arterien und Arteriolen

Bisher wurden zwei Methoden entwickelt, um die Dilatation der Gefale zu messen. Zum
einen wird die isometrische Kraftentwicklung direkt am Gefal3 bzw. die Veranderung des

GefalRdurchmessers bestimmt (Bryan et al., 2005).

Je nach GefalRgrolRe bzw. Gefal3typ rufen verschiedene Agonisten eine Dilatation hervor;
Acetylcholin, Bradykinin, Substanz P, Adenosintriphosphat, Adenosindiphosphat, Uridin-
triphosphat, Vasopressin und Histamin sind Beispiele fir jene Agonisten. Haufig werden bei
ihrer Beteiligung NO, PC (Prostazyklin) oder beide synthetisiert bzw. bereitgestellt (Bryan et
al., 2005).

Wird die Synthese oder Bereitstellung von NO und PC inhibiert, kann der EDHF und sein
Einfluss auf das Ausmalf} der Dilatation der Gefal3e erforscht werden. Zum Erreichen dieses
Ziels werden L-Arginin-Analoga wie z.B. TNMonomethyl-L-Arginin (L-NMMA), N°-
Nitro-L-Arginin-Methylester (L-NAME) oder das im Rahmen der hier zugrunde liegenden
Versuchsreihe eingesetzte [%Mlitroarginin/N°-Nitro-L-Arginin (L-NNA) und Indometacin
verwendet, so dass die NO-Synthase bzw. COX gehemmt werden. Entsprechend der Studien
von Bryan et al., Félétou und Vanhoutte bzw. anderer Dissertationen unter Fischer erwarten
wir, dass die danach beobachtete Restdilatation von dem sogenannten EDHF induziert wird
(Bryan et al., 2005; Félétou und Vanhoutte, 2006).

Der EDHF hat bei kleineren Arterien und Arteriolen, die eine fundamentale Rolle im
Zusammenhang mit dem GefaRwiderstand spielen, mehr Bedeutung als bei grof3en; weil NO
gegenuber EDHF bei diesen kleineren Gefalen einen geringeren Einfluss zeigt (Bryan et al.,
2005). Laughlin et al. bewiesen, dass das Protein der endothelialen Stickstoffmonoxid-
Synthase (eNOS) in Bezug auf das arterielle Gesamtprotein mit kleinerem bzw.
abnehmendem Gefal3durchmesser des koronaren Gefallbaumes anteilig ebenfalls kleiner war:
je mehr der GefaRdurchmesser abnimmt, desto geringer ist der Gehalt an eNOS Protein im
Verhéltnis zum Gesamtproteingehalt innerhalb der getesteten Arterienteilstiicke (eNOS
Protein pro g Totalarterienprotein) (2003). Dementsprechend berichteten Vanheel und Van de
Voorde davon, dass mit kleiner werdendem Gefal3durchmesser der relative Anteil des EDHF
an der gesamten endothelabhé@ngigen Relaxation zunahm (2000): wird zusatzlich zu dem

Indometacin und dem L-NNA noch der NO-Fanger Oxyhamoglobin (HbO) hinzugegeben,
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um durch Bradykiningaben mdglicherweise freigesetztes NO zu fangen, bleibt die EDHF-
abhangige Hyperpolarisation in den koronaren Arteriolen trotz des HbOs fast
unbeeintrachtigt, wahrend die Hyperpolarisation in den grof3en Leitungsarterien des Herzens

kaum das statistische Signifikanzniveau erreicht (Vanheel und Van de Voorde, 2000).

Dem EDHF kann somit eine ebensolche Wichtigkeit in Bezug auf die Regulation des
GefalRwiderstandes und somit den Blutfluss angerechnet werden.

DarlUberhinaus beeinflusst der EDHF auch die sogenametiergeleitete vasomotorische
Antwort (Bryan et al., 2005). Diese beschreibt den Zustand, wenn Arterien oder Arteriolen
fokal zur Dilatation stimuliert werden und sich diese Dilatation sowohl in afferente als auch
efferente Richtung fortleitet. Die Fortleitung ist ein wichtiger Aspekt fur eine koordinierte
Antwort, um z.B. die Blutflusskontrolle zu optimieren (Bryan et al., 2005), wodurch
wiederum mehr Sauerstoff in der arbeitenden Muskulatur zur Verfigung gestellt werden

kann.

Hormone beeinflussen den EDHF und die darauffolgende Reaktion. Ostrogen verstarkt die
EDHF-Wirkung in peripheren Gefal3en; v.a. bei Ratten konnen diese Einflisse im
mesenterialen Gefal3bett beobachtet werden (Bryan et al., 2005). Nach Inhibition der NOS
verringerte sich die Dilatation bei mannlichen Ratten, wahrend sich bei weiblichen Tieren
kein Unterschied ergab (Bryan et al., 2005). Ahnlich wurde auch nach Ovariektomie oder im
Didstrus eine abgeschwachte EDHF Dilatation festgestellt (Bryan et al., 2005; Liu et al.,
2001). In den zerebralen GefaRen von Ratten vermindert Ostrogen die EDHF-Wirkung:
Ovariektomierte und mannliche Ratten zeigten identische EDHF-Antworten, die durch
Ostrogensubstitution an die EDHF-Wirkung weiblicher, nicht ovariektomierter Tiere
angeglichen werden konnte. Die weiblichen Ratten hatten im Vergleich zu den méannlichen
eine deutlich reduzierte EDHF-Dilatation an der mittleren Gehirnarterie (Bryan et al., 2005;
Golding und Kepler, 2001).

Testosteron hingegen zeigte an den zerebralen Gefal3en von Ratten in der Studie von
Gonzales et al. einen den Gefal3tonus erhbhenden Effekt. Gonzales et al. vermuteten eine
zugrunde liegende Unterdriickung des EDHF, weil sich 1. nach einer Testosteron-Behandlung
der mittleren Zerebralarterie, isoliert von orchiektomierten mannlichen Ratten, der Gefal3-

tonus erhoht; 2. dieser beobachtete Effekt weder von NOS bzw. COX noch von einer
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Veréanderung der Endothelinproduktion abhangt und 3. dieser durch Testosteron
hervorgerufene Effekt durch die d¢Kanal-Blocker Apamin und Charybdotoxin, nach
Hemmung von NOS/COX, inhibiert wird (Bryan et al., 2005; Gonzales et al., 2004).

Auch Cortisol kann nach einer Studie von Bauersachs et al. EDHF-Reaktion modifizieren
(2002; Bryan et al., 2005). Die EDHF induzierte Dilatation wurde an den Koronararterien von
Schweinen nach 24h Cortisolbad verstarkt, nicht aber nach einem 30 minttigen Cortisolbad.
Bauersachs folgerte daraus, dass ein chronisch erhdhter Cortisol-Spiegel zu einer potenzierten
EDHF-Reaktion fuhrt (2002; Bryan et al., 2005).

1.3.2 Mechanismen der EDHF Dilatation

Ein Agonist wie Acetylcholin oder das in unserem Versuch verwendete Bradykinin binden an
auf den Endothelzellen liegende Membranrezeptoren, die dadurch ihre Konformitat
verandern. Auf der Innenseite der Endothelzellmembran findet daraufhin die Bindung von
Guanosintriphosphat an das G-Protein statt. Das verdnderte G-Protein aktiviert die
Phospholipase C und dadurch auch die Produktion von Inositol-1,4,5-triphospghs¢lP
dass C&" aus IR-abhangigen Ca-Speichern freigesetzt werden kann (Bryan et al., 2005;
Farmer und Burch, 1992; He, 1998). Im Endothel steigt die Konzentration der intrazellularen,
d.h. an im Zytosol-freien Kalziumionen an. Zusatzlich kanfi @ach aus dem Extrazellular-
raum Uber nichtselektive Kationenkanale (nonselective cation channels, NSCC) in die
Endothelzellen stromen (Nilius, 1990). Die intrazellulare Erh6éhung des Kalziums bewirkt die
Offnung C&*-abhangiger Kaliumkanale. Gleichzeitig sinkt die Konzentration der
Kalziumionen in der glatten Gefal3muskulatur, und eine Dilatation findet statt. Der im
Endothel benétigte Schwellenwert von ?Gaum eine EDHF-vermittelte Dilatation zu
erlangen, liegt ungefahr bei 340nM (Im Vergleich dazu missen fur die Aktivierung der NOS

230nM erreicht werden).

Der Schritt bzw. der exakte Mechanismus nach der Kalziumionenkonzentrationsveranderung

wird kontrovers diskutiert:

Laut Selemidis und Cocks bzw. Batenburg et al. kommen fir einen EDHF, der in den

extrazellularen Raum und von dort aus auf parakrinem Wege in die darunterliegende glatte
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GefalBmuskulatur diffundiert, drei ,Kandidaten” in Frage: Kaliumionen, 11, 12 Epoxyeicosa-
triensauren (EETs, ein Cytochrom P450 Metabolit des Arachidonséure-Stoffwechsels) bzw.
Hydrogenperoxid (2007; 2004).

Desweiteren erwahnen Selemidis und Cocks die Mdéglichkeit einer direkten Ubertragung der
endothelialen Hyperpolarisation mittels myoendothelialer Gap Junctions - heterologe Verbin-
dungen zwischen Endothel- und glatten Muskelzellen, die als eine Einheit fungieren und eine
direkte elektrische Kopplung ermdglichen (Budel et al., 2001; Selemidis und Cocks, 2007).

Auch Kohlenstoffmonooxid, Sauerstoffradikale, Anandamide — ein Cannabinoid-Derivat der
Arachidonsaure, Adenin (AMP, ADP, ATP) sowie Adenosin sogar Ammoniak und Citrullin
werden als mégliche EDHF diskutiert (Tomioka et al., 2001; Zhang et al., 2004; Zou et al.,
2001).

1.3.3 Verinderungen und Beeintriachticung des NO-EDHF-Systems

Wahrend krankhafter Zustande des Organismus wird das NO-EDHF-System beeintrachtigt;
dabei wird der EDHF in seiner Reaktion entweder verstarkt oder unterdrtickt. Pathologische
Zustande koénnen beispielsweise die Wirkung von NO u.a. durch Sauerstoffradikale

modifizieren, wahrend EDHF diesen Radikalen gegenuber resistent ist (Bryan et al., 2005).

Alters- oder Typ | Diabetes verandern die EDHF Reaktionen und wirken unterdriickend,
wahrend Typ Il Diabetes sie in beide Richtungen beeinflussen kann (Bryan et al., 2005).
Dabei stellten Minami et al. an Ratten fest, dass Typ Il Diabetes sowohl den EDHF als auch
die EDRF herabsetzt, beide aber durch korperliches Training wieder verbessert werden
kénnen (2002).

Auch Bluthochdruck verandert den EDHF; Humanpatienten mit kongestiver Herzinsuffizienz
zeigen nach Verabreichung von Acetylcholin in Anwesenheit von Indometacin und L-NMMA
keine Veranderung der Unterarmdurchblutung wéhrend nach diesen Substanzgaben bei
gesunden Patienten ein verminderter Blutfluss gemessen wurde (Katz und Krum, 2001). Chan
et al. konnten an isolierten Hundeherzkoronararterien belegen, dass nach Ischamie und

Reperfusion zu dem vermindert wirkenden EDRF vom Endothel ein weiterer Faktor,
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vermutlich EDHF, freigesetzt wird, der eine Hyperpolarisation und somit Dilatation der
GefalRe bewirkt (1999). Diese Beobachtungen lassen vermuten, dass nach Ischamie und
Reperfusion ein Reservesystem aktiviert wird, damit die Relaxation und somit Funktion der
GefalRe weiterhin auf moglichst der physiologischen Ebene &hnelndem Niveau gehalten
werden (Chan und Woodman, 1999).

Kajiya et al. wiesen bei Ratten mit pulmonaler Hypertension nach, dass sich der EDHF
bezuglich der Vasodilatation gegenitiber NO kaum beeintrachtigt zeigt (2007). Wahrend NO
sowohl in Arteriolen (Diameter: 30-100um) als auch in kleinen HerzkranzgefalRen (Diameter:
100-200um) aktiv ist, spielt EDHF bei den Arteriolen die predominierende Rolle und halt die
Homoostase der koronaren Mikrozirkulation bei Ratten mit pulmonaler Hypertension trotz
einer NO-Dysfunktion aufrecht (Kajiya et al., 2007). Die NO-Dysfunktion beruht auf einer

erhohten Bildung von Sauerstoffradikalen entstanden durch die bei der pulmonalen

Hypertension hervorgerufenen rechtsventrikulare Hypertrophie (Kajiya et al., 2007).

Bryan et al. gehen davon aus, dass die Beeintrachtigung von EDHF induzierter Dilatation
multifaktoriell ist (2005). Wenn beispielsweise zu wenig NO vorhanden und der EDRF somit
insuffizient war, konnte in pathologischen Zustanden wie Bluthochdruck eine Verstarkung

des EDHF beobachtet und als Kompensation interpretiert werden (Bryan et al., 2005).

NO und EDHF kénnen sich somit im Korper soweit erganzen, dass eine Dilatation der GefalRe
bzw. die Beeinflussung der Dilatation bei pathologischen Zustdnden konstant gehalten wird
(Bryan et al., 2005; Chan und Woodman, 1999; Kajiya et al., 2007; Nagao und Vanhoutte,
1992; Selemidis und Cocks, 2007; Zhang et al., 2004).

Anasthetika interagieren ebenfalls mit dem EDHF, so unterdriicken die meisten seine
Wirkung. Vor allem Isofluran und Sevofluran gelten innerhalb der Inhalationsnarkotika als

sehr potente Inhibitoren, wéahrend z.B. Etomidat in geringer Konzentration verstarkend und in
hoéheren Dosen wiederum hemmend wirkt (Bryan et al., 2005). Bryan et al. gehen speziell in
Bezug auf die Inhalationsnarkotika von einem inhibitorischen Zusammenhang mittels einer

Blockade der Gap Junctions aus (2005).
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1.4 Ziel der vorliegenden Arbeit

In den folgenden Kapiteln untersuchen wir die Auswirkung der erwéhnten Plasmaexpander,
HES, Dextran und auch der nur noch selten verwendeten Gelatine, auf die endothelab-
hangigen, vasoaktiven Substanzen NO bzw. den noch nicht exakt charakterisierten EDHF.
Mit der vorliegenden Studie méchten wir u.a. weitere Eigenschaften des EDHFs ergrinden
und gleichzeitig erfahren, in welcher Beziehung er zu NO steht. Als Referenz nutzen wir die
Dilatationsfahigkeit und das Ausmal} dieser Relaxierung an porcinen Herzkranzgefal3en. Wir
untersuchen in dieser Studie lediglich das kardiale Gefal3bett von Schweinen, im Speziellen

die rechte Koronararterie.

Funktionsstérungen in der endothelabhéngigen Dilatation von Koronararterien konnen durch
Erkrankungen des Herzkreislaufsystem oder im Rahmen von Herztransplantationen auftreten.
Mit der 24h Konservierung der verwendeten Herzkranzgefalie wird eine Beeintrachtigung der
Dilatationsfahigkeit provoziert, um u.a. die Ergebnisse mit denen der frischen Koronarien
unter Einfluss der Plasmaexpander zu vergleichen (Dahmen, 2009; Dahnken, 2007; Funcke,
2001; Naglo-Dunner, 2010; Weinand, 2010).
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2 Material und Methodik

2.1 Probenmaterial

Als Probenmaterial fur die Untersuchungen zum Einfluss von Plasmaexpandern auf die
endothelabhangige Dilatation wurden Koronararterien vom Schwein eingesetzt. Die rechte
Koronararterie praparierten wir mit dem direkt anliegenden Binde- und Fettgewebe bei gerade
geschlachteten Hausschweinen ab. Die Schweine waren zum Zeitpunkt der Herzenthnahme 2
min tot. Es handelte sich um funf bis sieben Monate alte Tiere mit einem Gewicht von 100
bis 120kg, die am Kolner Schlachthof (Fa. Fleischversorgung Kéln GmbH) wéahrend eines

normalen Schlachtvorganges geschlachtet wurden.

2.2 Probenentnahme

Die aus dem zur rechten Semilunarklappe gehdrenden Sinus des Bulbus aortae entspringende
Arteria coronaria dextra verlauft zuerst im Sulcus coronarius dexter und setzt sich dann auf
der Facies atrialis als Ramus interventricularis subsinuosus im Sulcus interventricularis

subsinuosus bis zur Herzspitze fort.

Nach Abtrennung des Herzens vom Geschlinge am Schlachthofband wurde zuerst dieser
Ramus interventricularis subsinuosus auf der Facies atrialis durchtrennt. Darauffolgend wurde
die A. coronaria dextra einmal mit oxygenierter Krebs-Henseleit-Losung (KH;
Zusammensetzung Tab. 1) durchgespiilt bis kein Blut mehr im Blutgefald enthalten war.
Danach wurde das rechte Herzkranzgefal? samt des direkt anliegenden Fett- und
Bindegewebes mit einer ,non-touch“-Technik schonend vom Herzen abprépariert, so dass wir
ein sechs bis acht cm langes Teilstlick des Koronargefal3es erhielten. Bei dieser ,non-touch*-
Technik wird das Blutgefal3 selbst nur am Ende mit der Pinzette gefasst, um keinerlei
Schéadigung bzw. negative Beeintrachtigung des Endothels herbeizufihren. Das erhaltene
Teilstick des Herzkranzgefal3es wurde nochmals mit der KH-L6sung durchgespult. Wir
transportierten die Koronararterienteilsticke in einem Transportgefald mit 150ml im Mittel
36-37°C warmer, oxygenierter KH-LAsung in das Institut fur Experimentelle Medizin der

Universitat zu Koéln. Der pH-Wert der Losung lag bei 7#0,03, der Kohlenstoffdioxid-
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partialdruck pCQ@ bei 35-40mmHg und der Sauerstoffpartialdruck, pléi mindestens

600mMmHg.

Zusammensetzung der Krebs-Henseleit Losung

Bestandteil Konzentration
Na" 143,10 nmol/l
K* 5,90 nmol/I
Ca’ 1,60 nmol/I
Mg** 1,20 nmol/l
CI 126,00 nmol/l
HCOs 25,00 nmol/l
H.PO, 1,20 nmol/l
SO 1,20 nmol/I
Glucose 5,10 mmol/I

Tabelle 1: Bestandteile der Krebs-Henseleit Lésung

20




2.3 Feinpraparation und Einspannen

Im Labor wurden die Koronararterien in eine Nierenschale mit frischer, oxygenierter, 37°C
warmer KH-Lésung umgelagert. Das Fett- und Bindegewebe wurde wiederum schonend bis

auf die Adventitia von dem Blutgefal3 abprapariert.

Wir schnitten 5mm lange Gefalringe ab und spannte diese Ringe in die triangelférmigen
Haken aus Stahldraht der Versuchsapparatur (Abb. 1) ein. Beim Schneiden der Ringe musste
darauf geachtet werden, dass das Endothel nicht mechanisch durch Quetschung oder

Uberdehnung beschadigt wurde.

Die ringformigen Teilstiicke der Koronararterien waren einerseits Uber einen Haken an dem
Begasungsstab fixiert, der auf dem Boden des Organbad-Versuchsgefal3es stand. Andererseits
waren sie an einem Haken eingehangt, der tber einen 6-0 Faden (PERMA-HAND® SEIDE,
0,7 metric, Ethicon GmbH & Co. KG, Norderstedt, Deutschland) mit dem balkenférmigen
Wegaufnehmer (Lever Transducer B 40 Type 373; Hugo Sachs Electronic, March, Deutsch-
land) verbunden war und Uber den eine 2g-Dehnbelastung auf das eingehangte Koronar-
arterienteilstiick ausgeubt wurde. Der Wegaufnehmer Ubertrug die Dilatation bzw.
Kontraktion. Diese Reaktion wurde Uber einen Verstarker (Transducer Amplifier Module,
Hugo Sachs Elektronik, March-Hugstetten, Deutschland) auf einem Schreiber (Multi-Pen
Recorder, Rikadenki Kogyo Co., Ltd., Tokyo, Japan) festgehalten. Die KH-Losung wurde
kontinuierlich mit Carbogen (Carbogen: 95% Sauerstoff und 5% Kohlendioxid; Fa. Linde Gas
Therapeutics GmbH & Co KG, UnterschleiBheim, Deutschland) oxygeniert. Mittels einer
Warmepumpe (Julabo 26, Typ St-26/11, Julabo Labortechnik GmbH, Seelbach , Deutschland)

wurden die Organbader wahrend des gesamten Versuchs auf 37°C erwarmt.
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2.4 Versuchapparatur

— S

Lever- 95% O. + T
Transducer 5%000; lZQDehnL!ngs-
< Gewicht
Gefafring L/ |

i \\ Schreiber

i Verstarker
Warme-|| X
pumpe || . ]| Krebs-Henseleit-
‘ 37°cll L . 11 Lésung
Klemme Organbad

Abbildung 1: Versuchsapparatur (nach Steinhoff 2004, mit Genehmigung der Autorin reproduziert)

22



Nach Abtrennung der in die Versuchsapparatur eingehéngten Teilstlicke spllten wir die Ubrig
gebliebenen Koronararterien einmal mit HTK-Losung (Histidin-Tryptophan-Ketoglutarat-
L6sung; Custodiol®, Dr. Franz Kdhler Chemie GmbH, Alsbach-H&hnlein, Deutschland, s.
Tab. 2) durch und lagerte sie dann in einem verschlieBbaren Behélter mit 150ml HTK-L6sung
fur 24 Stunden im Kihlschrank bei 4-5°C.

Zusammensetzung der HTK-Losung

Arzneilich wirksamer | Konzentration
Bestandteil

Na" 15 nmol/I

K* 10 nmol/l
Mg*"* 4 rmol/l

CI 50 mmol/l
Glutarat 1 mmol/l
Histidin 198 mmol/l
Tryptophan 2 mmol/l
Mannit 30 mmol/l

Tabelle 2: Bestandteile der Custodiol-Losung
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2.5 Versuchsdurchfiithrung

Wir bildeten insgesamt drei Versuchsgruppen mit den Kolloiden HES, Dextran bzw. Gelatine,

welche in den Konzentrationen 5, 10 oder 20 g/l eingesetzt wurden.

Verwendete Studiensubstanzen:

 HES als Pulver (Hydroxyethylstarke, 200/0,5, Fresenius Kabi Deutschland GmbH,
Bad Homburg, Deutschland)
o Molgewicht: 200 000
0 Substitutionsgrad 0,5
» Dextranals Pulver (SIGMA, sigma-aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland)
o Dextran von Leuconostoc mesenteroides
0 Molgewicht: 64 000 bis 76 000
» GelatinepolysuccingiGelafundin 4%, BRAUN, B. Braun Melsungen AG, Melsungen,
Deutschland)
1000ml enthielten:

o Gelatinepolysuccinat 40g (Molgewicht 30 000)
o Natriumchlorid, Natriumhydroxid, Salzsaure, Wasser

Wir konnten die KH-L&sung immer als Stammldsung verwenden aul3er bei der Gelatine. Hier
verwendeten wir fur den Ansatz einer jeden Konzentration eine modifizierte KH-
Stammldsung, um die Veranderungen durch die Elektrolytbestandteile der Gelafundin-
Losung zu kompensieren.

Die ringférmigen Teilstlicke der Koronararterien wurden im frischen Zustand einerseits unter
Einsatz von L-Arginin zur Erlangung einer EDR getestet bzw. andererseits unter Einsatz von
L-NNA, um eine EDR ohne NO und somit eine Dilatation Uber den sogenannten EDHF zu
erreichen. Weiterhin fihrten wir diese Versuche nach einer 24-stindigen Konservierung der

HerzkranzgefalRe an neuen Teilstiicken erneut durch.

Bei der Kontrollgruppe wurde keine Studiensubstanz eingesetzt und lediglich im frischen
bzw. im konservierten Zustand der Koronararterien der Versuch unter Einsatz von L-Arginin

auf der einen Seite und L-NNA auf der anderen durchgefihrt.
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Nach Einhangen der Gefalringe in die Apparaturen und nach einer 5 bis 10-minltigen
Ruhephase wurde Kaliumchlorid (KCI; Konzentration siehe Tab. 3) in das 10ml KH-L6sung
(Tab. 1) enthaltende Organbad gegeben. Durch das KCI wurde eine Kontraktion ausgelost.
Nach etwa 20 min erfolgte ein Auswaschen des KCI. Zum Auswaschen wurde immer die auf
37°C erwarmte, dauerhaft auf ca. 600 mmHg pf&ygenierte KH-L6sung genommen. Nach
dreimaliger Waschung wurde bei der einsetzenden Dilatation abgewartet bis sich ein
Gleichgewichtszustand eingestellt hatte, den wir im folgenden als ,steady state* bezeichnen
werden. Danach wurde der Vorgang von der KCI-Gabe Uber die Kontraktion, Waschung bis

hin zu der Dilatation wiederholt.

Wenn sich ein ,steady state® eingestellt hatte, wurde Indometacin hinzugegeben. Danach
wurde zu dem Teilstlick der verschiedenen Koronararterien L-Arginin in die Organbader
hinzupipettiert. Nach wenigen Minuten fligten wir BGHDinolytic®, Pfizer, Pharmacia
GmbH, Karlsruhe, Deutschland) bei.

Wir warteten die einsetzende Kontraktion bis zu einem ,steady state” ab und begannen dann
jeweils von der starksten Verdunnungsstufe (0,1umol/l) aus der Bradykinin-
Verdunnungsreihe (BK, Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim, Deutschland) Bradykinin-L6ésung
hinzuzugeben. Sobald die einsetzende Dilatation auf dem Schreiber stagnierte, figten wir die
nachste Konzentration (1umol/l) des Bradykinins hinzu. Wenn auch bei der am stérksten
konzentrierten Bradykinin-Loésung aus der Verdunnungsreihe tber sechs Stufen die Dilatation
endete, indem sich eine Kontraktion einstellte, wurde eine erneute Waschung durchgefuhrt.
Die KH-L6sung wurde mindestens dreimal gewechselt, bis sich wieder ein ,steady state*

einstellte.

Dann ersetzten wir in jedem Organbad die 10ml KH-LOsung durch 10ml KH-L6sung, in der
die Testsubstanz (HES, Dextran, Gelatine) jeweils in einer 5g/l, 10g/l oder 20g/I
Konzentration geldst war. Wiederum pipettierten wir Indometacin, L-Arginin uncb,Pi@GF

die verschiedenen VersuchsgefaRe. Nach Erreichen eines ,steady state* in der Kontraktion
wurde eine weitere Testung mit der Verdunnungsreihe des Bradykinins durchgefiihrt und
abschlieBend dreimal mit KH-L6sung ausgewaschen bis sich erneut ein ,steady state ablesen
lieR3.
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Danach wurde der gesamte Vorgang ab der Indometacin-Gabe nochmal wiederholt; anstelle
KH-LAdsung mit geloster Testsubstanz wurde reine KH-Losung im Organbad verwendet. Nach
Zugabe der am starksten konzentrierten Bradykinin-Loésung wurde die KH-L6sung nicht mehr
ausgetauscht. Stattdessen flgten wir den einzelnen Organbadern Sodiumnitroprussid (SNP,
SIGMA, sigma-aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland) bei. Wenn sich annahernd
ein steady state ablesen liel3, d.h. die Dilatation deutlich abschwacht war, gaben wir Papaverin
(Knoll, Ludwigshafen am Rhein, Deutschland) hinzu und warteten auf eine eindeutige

Basallinie, wodurch die maximale Relaxation der Arterienstiicke erreicht wurde.

Das gleiche Verfahren fuhrten wir auch fir eine EDR ohne NO-Beteiligung durch und
verwendeten anstelle des L-Arginin,Mlitro-L-Arginin (L-NNA, Sigma-Aldrich GmbH,
Steinheim, Deutschland), das die NO-Synthase inhibiert, dadurch die NO-Bildung blockiert

und eine Dilatation durch den in der Literatur als EDHF bezeichneten Faktor induziert.

Die endothelabhangige Dilatation wahrend der Messdurchgange wurde als prozentualer

Anteil von der PGER,—Kontraktion zum Zeitpunkt der ersten BK-Gabe dargestellt.

Wir wendeten fur die Auswertung der Versuche mit Studiensubstanz den Student-Newman-
Keuls Test (SNK-Test) an, wobei wir jeweils den zweiten Messdurchgang aus der
Kontrollgruppe (siehe unten) den jeweils zweiten Messdurchgédngen der drei unterschied-
lichen Konzentrationen der getesteten Kolloide gegentberstellten. Dabei wurde die
Signifikanz bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit vorop3s angenommen.
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2.6 Verwendete Substanzen

Abkiirzung | Substanz Zugege- Konzentration Konzentration | Effekt
bene im Organbad
Menge
KCI Kaliumchlorid | 250 pl 2,4 mol/l 60 mmol/l Kontrak
tion
Indo Indometacin 10 pl 10 mmoll| 10 pmol/l  Hemm
der
Prosta-
zyklin-
Synthese
L-NNA N ,-Nitro-L- 60 ul 50 mmol/l| 300 pmal/l Hemmu
Arginin der NO-
Synthase
L-Arg L-Arginin 30 pul | 333 mmol/| 1 mmol/l  Zur Ver-
starkung
des NO-
Effektes
PGk Prostaglandin 7 U 14,3  mmol/l 10 pmol/lKontrak-
F2a tion
Brady Bradykinin je10 ul 0,0001mmol/l 0,0001pumol/lf Dilatation
acetate 0,001 mmol/l 0,001 pmol/l
in funf Stufen 0,01 mmoal/l 0,01 pmol/l
verduinnt 0,2 mmol/l 0,1 pmol/l
1 mmol/| 1 pmol/l
10 mmol/l | 10 pmol/l
SNP Sodiumnitro- | 10 ul 1 mmol/| 1 pmol/l  Dilatatic
prussid
Papa Papaverin 20 ul 0,106 mmol/l 0,21 umol/l Dilata

ung

ng

n

tion

Tabelle 3: Verwendete Substanzen wahrend des Versuchablaufs
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2.7 Kontrollversuch

Als Kontrollversuch fihrten wir den Versuch wie oben beschrieben durch, verwendeten
allerdings statt der in KH-L6sung geldsten Testsubstanz reine KH-LOsung im zweiten
Messdurchgang. Dadurch erhielten wir Werte fur eine endothelabhangige Dilatation, die je

nach Versuchsdurchfihrung tber NO bzw. Gber EDHF vermittelt wurde.

Wir wandten bei diesen Kontrollversuchen fir den ersten Messdurchgang gegentber dem

zweiten Messdurchgang einen gepaarten t-Test an, wobei die Signifikanz ebenfal® @i p<

angenommen wurde.

2.8 Versuchsablauf
Kontraktion
3IxW 3xW
BK 3xW BK 3xW BK SNP )
TS Papaverin
01 1 ,__llxI‘IIII |
/N s /
I/’f H, f‘-, ff,r '“\.*"'%\\ ; / L\v‘\ll
| \\___,j \\\;_.f"ll L\H\H_ -
| | | !
KClI KCI Indo| PGFz0na Indo| PGFzaphs  INdoIPGF ;50h,
L-Arg L-Arg L-Arg
Dilatation

Abbildung 2: Versuchsablauf graphische Darstellung: fir die EDR setzten wir L-Arginin ein, fur die Dilatation durch den
EDHF nahmen wir an dieser Stelle statt L-Arg L-NNA.
KCl je 250ul; Indo je 10ul; L-Arg je 30ul, 1. P&Ful danach je 2,5ul bei L-Arg bzw. 1. P&Bul danach
je 1,5ul bei L-NNA; BK je 10ul aus der sechsstufigen Verdinnungsreihe; TS 10ml der in reiner KH-Lésung
geldsten Studiensubstanz in den unterschiedlichen Konzentrationen; SNP 10ul; Papaverin 20ul; W = Waschung

je 10ml reine KH-L&sung, die jeweiligen Konzentrationen sind in Tabelle 3 aufgefiihrt.
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2.9 Darstellung und Vergleich der Testergebnisse

Die Diagramme und Tabellen wurden mit den Programmen ,Excel®, ,Word“ und ,Paint.NET
3.35"erstellt.
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3 Ergebnisteil

3.1 Anzahl der GefiaBiringe

In dieser Studie wurden insgesamt 135 Koronararterien vom Kdélner Schlachthof fur die
Versuche prapariert. Diese Anzahl gliederte sich auf 608 Gefalringe auf, von denen 426 alle
Qualitatskontrollen bestanden und ausgewertet wurden. Bei den frischen Gefaldringen konnten
in den Versuchen der EDR-abhangigen Dilatation 112 bzw. in der EDHF-abhangigen
Dilatation 115 statistisch interpretiert werden. Von den konservierten Gefaliringen wurden in

der EDR-abhangigen Dilatation 101 bzw. in der EDHF-abhéngigen Dilatation 98 ausgewertet.

3.2 Kontrollversuche

In dem intraindividuellen Vergleich des ersten Messdurchgangs mit dem zweiten Messdurch-
gang bei den Kontrollversuchen, die ohne Studiensubstanz durchgefuhrt wurden, zeigten sich
fast ausschlief3lich signifikante Unterschiede. Die Kurve, die den zweiten Messdurchgang
graphisch darstellte, wies in allen Diagrammen tendenziell eine Rechtsverschiebung auf. In
der EDR-abhangigen Dilatation der frischen Koronargefal3e bzw. in der EDHF-abh&ngigen
Dilatation der konservierten Koronararterien wurde bei BR a6d BK 10’ die tendenzielle
Verringerung des Dilatationsausmal3es durch das Erreichen des Signifikanzniveaus bestatigt.
Die Uber EDR vermittelte Dilatation erlangte hthere Werte als die EDHF induzierte. Die
konservierten Koronararterien zeigten gegenuber den frisch in den Versuch eingegangenen

immer einen abgeschwachten Verlauf beim Vergleich der ersten Messdurchgange.

Zur Veranschaulichung sind die Diagramme der Kontrollversuche auf den folgenden Seiten
abgebildet.
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80
Relaxation [%]

EDR

70 4

60 -
—&— 1. MeRRdurchgang

— #l— 2. Mel3durchgang

50

40

30

20

10 A

Bradykinin [log M]

0 L T
-10 9 -8 -7 6 5
Diagramm 1: Mittelwerte der EDR frischer Koronararterienabschnitte im 1. und 2. Messdurchga@g05 im gepaarten t-

Test (s. Kapitel 3.3.1 Tabellen der Mittelwerte und Standardabweichungen — ohne Substanz)

80
Relaxation [%]

EDR nach 24-stlindiger Konservierung

70

60 1 *

—&— 1. MeRRdurchgang

P
— #— 2. MefRRdurchgang * - b_o 010
P =V,

50 A

40 4

30 4

20 4

10 4

Bradykinin [log M]

0 - T T T T
-10 -9 -8 -7 -6 -5

Diagramm 2: Mittelwerte der EDR 24-stiindig konservierter Koronararterienabschnitte im 1. und 2. Messdurchgang,

» p<0,05 im gepaarten t-Test (s. Kapitel 3.3.1 Tabellen der Mittelwerte und Standardabweichungen — ohne Substanz)
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80
Relaxation [%]

EDHF

70 4

601 —— 1. MeRRdurchgang * *
— #l— 2. Mel3durchgang

50

40
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10 A

Bradykinin [log M]

0 L T
-10 -9 -8 -7 -6 -5
Diagramm 3: Mittelwerte der EDHF frischer Koronararterienabschnitte im 1. und 2. Messdurchga®y05 im gepaarten

t-Test (s. Kapitel 3.3.1 Tabellen der Mittelwerte und Standardabweichungen — ohne Substanz)

80
Relaxation [%)]

EDHF nach 24-stiindiger Konservierung

70

60 4
—&— 1. MeRRdurchgang

— #l— 2. MeRdurchgang

50 4

‘p0120  P=00TT
30
20

10 4

Bradykinin [log M]

0 i T T
-10 -9 -8 -7 -6 -5

Diagramm 4: Mittelwerte der EDHF 24-stlindig konservierter Koronararterienabschnitte im 1. und 2. Messdurchgang,

» p<0,05 im gepaarten t-Test (s. Kapitel 3.3.1 Tabellen der Mittelwerte und Standardabweichungen — ohne Substanz)
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3.2.1 Mittelwerte

Im Diagramm 5 wird die Minimierung des Mittelwertes im zweiten Messdurchgang gegen-
Uber dem ersten dargestellt. Wir sehen fur jedes einzelne Gefaldteilstlick (Ziffern 216, 232,
264 etc.) die in der Dilatation bei BK 1@rreichten Prozentwerte in den beiden Messdurch-
gangen. Mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von p=0,002 liegt ein signifikanter Unterschied

zwischen den Mittelwerten vor.

1. MeRdurchgang vs 2. MeRRdurchgang bei BK-7 und p=0,002 (EDR nach 24h Konservierung)

80
Relaxation [%)]

70

60

50

40

30

20

10
\
N

1. MeRRdurchgang 2. Mef3durchgang

’
’

o
!
o
o
©

Diagramm 5: Kontrollversuch - 1. Messdurchgang vs 2. Messdurchgang bei BKWIbD mit p=0,002 im gepaarten t-Test;
EDR nach 24h Konservierung
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3.3 Versuche mit Studiensubstanz

In der Auswertung der Versuche mit Studiensubstanz stellten wir jeweils den zweiten
Messdurchgang aus dem Kontrollversuch den zweiten Messdurchgéngen aller

Konzentrationen der jeweiligen Kolloide gegeniiber.

Wenn wir die verschiedenen Mittelwerte betrachten, konnte bei allen exkl. bei der EDR der
24h konservierten Herzkranzgefal3teilstiicken eine Tendenz bezlglich einer Abschwachung
unter Einfluss der verschiedenen Studiensubstanzen beobachtet werden. Es war fir keine der
drei Testsubstanzen eine Konzentrationsabhangigkeit in bezug auf die Dilatation und das
Ausmal} dieser nachweisbar. Letzteres gilt sowohl fur die frischen als auch fir die 24 Stunden
konservierten Koronararterienabschnitte bzw. bei der EDR- sowie bei der EDHF-vermittelten

Dilatation.
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3.3.1 EDR frischer Koronararterien

Bei HES liegen firr alle drei Konzentrationen signifikante Unterschiede bei BikvdOund

fur die 5mg/ml Konzentration auch bei BK80Nir lesen unter Dextran-Wirkung fiir die 5

und 10mg/ml Konzentration bei BK 10und BK 10° signifikante Unterschiede ab. Diese
tendenzielle Rechtsverschiebung der Kurven gegeniber der Kontrollkurve erreicht fur die
20mg/ml konzentrierte Gelatine bei BK40nd BK 10° das Signifikanzniveau.

80 -
Relaxation [%] HES-Wirkung auf EDR frischer Koronararterien

70 H

60 -

—@— Kontrolle
— A — 5mg/ml

— -¢— - 10mg/ml
- - & --20mg/ml

50

40 A

30 A

20

10 4

s Bradykinin [log M]

0 e " === ! ! !
-10 -9 -8 7 -6 5

Diagramm 6: Mittelwerte der EDR frischer Koronararterien-Abschnitte ohne (Kontrolle) oder mit HES-Zuséatzen im zweiten
Messdurchgang p<0,05 gegeniiber Kontrolle bei den jeweiligen Bradykininkonzentrationen im SNK-Test (s. Kapitel 3.3.2

Tabellen der Mittelwerte und Standardabweichungen — HES)
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80

i 0,

Relaxation [%] Dextran-Wirkung auf EDR frischer Koronararterien
70 A
60 -

—@&— Kontrolle

— A — 5mg/ml
50 -

— 4= - 10mg/ml

- - & --20mg/ml
40 H
30 A
20 A
10 - 3

Z = Bradykinin [log M]
0 & -
-10 -9 -8 -7 -6 5

Diagramm 7: Mittelwerte der EDR frischer Koronararterien-Abschnitte ohne (Kontrolle) oder mit Dextran-Zuséatzen im
zweiten Messdurchgang p<0,05 gegeniiber Kontrolle bei den jeweiligen Bradykininkonzentrationen im SNK-Test (s.

Kapitel 3.3.3 Tabellen der Mittelwerte und Standardabweichungen — Dextran)

80 1
i 0,
Relaxation [%] Gelatine-Wirkung auf EDR frischer Koronararterien

70 1

60 -

50 | |—e—Kontrolle

— 4A— 5mg/ml

— 4= - 10mg/ml
40 1 |- - % --20mg/ml
30 A
20 A
10 4

Bradykinin [log M]
0 L "
-10 -9 -8 -7 -6 -5

Diagramm 8: Mittelwerte der EDR frischer Koronararterien-Abschnitte ohne (Kontrolle) oder mit Gelatine-Zusétzen im
zweiten Messdurchgang p<0,05 gegeniiber Kontrolle bei den jeweiligen Bradykininkonzentrationen im SNK-Test (s.

Kapitel 3.3.4 Tabellen der Mittelwerte und Standardabweichungen — Gelatine)
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3.3.2 EDHF frischer Koronararterien

In der EDHF-abhangigen Dilatation werden sowohl in der Kontrolle als auch unter
Einwirkung der unterschiedlichen Studiensubstanzen kleinere Maximalwerte erreicht. Die
Tendenz einer Verringerung der Mittelwerte gegentber den Kontrollversuchen wird in den
Diagrammen deutlich, v.a. bei den héheren Bradykininkonzentrationen (Bkui® 10°)

erhalten wir im SNK-Test signifikante Unterschiede.

60 - )
Relaxation [%] HES-Wirkung auf EDHF frischer Koronararterien

50 1

—&— Kontrolle
— -4 — 5mg/ml

— — - 10mg/ml
- - & --20mg/ml

40 1

30 1

20 4

10 A

Bradykinin [log M]

0 [ 2 " o === ! : :
-10 -9 -8 -7 -6 -5

Diagramm 9: Mittelwerte des EDHF frischer Koronararterien-Abschnitte ohne (Kontrolle) oder mit HES-Zusatzen im
zweiten Messdurchgang p<0,05 gegeniiber Kontrolle bei den jeweiligen Bradykininkonzentrationen im SNK-Test (s.

Kapitel 3.3.2 Tabellen der Mittelwerte und Standardabweichungen — HES)

37



60

Relaxation [%
el Dextran-Wirkung auf EDHF frischer Koronararterien

50
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20 A
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Diagramm 10: Mittelwerte des EDHF frischer Koronararterien-Abschnitte ohne (Kontrolle) oder mit Dextran-Zuséatzen im

zweiten Messdurchgang p<0,05 gegeniiber Kontrolle bei den jeweiligen Bradykininkonzentrationen im SNK-Test (s.

Kapitel 3.3.3 Tabellen der Mittelwerte und Standardabweichungen — Dextran)

60

Relaxation [%] Gelatine-Wirkung auf EDHF frischer Koronararterien
50 1
40

—@—Kontrolle

— 4 — 5mg/ml
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304 L~ & - - 20mg/ml
20 4
10 A

e .ok Bradykinin [log M]
0 T - - -7 r
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Diagramm 11: Mittelwerte des EDHF frischer Koronararterien-Abschnitte ohne (Kontrolle) oder mit Gelatine-Zusatzen im

zweiten Messdurchgang p<0,05 gegeniiber Kontrolle bei den jeweiligen Bradykininkonzentrationen im SNK-Test (s.

Kapitel 3.3.4 Tabellen der Mittelwerte und Standardabweichungen — Gelatine)
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3.3.3 EDR nach 24 Stunden Konservierung

Die Diagramme der EDR mit den 24 Stunden konservierten Koronararterienabschnitte lassen
unter Einfluss der Studiensubstanz keine deutlichen Unterschied im Verlauf der Kurven
gegeniiber der Kontrolle ablesen. Die 20mg/ml Konzentration von HES zeigt bei Bid0

BK 10° eine vermeintliche Erhéhung der Mittelwerte gegeniiber der Kontrolle, wéhrend sich

die beiden geringeren Konzentrationen von HES mit dem Kurvenverlauf der Kontrollkurve

anpassen.
70 .
Relaxation [%] HES-Wirkung auf EDR 24h konservierter Koronararterien -
60 -
50 4 |=@—Kontrolle
— 4A— 5mg/ml
— - 10mg/ml
- - & --20mg/ml
40 A
30 1
20 A
10 4
Bradykinin [log M]
0 L T
-10 9 -8 7 -6 5

Diagramm 12: Mittelwerte der EDR 24 Stunden konservierter Koronararterien-Abschnitte ohne (Kontrolle) oder mit HES-
Zusatzen im zweiten Messdurchganp<0,05 gegentber Kontrolle bei den jeweiligen Bradykininkonzentrationen im SNK-

Test (s. Kapitel 3.3.2 Tabellen der Mittelwerte und Standardabweichungen —HES)
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70+

Relaxation [%] Dextran-Wirkung auf EDR 24h konservierter Koronararterien
60 -
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—@— Kontrolle
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Bradykinin [log M]
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Diagramm 13: Mittelwerte der EDR 24 Stunden konservierter Koronararterien-Abschnitte ohne (Kontrolle) oder mit
Dextran-Zusatzen im zweiten Messdurchgang im SNK-Test (s. Kapitel 3.3.3 Tabellen der Mittelwerte und Standard-

abweichungen — Dextran)
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il 0,
Relaxation [%] Gelatine-Wirkung auf EDR 24h konservierter Koronararterien
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Diagramm 14: Mittelwerte der EDR 24 Stunden konservierter Koronararterien-Abschnitte ohne (Kontrolle) oder mit
Gelatine-Zusatzen im zweiten Messdurchgang im SNK-Test (s. Kapitel 3.3.4 Tabellen der Mittelwerte und Standardab-

weichungen — Gelatine)
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3.3.4 EDHF nach 24 Stunden Konservierung

Die 24 Stunden konservierten Koronararterienabschnitte, die tUber den EDHF dilatieren,
erreichen tendenziell unter Einwirkung der Studiensubstanzen konzentrationsunabhangig
niedrigere Relaxationswerte als in der Kontrolle. Die 20mg/ml Konzentration der Gelatine
weist bei den beiden hohen Bradykinin-Konzentrationen signifikante Unterschiede auf.

Letzteres gilt auch fur die 5mg/ml Konzentration HES.

50 1
Relaxation [%] HES-Wirkung auf EDHF 24h konservierter Koronararterien

45 1

40 1

35 1 |——@—Kontrolle
— -A— 5mg/ml

— — - 10mg/ml
- - & --20mg/ml
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25 4

20 4
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e Bradykinin [log M]

0 ° ‘ =
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Diagramm 15: Mittelwerte des EDHF 24 Stunden konservierter Koronararterien-Abschnitte ohne (Kontrolle) oder mit HES-
Zusatzen im zweiten Messdurchganp<0,05 gegentber Kontrolle bei den jeweiligen Bradykininkonzentrationen im SNK-

Test (s. Kapitel 3.3.2 Tabellen der Mittelwerte und Standardabweichungen — HES)
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Relaxation [%] Dextran-Wirkung auf EDHF 24h konservierter Koronararterien
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Diagramm 16: Mittelwerte des EDHF 24 Stunden konservierter Koronararterien-Abschnitte ohne (Kontrolle) oder mit
Dextran-Zuséatzen im zweiten Messdurchgang im SNK-Test (s. Kapitel 3.3.3 Tabellen der Mittelwerte und Standard-

abweichungen — Dextran)
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Diagramm 17: Mittelwerte des EDHF 24 Stunden konservierter Koronararterien-Abschnitte ohne (Kontrolle) oder mit
Gelatine-Zusatzen im zweiten Messdurchgamef0,05 gegenuber Kontrolle bei den jeweiligen Bradykininkonzentrationen

im SNK-Test (s. Kapitel 3.3.4 Tabellen der Mittelwerte und Standardabweichungen — Gelatine)
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Die drei Kolloide fuhren unabhangig von ihrer jeweiligen Konzentration im zweiten
Messdurchgang zu einer Rechtsverschiebung der Kurve im Vergleich zu der Kontrolle, die

ohne Zusatz einer der drei Studiensubstanzen gemessen wird.

In der EDR wird die durch die Studiensubstanz verursachte Schwachung nach der
Konservierung kompensiert; sichtbar an dem fast deckungsgleichen Verlauf der Kontrolle mit
den Kurven aus den Versuchen. Die Mittelwerte der Kontrolle erreichen nach der Konservie-
rung nicht mehr so hohe Werte wie im frischen Zustand der Koronargefafiteilstiicke; unter
Zusatz der Studiensubstanzen findet tendenziell keine derart massive Verringerung wie durch

die Konservierung statt.

In den Diagrammen der EDHF-abhéngigen Versuche werden durch Hemmung der NO-
Synthase und dadurch hervorgerufener Blockade der NO-Bildung bereits in der Kontrolle
weder bei den frisch verwendeten noch den 24 Stunden konservierten Koronararterien-
abschnitten so hohe Mittelwerte erreicht wie in der EDR, bei der sowohl der EDHF als auch
NO an der Dilatation beteiligt sind. Es lasst sich keine Kompensation beobachten. Die Mittel-
werte der Kontrolle erreichen nach der Konservierung geringere Werte als im frischen
Zustand der HerzkranzgefalRe. Die drei Kolloide bewirken unabh&ngig von der Konservierung
eine Rechtsverschiebung der Kurve; tendenziell am deutlichsten unter Gelatine wahrend nach
Zugabe von Dextran die geringste Beeintrachtigung abzulesen ist. Letzteres gilt auch fur die

Diagramme der frisch verwendeten Koronararterienabschnitte.
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3.4 Tabellen der Mittelwerte und Standardabweichungen

Zum Nachvollziehen bzw. Vergleich der Mittelwerte und Standardabweichungen werden in

den aufgelisteten Tabellen alle Werte in Prozent abgebildet.

3.4.1 Ohne Substanz

BK-Konz. -8 -7 -6 -5 -8 -7 -6 -5
Ohne Substanz  [EDR frisch n=9 EDR 24h konserviert n=9
1. Kontrolle 42+13|59+10| 68+7 | 73+7 |32+22 |52+18 |64+16 | 67 £13
Substanz 10+£5 (46+12 | 657 | 696 | 8+£10 [30+20 [48+21|57+13
2. Kontrolle 4+3 |27+£15(59+10(64+10|10+11 |30+21 |55+14 | 58+12
EDHF frisch n=12 EDHF 24h konserviert n=9
1. Kontrolle 10+7 [39+13 | 52+8 | 56+9 | 14+9 | 40+9 | 48+8 | 49+8
Substanz 2+3 |13+13 | 46+8 | 52+8 | 2+3 |21+13 | 43+8 | 44+8
2. Kontrolle 2+3 |14+13 |43+14 | 51+9 1+2 |14+14 |39+12 |40+11

Tabelle 4: Mittelwerte und Standardabweichung in Prozent der Kontrollversuche ohne Substanz
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3.4.2 HES

BK-Konz. -8 -7 -6 -5 -8 -7 -6 -5
HES 5mg/mi EDR frisch n=10 EDR 24h konserviert n=10
1. Kontrolle 18+13 (47+15|63+14|69+10 |43+20 |62+17 |72+13 | 7212
Substanz 2+3 |21+15|50+18 |58+15| 7+7 |27+20|45+19 | 52+19
2. Kontrolle 1+2 |19+£15|51+17 |57+10| 8+9 |26+15|42+19|45+20
EDHF frisch n=11 EDHF 24h konserviert n=10
1. Kontrolle 8+9 |41+£13 | 50+9 | 51+9 |12+11 |33+14| 40+5 | 405
Substanz 1+3 (22+19(34+£19 |37x14| 1+2 |(15+14 | 27+9 | 297
2. Kontrolle 2+3 [|28+16(41+15|42+12| 2+2 |23+16|32+11| 338
HES 10mg/mi EDR frisch n=14 EDR 24h konserviert n=9
1. Kontrolle 37+£17|61+11 |[66+10| 67+9 | 31+6 | 49+7 | 57+4 | 58+3
Substanz 7+4 |28+13 |50+14 |59+15| 76 25+9 | 44+7 | 45%5

2. Kontrolle 11+£7 |35%£13 |57+14 |[60+14 | 95 | 297 | 466 | 477

EDHF frisch n=15 EDHF 24h konserviert n=9
1. Kontrolle 12+10 ({37+13 | 50+9 | 51+9 |14+11 | 35+5 | 42+6 | 436
Substanz 2+4 | 9+15 (35+16 |{40+13 | 4+3 |18+1232+14|33+13
2. Kontrolle 2+3 |17+£14|39+16 |42+13| 5+£7 |16+17 |34+13 |36+10
HES 20mg/mi EDR frisch n=9 EDR 24h konserviert n=11
1. Kontrolle 26+£20|47+16 | 59+9 | 61+7 | 40+9 |63+14 |70+£17 | 71+£16
Substanz 9+9 |30+£17|49+15|57+£10| 8+9 [48+13|64+10|66+10
2. Kontrolle 8+6 |24+£13|49+11 |54+10| 3+£4 |31+£15| 59+6 | 605
EDHF frisch n=10 EDHF 24h konserviert n=11
1. Kontrolle 9+16 |[30+21 |46+18 |46+18 |14+13 | 37+8 | 45+6 | 46+6
Substanz 0+0 |15+19 (36+18 |41+14| 5+£13 |17+£19 [32+17 | 3612
2. Kontrolle 1+1 |12+17|32+19|40£13| 01 3+3 [31+14| 356

Tabelle 5: Mittelwerte und Standardabweichung in Prozent der Versuche mit der Studiensubstanz HES
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3.4.3 Dextran

BK-Konz. -8 -7 -6 -5 -8 -7 -6 -5
Dext 5mg/ml EDR frisch n=12 EDR 24h konserviert n=9
1. Kontrolle 20+15|42+17 |55+13 |61+13 |33+18 |56+17 |64+15|68+15
Substanz 7+6 |24+17 |48+18|62+12| 9+10 |32+22 |53+16 |60+17
2. Kontrolle 13+19 (24+18 |48+21 |57+18| 76 [29+14 |46+16|55%12
EDHF frisch n=11 EDHF 24h konserviert n=10
1. Kontrolle 10+19 |36+22 |48+18 |53+10|12+17 (40+14 |49+13|49+13
Substanz 5+£14 | 9+14 |36+16 |45+£15| 2+4 |12+20|31+19|39+x14
2. Kontrolle 4+8 |13+11 (44+17 |50+13| 11 7+11 |31+£13 |37%11
Dext 10mg/mi EDR frisch n=10 EDR 24h konserviert n=10
1. Kontrolle 20+17 |49+20|62+16 |64+17 |24+10| 47+7 | 60+8 | 618
Substanz 8+7 |25+19 (46+21|60+11| 6+8 |30+19 |50+12 |57+10
2. Kontrolle 7+5 |18+10 |47+14|56+14 | 5+6 |28+19 |48+20|53+14
EDHF frisch n=12 EDHF 24h konserviert n=10
1. Kontrolle 4+5 |26+17 |42+13|45+10|13+12 |(40+11|50+10|50+10
Substanz 2+4 |15+21 |29+20|41+15| 3+3 | 9+10 [33+15|38+10
2. Kontrolle 3+3 |15+£15|44+13 (46+£10| 55 |17+14 |37+14 39%£12
Dext 20mg/ml EDR frisch n=11 EDR 24h konserviert n=11
1. Kontrolle 26+19 |[54+11| 64+9 | 66+9 (22+11 | 49+8 | 58+7 | 607
Substanz 11+6 (38+13 |57+10|62+10| 9+9 |28+15|47+11|53+11
2. Kontrolle 16+6 (33+10|51+14|56+15| 9+7 |25+17 |37+16|40+16
EDHF frisch n=9 EDHF 24h konserviert n=10
1. Kontrolle 14+19 {35+20|48+13|50+12 | 54 30+6 | 40+6 | 416
Substanz 1+1 | 9+16 |26+19 [31+19| 2+2 |13+15|28+18|38+11
2. Kontrolle 8+13 |15+14 |43+16 |45+16| 5+5 |10+11 |30+10 (3611

Tabelle 6: Mittelwerte und Standardabweichung in Prozent der Versuche mit der Studiensubstanz Dextran
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3.4.4 Gelatine

BK-Konz. -8 -7 -6 -5 -8 -7 -6 -5
Gela 5mg/mi EDR frisch n=14 EDR 24h konserviert n=11
1. Kontrolle 27+19 |47+£21 |57+£17 |64+15|18+14 |45+14|58+11 | 61%9
Substanz 11+8 (31+20 |56+12 |60+12 |13+19 |26+22 |41+26|49+21
2. Kontrolle 16+12 {39+19 |56+16 |58+18 | 14+8 | 31+9 |45+15 |50+10
EDHF frisch n=13 EDHF 24h konserviert n=9
1. Kontrolle 7+9 138+x13|50+10|50+11| 5+£8 |31+13| 41+9 | 448
Substanz 0zx1 4+8 [34+16 |36+x17| 00 5+5 |27+16 |28+16
2. Kontrolle 1+1 (16+17 |37+£18|40+x15| 2+3 8+9 |34+21 |36+18
Gela 10mg/mi EDR frisch n=11 EDR 24h konserviert n=10
1. Kontrolle 18+16 |40+18 |56+12 |59+12 |26+19 |47+21 |60+17 | 68 +13
Substanz 12+9 (35+19 |51+17 ([60+12| 9+9 [27+18|44+12 |50+10
2. Kontrolle 7+12 |20+18 |40+22 |48+16 | 13+9 |28+19 |45+20|51+17
EDHF frisch n=11 EDHF 24h konserviert n=10
1. Kontrolle 6+12 |32+17 |44+20|52+12 |14+16 |44+10| 53+8 | 548
Substanz 4+9 |18+21|30+23|37+23| 3+3 [17+20|26+19 |26+18
2. Kontrolle 2+3 |14+15|36+24|46+18| 3+£3 |15+14|31+15|34+13
Gela 20mg/mi EDR frisch n=12 EDR 24h konserviert n=11
1. Kontrolle 16+20 |40+£15|54+12 | 58+9 |21+19 (41+21 |56+10|59+10
Substanz 8x7 |27+£20 |45+22 |51+20|13+17 |35+25|47+24 52+21
2. Kontrolle 11+8 ({30+18 |{43+19|52+16 |14+16 |31+£21 |43+£19|52+13
EDHF frisch n=12 EDHF 24h konserviert n=13
1. Kontrolle 3+7 |23+£21|37+18|46+11| 5+7 |28+14|40+14| 458
Substanz 0x1 5+11 [28+16 |31+14| 4+7 |13+£17 |20+£21|21+£20
2. Kontrolle 3+3 |10+12 |{24+19|38+11| 3+4 |10+15|21+18|28+14

Tabelle 7: Mittelwerte und Standardabweichung in Prozent der Versuche mit der Studiensubstanz Gelatine
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3.5 Tabellen der Mittelwerte und Standardabweichungen der auf PGF,, erfolgten

Kontraktion

Nach Zugabe des Prostaglandins RG®mmt es zu einer Kontraktion des Koronararterien-
teilstiickes. Die erfolgte Kontraktion wird in mm auf zwei Stellen hinter dem Komma als
echte Kontraktion des Gefal3ringes dargestellt; sie wird mit Hilfe von Eichkurven aus den auf
dem Schreiber und mit Verstarker registrierten Kurven errechnet. Dabei sind die Kurven unter
L-NNA immer deutlich starker ausgepragt als die Kurven nach der Zugabe von L-Arginin.
Zum Nachvollziehen bzw. Vergleich der Mittelwerte und Standardabweichungen werden in

den aufgelisteten Tabellen alle Werte der auf R@Folgten Kontraktion in mm abgebildet.

3.5.1 Ohne Substanz

Ohne Substanz

1. Kontrolle Substanz 2. Kontrolle | 1. Kontrolle Substanz 2. Kontrolle

EDR frisch EDR nach 24h

0,39+0,12 | 0,63+0,21 | 0,62+0,29 | 0,43+0,12 | 0,64+0,28 | 0,68 0,30

EDHF frisch EDHF nach 24h

0,87+0,30 | 1,20+0,29 | 1,25+0,29 | 0,80+0,41 | 1,29+0,51 | 1,44+0,61

Tabelle 8: Mittelwerte und Standardabweichung der auf R@Ffolgten Kontraktion in mm bei den Kontrollversuchen ohne

Substanz
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3.5.2 HES

1. Kontrolle Substanz 2. Kontrolle | 1. Kontrolle Substanz 2. Kontrolle
HES 5mg/mi

EDR frisch EDR nach 24h

0,46 £+0,15 | 0,52+0,21 | 0,52+0,24 | 0,61+0,37 | 0,76+0,41 | 0,78+0,48

EDHF frisch EDHF nach 24h

165+056 | 1,58+0,60 | 1,80+0,80 | 1,36+0,71 | 1,22+0,59 | 1,48+0,67
HES 10mg/ml

EDR frisch EDR nach 24h

054+024 | 0,71+0,39 | 0,61+0,46 | 0,49+0,15 | 0,84+0,43 | 0,76 +0,64

EDHF frisch EDHF nach 24h

094+038 | 1,33+0,21 | 1,26+0,34 | 0,86+0,26 | 1,24+0,22 | 1,34+0,24
HES 20mg/mi

EDR frisch EDR nach 24h

0,68+046 | 0,84+0,66 | 094+0,88 | 0,31+0,10 | 0,57+0,14 | 0,75+0,18

EDHF frisch EDHF nach 24h

1,08+0,21 | 1,18+0,18 | 1,22+0,23 | 0,81+0,40 | 1,34+0,23 | 1,38+0,22

Tabelle 9: Mittelwerte und Standardabweichung der auf RG#ffolgten Kontraktion in mm bei den Versuchen mit der

Studiensubstanz HES
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3.5.3 Dextran

1. Kontrolle Substanz 2. Kontrolle | 1. Kontrolle Substanz 2. Kontrolle
Dextran 5mg/ml

EDR frisch EDR nach 24h

0,46 £+0,13 | 0,55+0,17 | 0,48+0,18 | 0,44+0,14 | 0,57+0,23 | 0,47 +0,15

EDHF frisch EDHF nach 24h

094+033 | 1,06+0,25 | 1,11+0,29 | 1,03+0,21 | 1,10+0,15 | 1,35+0,27
Dextran 10mg/ml

EDR frisch EDR nach 24h

0,64+0,34 | 0,68+0,26 | 0,60+0,36 | 0,46+0,29 | 0,62+0,32 | 0,67 +0,52

EDHF frisch EDHF nach 24h

097+032 | 1,06+0,30 | 1,17+0,36 | 1,01+0,34 | 1,01+0,38 | 1,22+0,49
Dextran 20mg/ml

EDR frisch EDR nach 24h

0,48+0,20 | 0,43+0,15 | 0,32+0,13 | 0,49+0,20 | 0,53+0,27 | 0,39+0,29

EDHF frisch EDHF nach 24h

0,94+0,20 | 1,06+0,36 | 0,99+0,23 | 0,86+0,31 | 1,15+0,33 | 1,30+0,38

Tabelle 10: Mittelwerte und Standardabweichung der auf RGHfolgten Kontraktion in mm bei den Versuchen mit der

Studiensubstanz Dextran
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3.5.4 Gelatine

1. Kontrolle Substanz 2. Kontrolle | 1. Kontrolle Substanz 2. Kontrolle
Gelatine 5mg/ml

EDR frisch EDR nach 24h

0,43+0,16 | 0,51+0,17 | 0,44+0,16 | 0,42+0,13 | 0,48+0,15 | 0,34+0,19

EDHF frisch EDHF nach 24h

095+0,29 | 1,00+0,30 | 1,18+0,41 | 0,74+0,21 | 0,96+0,25 | 1,13+0,22
Gelatine 10mg/mi

EDR frisch EDR nach 24h

0,49+0,22 | 0,52+0,23 | 0,43+0,25 | 0,43+0,15 | 0,40+0,15 | 0,30+0,15

EDHF frisch EDHF nach 24h

1,13+0,32 | 1,16+0,31 | 1,07+0,42 | 0,96+0,36 | 0,97+0,38 | 0,94+0,32
Gelatine 20mg/mi

EDR frisch EDR nach 24h

0,50+0,20 | 0,56 +0,24 | 0,60+0,25 | 0,44+0,21 | 0,53+0,23 | 0,52+0,33

EDHF frisch EDHF nach 24h

1,26 +0,28 | 1,13+0,34 | 1,47+0,25 | 0,86+0,27 | 0,93+0,30 | 1,12+0,38

Tabelle 11: Mittelwerte und Standardabweichung der auf RGHfolgten Kontraktion in mm bei den Versuchen mit der

Studiensubstanz Gelatine

51




4 Diskussion

4.1 Kritik der Methodik

Wir wahlten in dieser Studie das porcine Herz, weil u.a. Gré3e und pharmakologische
Reaktivitat porciner Koronararterien sich mehr mit denen des Menschen als beispielsweise
mit caninen Herzkranzgefal3en decken (Nakayama et al., 1988). [,Das porcine Herz eignet
sich hervorragend als physiologisches und anatomisches Versuchsmodell, weil es eine
deutliche Ahnlichkeit zu dem humanen Herz aufweist‘] (Ehler, 1985). Auch porcine
Blutplattchen zeigen eine hohe Vergleichbarkeit gegenuber denen des menschlichen Kdorpers,
ebenso wie der koronare Blutkreislauf des Schweines in Bezug auf den menschlichen
(Serebruany et al., 1998). In einer Studie von Ghanem et al. an Mastzellen aus Herz und Niere
bei Mensch und Schwein wird trotz unterschiedlichen Histamingehalts bzw. verschiedener
Verteilung eine Analogie bezuglich der Morphologie und Histochemie deutlich (1988). Diese
unterschiedlichen Studien und Ansatze zeigen immer wieder eine hohe Organkompatibilitat
zwischen dem menschlichen und porcinen Herzen einschlie3lich der koronaren Zellen. Mit
hoher Wahrscheinlichkeit kbnnen wir somit die Beobachtungen an porcinen Koronararterien

auf humane HerzkranzgefalRe Ubertragen.

Wir verwendeten die Plasmaexpander Hydroxyethylstarke (HES), Dextran und Gelatine in
einer 5, 10 bzw. 20 mg/ml Konzentration. Diese Konzentration bezieht sich auf die Inkuba-
tionslosung, in der die Ringe wahrend des Versuchs positioniert wurden und spiegelt die
klinisch im Blutplasma erreichten Konzentrationen im Rahmen der Volumensubstitution
wider. In einer Studie von Dagtekin et al. wurden bereits Daten zu HES in der Klinisch
relevanten 6 mg/ml Konzentration ermittelt. Interessant war es jetzt, ob mit héheren Kon-
zentrationen dementsprechend deutlichere Effekte beobachtet werden kénnen bzw. welche

Wirkungen mit anderen Plasmaexpander wie Dextran und Gelatine erzielt werden.

Das Autakoid Bradykinin bewirkt eine Freisetzung von NO, Prostazyklin und EDHF und
wurde im Versuch zur Auslosung der Dilatation genutzt. Bradykinin zeigt bereits in geringen
Konzentrationen und bei verschiedenen Spezies eine sichere Wirkung bezlglich der endothel-
abhangigen Relaxation (Endothelium-derived-Relaxation=EDR) bzw. bei der Hyperpolarisa-
tion durch EDHF (Dagtekin et al., 2008; Félétou und Vanhoutte, 2006; Nakashima et al.,
1993). Der Essigsaureester des Cholins — Acetylcholin ruft in den grof3en epikardialen
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Arterien von Hunden ebenfalls eine Dilatation hervor, wobei der Hund eine Sonderrolle ein-
nimmt, da canine GefalRe auf ACh immer nur mit einer dilatativen Antwort reagieren sofern
das Endothel intakt ist (Kalsner, 1985). Bei Rindern, Kaninchen und Katzen wurde hingegen
eine Konstriktion beobachtet; die beim Menschen immer und auch bei sehr geringen
Konzentrationen des Esters als charakteristisch gilt, dargestellt an isolierten humanen
Koronargefafl3en in Kalsners Studie von 1985 als auch immer wieder erwahnt aber nicht
spezifisch belegt im Rahmen von Transplantationen (Kalsner, 1985). In diesem Zusammen-
hang sei erwéhnt, dass Kalsner mit Herzkranzgefaf3en verstorbener Menschen gearbeitet hat,
deren Todesursache von Unfall bzw. Selbstmord, Lungenentziindung Uber Herzerkrankungen
bis hin zu Karzinomatose reichte; auch das Alter variierte stark von 18 bis 87. Letzteres
impliziert, dass z.T. Koronargefal3e von schwerst geschadigten menschlichen Herzen unter-
sucht wurden, deren Endothel nicht mehr mit dem gesunder Gefal3e vergleichbar ist. Die
gro3en Widerstandsgefal3e beim Schwein reagieren mit einer Dilatation, wahrend die
porcinen, grol3en Koronargefal3e auf ACh eine Konstriktion zeigen (Fischer et al., 2004,
Steinhoff, 2004). Acetylcholin bewirkt bei HerzkranzgefaRe von Schweinen, Schafen und
Rindern sowie teilweise auch beim Affen eine Vasokonstriktion und ist somit ungeeignet fur
unseren Versuch (Kalsner, 1985). Steinhoff konnte in ihrer Arbeit belegen, dass mit
zunehmender Konzentration des Esters die dilatatorische Eigenschaft von ACh schwacher
wird und sich schlie3lich eine konstriktive Wirkung entfaltet (Steinhoff, 2004). Ein weiterer
Vorteil fur die Verwendung von Bradykinin liegt darin, dass seine Wirkung reversibel und in
jedem Versuchsdurchlauf erneut herbeifiihrbar ist. Im Vergleich zu Sodiumnitroprussid oder
Papaverin fuhrt das Autakoid weder zu einer langfristigen Veranderung der Reaktion des
Endothels noch zu einer Schéadigung der Gefalie (siehe Kapitel 4.1.9 und 4.1.10).
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4.1.1 Kaliumchlorid

Kaliumchlorid (KCI) wurde zu Anfang des Versuchs zweimal hinzugegeben, u.a. um die
Kaliumspeicher der Arterienringe aufzufillen (s. Kap. 2.8, Abb. 2). Die Vorinkubation soll im
Rahmen der Vorbehandlung eventuell entstandene Kaliumverluste ausgleichen, damit die
Teilsticke der Koronargefal3e anschlieRend die drei Kontraktionen und BK-Messungen

durchlaufen konnen.

Gleichzeitig beobachteten wir als Reaktion auf die KCI Gaben eine Kontraktion der
Koronararterienringe, die in Kapitel 2.8. in der Abbildung 2 bildlich dargestellt wird. Letztere
dient zum Test der Funktionalitdt der Koronarringe und wurde angelehnt an vorherige Studien
durchgefuhrt (Dahmen, 2009; Naglo-Dinner, 2010; Steinhoff, 2004). Die herbeigefuhrte
Kontraktion beschrieb die maximale endothelunabhangige Kontraktionsfahigkeit der glatten
GefaBmuskulatur. Auf diesem Weg wurde die Unversehrtheit der glatten

GefalRwandmuskulatur gepruft und bei positiver Reaktion bestatigt.

Durch Hyperkaliamie wird das Ruhemembranpotential vermindert und die Erregbarkeit
nimmt zu; in unserem Versuch fuhrten wir durch Zugabe des KCI eine Erhdéhung der
extrazellularen Kaliumkonzentration herbei (Schréder und Schemann, 2000). Unter
physiologischen Umstanden liegt intrazellular eineéKénzentration von 155mmol/l und
extrazellular von 4mmol/l, wahrend sich @htrazellular auf 4mmol/l und extrazellular auf
103mmol/l konzentriert (Schréder und Diener, 2000). Experimentell konnte gemessen
werden, dass die Permeabilitat fur Kaliumionen an Nerven- oder Muskelzellen im
Ruhezustand das 10-25fache der Permeabilitat fir Natriumionen betragt. Desweiteren liegt
die Permeabilitat der Chloridionen etwa 10mal hoher als die der Natriumionen, so dass das
Membranpotential von der’Kund der CHPermeabilitat gepragt wird (Schroder und Diener,
2000) Generell ist die Zellmembran nicht erregter Nervenzellen und Muskelzellen aufgrund
spontan offener Kaliumkandale hauptsachlich fir Kaliumionen durchléassig. Durch die Zugabe
des KCIs wird das elektrochemische Gleichgewicht erheblich gestort: die extrazellulare
Konzentration von K erhéht sich auf 20-30mmol/l, dadurch wird das Konzentrationsgefélle
zwischen intra- und extrazellularem Bereich verringert und die lonenstréme von intra- nach
extrazellular werden reduziert, so dass der depolarisierende Effekt der Kaliumionen die

hyperpolarisierende Kraft u.a. def,HKanale ausschaltet (Bryan et al., 2005; Karazi et al.,
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1984). Spannungsabhéngige’Gidanale werden geoffnet, extrazellulares Cetrémt in die

Zellen und verursacht eine Kontraktion (Karazi et al., 1984).

Wenn eine Kontraktion auf die KCI-Gabe ausblieb, war das Teilstiick gewdhnlich
vorgeschadigt und wirde auch im weiteren Versuchsablauf keine Reaktionen zeigen. Somit
nutzten wir die KCI-Gabe wie oben beschrieben nicht nur zur Auffillung der Kaliumreserven

sondern direkt als erste Qualitatskontrolle fur die zu testenden Herzkranzgefal3teilstiicke.

4.1.2 Indometacin

Nach der zweimaligen KCI-Verabreichung und anschlieendem Auswaschen der Pharmakon
enthaltenden Organbadlésung mit der Krebs-Henseleit-Losung wurde ein stabiles Gleich-
gewicht der GefaRdehnung (steady-state) erreicht. Darauffolgend gaben wir wie auch bei
jedem folgenden Versuchsdurchlauf Indometacin [10umol/l] fur den Kontrollgang hinzu.
Diese Substanz ist ein Essigsaure- bzw. Indolderivat, das die Cyclooxygenasen und somit die
Synthese der Prostaglandine hemmt. Dieser reversible Enzymhemmer aus der Gruppe der
NSAIDs erreichte bei der verwendeten Konzentration im Organbad eine Konzentration von
10pmol/l und diente zur vollstandigen Hemmung der eventuell vorkommenden oder
synthetisierten Prostaglandine, weil letztere regulierend auf den Gefa3tonus wirken
(Kietzmann et al., 2002). Fir den Versuch war speziell die Hemmung des Prostazyklins
(PGL) von Bedeutung, weil es im Vergleich zu den anderen Prostaglandinen (exk). PGE
keine Kontraktion sondern eine Dilatation Uber EDR bewirkt und den im Endothel
vorherrschenden Arachidonsauremetabolit darstellt (Kietzmann et al., 2002; Nagao und
Vanhoutte, 1992). Wir wollten in diesem Versuch ausschlie3lich die durch NO hervor-
gerufene EDR und die durch den EDHF hervorgerufene Hyperpolarisation untersuchen und
inhibierten andere Wege, die unsere Ergebnisse hatten verzerren konnen.

Danach wurde entweder durch L-Arginin Gaben die NO-Wirkung verstarkt bzw. eine spéatere

EDR-Wirkung begtinstigt. Hingegen wurde tber die L-NNA Gabe die NO-Synthase inhibiert,
um eine EDHF-Wirkung zu erhalten.
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4.1.3 L-Arginin — NO

Mit der Zugabe von L-Arginin sorgten wir aufgrund der besonderen Bedingungen der
Messung an isolierten Koronararterienringen fur eine ausreichende Grundmenge an NO. L-
Arginin wird durch NO-Synthase (NOS) zu dem kleinen, lipophilen und diffusionsfahigen
Molekul Stickstoffmonoxid (NO) mit kurzer Halbwertszeit von 3-5 Sekunden umgebaut
(Berkels et al., 2000; Ge et al., 2000; Nohl, 2002). NO gilt als der Kalzium-abhangige EDRF
(Endothelium derived relaxing factor) (Bryan et al., 2005; Furchgott, 1998; Merkus et al.,
2004; Moncada et al., 1989).

Wir unterscheiden die drei Isoenzyme der NO-Synthase: die neuronale NOS (nNOS) in
Neuronen, die endotheliale, konstitutive NOS (eNOS) im vaskularen Endothel und die
induzierbare NOS (iNOS), die in einer Vielzahl von Zellen induziert werden kann. Letztere
wird im Rahmen von inflammatorischen Prozessen durch Endotoxine und Zytokine aktiviert,
um dann zu einer schnellen, starken und langanhaltenden Stickstoffmonoxidausschittung zu
fuhren (Joly et al., 1994).

Die eNOS hangt von einem Kalzium/Calmodulin-Komplex ab (Joly et al., 1994; Muller-
Esterl, 2004; Schmidt und Lang, 2007). eNOS bindet an das Membranprotein Caveolin, das
auf den Caveolae lokalisiert ist (Shaul et al., 1996). Diese Caveolae sind kleine
Invaginationen der Plasmamembran (Shaul et al., 1996). Durch die Bindung an das Caveolin
wird die Aktivitat der eNOS inhibiert (Ohnishi et al., 2001). Der Anstieg des intrazellularen
Kalziums im Endothel aktiviert die &aCalmodulin-abhéngige NO-Synthase. Der*€a
Calmodulin-Komplex fuhrt zu einer Dissoziation der eNOS von dem Caveolin, so dass das
Enzym wieder die NO-Synthese katalysieren kann und NO ausgeschuttet wird (Michel et al.,
1997; Schmidt, 2003).

Die eNOS (im folgenden als NO-Synthase bezeichnet) kann durch verschiedene Stimuli wie
z.B. Scherkrafte, oder auch Agonisten wie z.B. Acetylcholin, Substanz P bzw. Bradykinin
aktiviert werden (Berkels et al., 1996; Ge et al., 2000; Merkus et al., 2004). Wahrend
Acetylcholin wie oben erwdhnt bei groRen porcinen Koronargefal3en keine zuverlassige
Dilatation sondern eine Kontraktion bewirkt, erlaubt das Neuropeptid Substanz P keine Dosis-
Wirkungs-Kurve, da es die Rezeptoren auf Dauer besetzt. Letzteres bestétigt u.a. die Wahl

von Bradykinin als Substanz zur Auslosung der Dilatation in unserem Versuch.
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Das in den GefalRendothelien gebildete diffusionsfahige Stickstoffmonoxid (NO) fuhrt durch
die Bindung an die prosthetische Hamgruppe der I6slichen Guanylatzyklase zur Aktivierung
derselben, die als second messenger daraufhin in der glatten Gefal3muskulatur eine Erh6hung
des intrazellularen zyklischen GMPs hervorruft (Archer et al., 1994; Ge et al., 2000; Martin et
al., 1986; Schmidt et al., 2003). Dabei gilt, dass das Angebot von Stickstoffmonoxid die
Enzymaktivitat regelt, d.h. je mehr Stickstoffmonoxid vorhanden ist, desto hdher ist die
Enzymaktivitat. Einerseits werden Kaliumkanale aktiviert und andererseits spannungs-
abhangige Kalziumkandle inaktiviert; letzteres wird durch die sich einstellende Hyper-
polarisation noch verstarkt (Archer et al., 1994). Durch die inaktivierten Kalziumkanale wird
der Kalziumeinstrom in die glatte GefalBmuskulatur gemindert und eine Verringerung des
freien intrazellularen Kalziums entsteht (Archer et al., 1994; Carrier et al., 1997; Forstermann
et al.,, 1994; Ge et al.,, 2000; Haller, 1997; Komalavilas und Lincoln, 1996; Lincoln und
Cornwell, 1993; Martin et al., 1986; Moncada et al., 1989/1991; Nagao und Vanhoutte, 1992;
Nohl 2002; Schmidt, 2003). Die Verringerung des freien intrazellularen Kalziums in der
glatten GefalBmuskulatur erfolgt einerseits tUber die beschriebene Blockade des Kalziuminflux
und andererseits Uber eine inhibierte Freisetzung von Kalzium aus den intrazellularen
Speichern. Die Phosphorylierung des leichtkettigen Myosins wird herabgesetzt, folglich die
Myosin/Aktin-Interaktion verhindert und eine Dilatation der Blutgefdl3e hervorgerufen
(Carrier et al.,, 1997; Komalavilas und Lincoln, 1996; Lincoln und Cornwell, 1993;
Vaandrager und de Jonge, 1996). Somit kann NO Uber diese Vasodilatation letztendlich die
GefalRweite regulieren und beispielsweise die Durchblutung steigern (Moncada et al., 1989;
Nagao und Vanhoutte, 1992; Nohl 2002).

Die NO-Bildung korreliert stark mit dem transmembranalefi-@dlux und nicht so sehr mit

der C&*-Freisetzung aus intrazellularen Speichern, wahrend die Prostazyklin-Bildung fast
vollstandig von der C&-Ausschiittung aus diesen intrazellularen Pools abhangt (Liickhoff et
al., 1988).
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4.1.4 L-NNA

Das NO-EDHF-System lasst sich durch das L-Arginin Analogon L-NNA gut voneinander
differenzieren, weil das L-Rnitroarginin (L-NNA) ein NO-Synthase-Inhibitor ist (Selemidis

und Cocks, 2007). Nach L-NNA Gaben wird die Synthese von NO, das als relaxierender
Faktor auf die Gefallweite wirken wirde, kompetitiv gehemmt. Letzteres erklart die
wesentlich starkere Kontraktion der Gefal3ringe auf RGiRter L-NNA: die dilatierende
Wirkung von NO wird aufgehoben und eine starkere Kontraktion auf die gleiche Menge
PGR, erfolgt. L-NNA muss mindestens eine Konzentration von 300umol/l im Organbad
erreichen, um eine ausreichende Inhibition der NOS zu bewirken (Ge et al., 2000). Diese
Konzentration reicht aus, um eine sichere NOS-Hemmung zu erzielen und dann eine reine
EDHF Wirkung zu beobachten, weil die Dilatation der Herzkranzarterien Uber EDR
verhindert wird (Ge et al., 2000).

Die durch die L-Arginin bzw. L-NNA Gaben ermdglichte, getrennte Betrachtung der durch
NO hervorgerufene EDR bzw. durch EDHF induzierte Hyperpolarisation war fur den
gesamten Versuch vorrangig, um einen Vergleich dieser beiden vasoaktiven Faktoren unter

dem Einfluss der Plasmaexpander Uberhaupt erst zu gewahrleisten.

4.1.5 EDHF

Stickstoffmonoxid und Prostazyklin vermitteln eine endothelabhangige Gefalidilatation.
Félétou und Vanhoutte beschreiben, dass diese Gefalirelaxation nicht vollstandig durch die
Freisetzung von NO und P&érklart werden kann. Wird die durch NO und PfBtHuzierte
Relaxation mit spezifischen Inhibitoren wie L-NNA und Indometacin inhibiert, bleibt eine
Vasodilatation bestehen, die immer mit einer Hyperpolarisation einhergeht (Busse et al.,
2002; Félétou und Vanhoutte, 2006). Diese hyperpolarisierenden und relaxierenden Eigen-
schaften sind nur in Anwesenheit des Endothels zu beobachten, daher wurde dieser Faktor als

EDHF (Endothelium Derived Hyperpolarising Factor) bezeichnet (Busse et al., 2002).

Interzellulare Kandle, sogenannte Gap Junctions (siehe Madglicher Mechanismus 3)
ermdglichen eine einheitliche Membranspannung verbundener Zellen, indem sich elektrische

Signale frei und in beide Richtungen zwischen den beteiligten Zellen ausbreiten kénnen
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(Busse et al., 2002; Edwards et al., 2000; Félétou und Vanhoutte, 2006). Eine lokal ausgeltste
endothelabhangige Hyperpolarisation erreicht nicht nur die darunterliegende glatte Gefal3-
muskulatur, sondern besitzt gentgend elektrische Kraft, um in die Peripherie tber lange
Strecken zu entfernten glatten Muskelzellen weitergeleitet zu werden; wahrend NO und somit
EDR nur Uber eine lokale Freisetzung arbeitet (Selemidis und Cocks, 2007). Es ist noch nicht
eindeutig geklart, ob ein Messenger z.B. der EDHF oder vielleicht nur ein elektrochemisches
Potential in Form von lonen zwischen den Zellen wandert (Bryan et al., 2005; Félétou und
Vanhoutte, 2006; Busse et al., 2002). Die Weiterleitung der Hyperpolarisation innerhalb der
glatten GefalBmuskulatur ist anzunehmen, wahrend die Diffusion eines ,Faktors* als Ausléser

bzw. fur die Weiterleitung eher unwahrscheinlich scheint (Selemidis und Cocks, 2007).

Die Hyperpolarisation wandert nicht nur peripher sondern auch entlang kleiner Arterien, wird
aber mit zunehmender Entfernung abgeschwécht (Selemidis und Cocks, 2007). Insgesamt
kann u.a. aufgrund dieser elektrotonischen Eigenschaften der Arterien im Zusammenhang mit
EDHF ein konstanter Blutfluss gewahrleistet werden, wenn das vom Endothel-stammende
NO z.B. durch GefaRinflammation oder oxidativen Stress nachteilig beeintrachtigt wird
(Bryan et al., 2005; Kajiya et al., 2007; Selemidis und Cocks, 2007; Zhang et al., 2004).

Die EDHF-vermittelte Hyperpolarisation und Gefal3relaxation steht in engem Zusammenhang
mit der Erhéhung der intrazellularen Kalziumkonzentration (Tomioka et al., 2001). Bler Ca
Einstrom (iber die NSCC (nicht selektive Kalziumkanale) zur Auffiillung des entleertén Ca
Pools, wird durch die C&-Ausschiittung aus intrazellularen Speichern getriggert und nimmt
be der Regulation des EDHF eine Schlusselrolle ein (Tomioka et al., 2001).

Bei der endothelabhéngigen Gefaldrelaxation durch NO und PC dilatiert die glatte Gefal3-
muskulatur iber auf dieser Muskulatur vorhandene spannungsabhéngigéa@ile. Es ist

nicht bekannt, ob EDHF diese Kanéle beeinflusst. Jedoch konnte EDHF inhibiert werden,
indem Kaliumkanale blockiert wurden (Bryan et al., 2005). Verschiedene Kalzium-abhangige
Kaliumkanéle wurden identifiziert, die durch unterschiedliche Substanzen selektiv inhibiert
werden konnen: Es existieren groRe, intermediare und kleine dieSémtBéngigen
Kaliumkanale. Definitionsgemald gilt eine Hemmung der EDHF-vermittelten Hyper-
polarisation Uber eine Blockade der beteiligten Kaliumkanale mittels einer Toxinkombination
aus Charybdotoxin und Apamin als charakteristisch (Bryan et al., 2005; Stgen et al., 2003).

Das dem Skorpion-Gift abstammende Peptid Charybdotoxin hemmt grof3e und intermediare
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Kalzium-abhangige Kaliumkanale und wird von dem Bienengift Apamin erganzt, das die
kleinen Kalzium-abhangigen Kaliumkanale inhibiert (Garcia et al., 1991; Sollini et al., 2002).
Die Toxine beeintrachtigen nicht die Funktionalitat der glatten Gefal3muskulatur sondern nur
die der genannten Kaliumkanale (Edwards et al., 1998). Burnham et al. fanden heraus, dass
die kleinen Kalzium-abhangigen Kaliumkandle, die durch Apamin blockiert werden kdnnen,
nur auf Endothelzellen und nicht auf Myozyten vorkommen (2002). Bychkov et al. erganzen
Burnham et al. und beschreiben, dass sowohl dig, 8K auch die Ik, auf Endothelzellen

und vermutlich nicht auf den Zellen der glatten GefaBmuskulatur lokalisiert seien (2002;
Edwards et al., 2000). Durch die Lokalisation auf dem Endothel kann laut Stgen et al. nicht
ausgeschlossen werden, ob diese Toxinkombination die NO-Produktion bzw. Freisetzung
oder die Aktivitat der sogenannten Gap Junctions beeinflusst (2003). Edwards et al. und Bény
und Schaad belegen in ihren Versuchen, dass mit ansteigender Kaliumkonzentration im myo-
endothelialen Spalt die anliegenden Zellen der glatten GefaBmuskulatur Gber die Aktivierung
der N&d-K*-ATPase hyperpolarisieren und relaxieren (Bény und Schaad, 2000; Edwards et al.,
1998)

Selemidis und Cocks benennen einige Unterschiede beziglich des EDHFs, so haben die
kleinen Kalzium-abh&ngigen Kaliumkanéle beispielsweise in der mittleren Zerebralarterie der
Ratte keinerlei Bedeutung, beim Schwein belegen sie hingegen eine Schlisselfunktion
(Selemidis und Cocks, 2007). Um u.a. derartige Gefal3- und Spezies-abhéangige Unterschiede

maoglichst gering zu halten, nahmen wir das Schweineherz als Versuchsobjekt.

EDHF ist bei kleineren Gefalien wichtiger als bei grof3en, in denen wiederum hat de novo
synthetisiertes NO eine hohere Wertigkeit (Batenburg et al., 2004; Ge und He, 1999; Kajiya et
al., 2007). Beim Schwein hat EDHF z.T. sowohl in grof3en als auch in kleinen Koronar-
arterien eine hervorgehobene Bedeutung (Yang et al., 2003). Der Beitrag des EDHFs als
Mechanismus zur endothelabhéangigen Relaxation steigt mit abnehmender Gefal3groie (Busse
et al. 2002).

Es ist noch unklar, welcher Mechanismus dem EDHF en detaill zu Grunde liegt.

Vorgeschlagen wurden bisher die folgenden Mechanismen:
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Moglicher Mechanismus 1:

Epoxygenase, eine Cytochrom P 450 Monooxygenase, kann Arachidonsaure, eine Eikosate-
traensaure, in sogenannte EETEpdxyeicosa-trienoic Acids/ Epoxyeicosatriensauren)
umwandeln; aber auch bei Scherkraften oder pulsatiler Dehnung kann das Endothel EETs
ausschutten. Diese EETs diffundieren in die glatte GefaBmuskulatur und aktivieren die dort
befindlichen Kalzium-abhangigen BlkKanale. Es kommt zu einem Kaliumefflux, eine
Hyperpolarisation der glatten Muskelzelle und somit auch eine Dilatation der Arterie folgen
(Bryan et al., 2005; Félétou und Vanhoutte, 2006; Hernanz et al., 1999).

Alternativ konnten die EETs auch als Schlisselmessenger, Modulator oder verstarkend im

EDHF Mechanismus fungieren, ohne der EDHF selbst zu sein (Bryan et al., 2005; Edwards et
al., 2000).

Moglicher Mechanismus 2:

Auf der glatten GefalBmuskulatur gibt es verschiedene Kaliumkanaltypen. Einer davon ist der
sogenannte ,einwartsgleichrichtende Kaliumkanaftvardly rectifying potassium channel

Kir. Kir werden bei einem Anstieg des extrazellularen Kaliums von 4mM auf 8mM aktiviert,
undKalium stromt dem Konzentrationsgradienten folgend aus der glatten Muskelzelle heraus,
so dass sich eine Hyperpolarisation und somit Dilatation der Arterie einstellt (Bryan et al.,
2005; Busse et al., 2002).

Eine weitere Mdglichkeit bezieht die energieabhéngigen lonen-Pumpen: ATPasen mit ein, die
unter ATP-Verbrauch drei Natriumionen aus der Zelle heraus und im Gegenzug zwei
Kaliumionen in die Zelle hinein transportieren (Bryan et al., 2005; Busse et al., 2002;

Hernanz et al., 1999). Aufgrund der lonenverschiebung entsteht eine Hyperpolarisation. Nicht
alle ATPasen konnen unter physiologischen Bedingungen glatte GefalBmuskulatur hyper-
polarisieren; allerdings existieren zwei ATPase Isoforme, die ausgeldst werden, wenn
extrazellulare Kaliumionen Uber die Basalkonzentration ansteigen (Bryan et al., 2005; Busse
et al., 2002).
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Moglicher Mechanismus 3:

Undurchlassig fir Proteine sind Gap Junctions mit ihrer hydrophilen Zentralpore durchgangig
fur kleine wasserlosliche Molekile (LO0O0 Da), zyklisches AMP (cAMP), zyklisches GMP
(cGMP), Inositoltriphosphat (H? und anorganische lonen; dabei herrscht gegentber Kationen
eine Selektivitat im Vergleich zu Anionen (Bryan et al., 2005; Félétou und Vanhoutte, 2006).
Die aus Proteinuntereinheiten bestehenden Hemikandle zweier Zellen verbinden sich
miteinander und bilden auf diese Weise eine vollstandige Gap Junction. Letztere kdnnen tber
Kalziumionen, Spannung, pH, Phosphorylierung, ATP oder EETs reguliert werden (Bryan et
al., 2005). Sie sind sowohl zwischen Endothelzellen, GefalBmuskelzellen als auch zwischen
Endothel- und glatten Gefalimuskelzellemy¢endothelial gap junctionyorhanden (Bryan

et al., 2005; Félétou und Vanhoutte, 2006). Die Gap Junctions selbst stellt keinen maéglichen
EDHF dar, spielen jedoch eine wichtige Rolle bei der Ausbreitung der durch den EDHF
hervorgerufenen Hyperpolarisation und somit Dilatation der glatten Gefal3muskulatur. Es ist
ungeklart, ob ein bestimmtes Molekil, der EDHF, durch sie hindurch diffundiert oder sich
lediglich elektrotonische Strome in Form von lonen bzw. eine Hyperpolarisation tber diese
Kanéle ausbreitet (Bryan et al., 2005; Busse et al., 2002; Félétou und Vanhoutte, 2006). Busse
et al. stellen in diesem Zusammenhang die Hypothese eines Kaliumefflux aus der glatten
GefalBmuskulatur durch Gap Junctions in das Endothel und letztlich in den extrazellularen
Spalt, wodurch eine ausgepragte Hyperpolarisation der glatten Gefal3muskulatur entstehen
wurde gegentber einer direkten Diffusion des EDHF vom Endothel in die glatte
GefalRmuskulatur (2002).

Mdoglicher Mechanismus 4:

Man geht davon aus, dass bei der Aktivierung von endothelialem NO Superoxid gebildet
wird, das entweder spontan oder enzymatisch durch Superoxid-Dismutase zu Hydrogen-
peroxid reduziert werden kann (Bryan et al., 2005; Félétou undVanhoutte, 2006). Bisher ist
nicht definiert, ob HO, in die glatten Muskelzellen diffundiert, ob es dort Kalzium- oder
ATP-abhangige Kaliumkanale offnet, bzw. ob letztere auf Endothelzellen oder auf der glatten
Muskulatur lokalisiert sind (Bryan et al., 2005; Félétou und Vanhoutte, 2006).
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Obwohl die HO,-Produktion mit zunehmender EDHF-Reaktion ansteigt, wird es als eher
schwach relaxierende bzw. hyperpolarisierende Substanz fir Arterien und Arteriolen
eingestuft (Bryan et al., 2005; Félétou und Vanhoutte, 2006). Dabei erhéht Bradykinin die
H,O.-Produktion signifikant (Matoba et al., 2003).

H,0O, kann die durch EDHF hervorgerufene Dilatation nicht immer identisch imitieren (Bryan
et al., 2005; Félétou und Vanhoutte, 2006).

Mdoglicher Mechanismus 5:

Das natriuretische Peptid vom C-Typ (CNP) induziert eine Hyperpolarisation und Dilatation
der glatten GefaBmuskulatur und o6ffnet Kalzium-abhangige-Bl&nale. Obwohl es
anfanglich fur einen potenten EDHF gehalten wurde, wird es nun eher in Frage gestellt. Die
Amplitude und auch Charakteristiken einer Reaktion hervorgerufen durch exogenes CNP an
Schweinekoronararterien sind in keiner Weise mit EDHF Dilatationen an diesen Gefal3en

vergleichbar (Félétou und Vanhoutte, 2006).
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4.1.6 PGF,,

PGF,, gehort zu den Prostaglandinen, die durch das Enzym Phopholipase Arachidon-

sdure synthetisiert werden und ungesattigte Fettsauren mit 20 C-Atomen darstellen. Die
bedeutendsten Prostaglandine zahlen zu den PGF- und zu der PGE-Gruppe. In der Tier-
medizin ist PGE, das pharmakologisch wichtigste. Die Prostaglandine spielen v.a. in der
Fortpflanzung bei der Luteolyse sowie der Steuerung der Uterusmotilitdt eine bedeutsame
Rolle. Daruberhinaus stellen sie noch Entziindungsmediatoren dar. In diesem Rahmen wirkt
PGFR,, kontrahierend auf den Gefal3tonus (Aurich, 2002).

Endogene Prostaglandine tragen erheblich zur Regulation von Gefal3tonus sowie -widerstand
im Koronarkreislauf von wachen Schweinen in Ruhe sowie unter Belastung bei (Merkus et
al., 2004). Im Falle einer Hemmung der NO-Synthase Aktivitat haben die Prostaglandine eine
verstarkte vasodilatative Wirkung im systemischen Kreislauf (Merkus et al., 2004). Daraus
ergibt sich, dass die Prostaglandine im systemischen Kreislauf vermutlich ahnlich dem EDHF
als eine Art Sicherheitssystem fungieren, falls die Bioverfiigbarkeit von NO verringert oder
gestort ist (Merkus et al., 2004).

Durch das hinzugeflgtes PgRvurde eine Kontraktion eingeleitet. Wenn die Kurve einen
steady state erreichte, d.h. die maximale Kontraktion gemessen wurde, begann die Messung,
d.h. die Dilatationsfahigkeit und die prozentuale GroR3e der Dilatation wurde Uberpruft, wobei
als Referenz die zum Zeitpunkt der ersten Bradykinin-Gabe (BK-Gabe) vorliegende durch
PGFR,, induzierte Kontraktion als 100%-Wert genommen wurde. Die Gefal3weitstellung im
Sinne einer Dosis-Wirkungs-Kurve wurde durch das Hinzufiigen von Einzeldosen mit
ansteigender BK-Konzentrationen herbeigeftihrt. Wie in den Untersuchungen von Dagtekin et
al., Funcke, Gerbershagen et al., Steinhoff und Weinand wurde nicht die Kontraktionsstérke
auf PGk, quantifiziert, sondern als Mal3 der Dilatationsfahigkeit der Prozentsatz der durch
Papaverin ausgelosten maximalen Dilatation ermittelt (Dagtekin et al., 2008 & 2009; Funcke,
2001; Gerbershagen, 2007; Steinhoff, 2004; Weinand, 2010). Diese Vorgehensweise lehnt
sich an ein verbreitetes Verfahren an, das schon von Dagtekin et al. als standardisierte Tech-
nik beschrieben wird (Dagtekin, 2009).

Die in den Tabellen 8 bis 11 festgehaltenen Werte beschreiben die afdfelgte, echte

Kontraktion der Koronararterienteilstiicke. Sie sind jedoch nicht auf die variable RinggroRRe
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standardisierbar. Unter L-NNA sind die Kontraktionen deutlich starker, weil die dilatierende
Wirkung von NO aufgehoben wurde und somit eine starkere Kontraktion auf die gleiche
Menge PGE;, erfolgt (s. Kap. 4.1.4).

4.1.7 Bradykinin

Bradykinin ist ein endogenes aus neun Aminosauren bestehendes Peptid (Kietzmann et al.,
2002), das als potenter endogener Vasodilatator u.a. vom ischamischen Myokard freigesetzt
wird, und eine bedeutende Rolle innerhalb der Regulierung der koronaren Blutzirkulation bei
physiologischen und pathologischen Zustanden einnimmt (Frieden et al., 1999; Zhang et al.,
2004). ,Roche e Silva entdeckten diese Substanz 1949; einerseits fuhrt sie zu einem
systemischen Blutdruckabfall und andererseits ruft sie eine langsame Kontraktion des Darms
hervor. Dieser Substanz wurde daher der Name Bradykinin gegeben (dmiadkgs fur
langsamkinein fur bewegen*® (aus Dahmen, 2009)).

Man unterscheidet Bund B-Rezeptoren. Wahrend erstere mit geringerer Bradykininaffinitat

bea Gewebeschéadigung eine Konstriktion von Arterien und Venen auslésen, kann bei durch an
Gq-Protein gekoppelte BRezeptoren vermittelte Reaktionen eine konzentrationsabhéangige
Dilatation beobachtet werden, weil die Bildung von NO durch endotheliale NO-Synthase
eingeleitet wird (Batenburg et al., 2004; Malo et al., 2003; Nagao und Vanhoutte, 1992).
Bradykinin hat die Fahigkeit, die Zellen der glatten Gefalmuskulatur zu hyperpolarisieren
(Batenburg et al., 2004). Desweiteren senkt das Autakoid u.a. den peripheren Gefal3wider-
stand und erhoht das Minutenvolumen, die Herzfrequenz und das Schlagvolumen (Kietzmann
et al., 2002).

NO und/oder NO-enthaltende Faktoren, die konzentrationsabhéangig durch BK aus zellularen
Depots ausgeschittet werden, ebenso wie Kalzium-abhangige Kaliumkanale (BKs ,
SKcaKandle) auf den Endothelzellen bzw. die sich auf den glatten Gefalimuskelzellen
befindlichen Kr—Kanéle sowie die ebenfalls dort lokalisierte "Ma-ATPase oder auch
spannungsabhangige Kaliumkanéle, \Ksind an der BK-induzierten Relaxation beteiligt
(Batenburg et al., 2004; Berkels et al., 1996; Shimizu und Paul, 1997; Stgen et al., 2003).
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Durch die BK-Gaben kommt es zu einem Anstieg des NOs, das dann zu der BK-induzierten
Relaxierung, d.h. Dilatation und Hyperpolarisation durch den EDHF beitragt (Ge et al., 2000).
Fur unseren Versuch gilt, dass wir tber das hochdosierte L-NNA die NO-Bildung inhibierten.
Zwar kann wohl auch unter diesen Bedingungen durch die BK-Verabreichungen selbst wieder
eine geringe Menge NO freigesetzt werden (Ge et al., 2000). Diese ist aber zu klein, um einen
Beitrag zur Dilatation zu leisten. Desweiteren agiert bei der Bradykinin induzierten
Relaxation vornehmlich EDHF im Vergleich zu NO bzw. Prostazyklin (Matoba et al., 2003).

Nach Gabe aller BK-Konzentrationen wahrend des Messdurchgangs und der dabei maximal
erreichten Dilatation beobachteten wir wieder eine Kontraktion. Letzteres erklart sich durch
eine Desensitivierung der,BRezeptoren. Selbst bei weiteren BK-Gaben hétte die Dilatation
nicht gesteigert werden kénnen. Als Folge konnte das noch im Organbad vorhandene PGF

wieder seine Wirkung entfalten, und eine Kontraktion stellte sich erneut ein.
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4.1.8 Qualitatssicherung

Wir verwendeten zur Qualitatssicherung nur Koronarabschnitte, die in der ersten Kontroll-
messung mit Bradykinin nicht auRerhalb der dreifachen Standardabweichung der Kontroll-
gruppe lagen, d.h. bei der Messung ohne L-NNA mindestens 50% bzw. bei der Messung mit
L-NNA mindestens 30% Dilatation auf eine BK-Konzentration vor® Hufwiesen. Alle
Koronararterienteilstiicke, die die beschriebene Mindestdilatation nicht erreichten, gingen
nicht in die Auswertung ein. Im zweiten und auch im dritten Messdurchgang fielen die
Dilatationswerte bereits in den Versuchen ohne Studiensubstanz kontinuierlich ab. Erreichten
die Koronarabschnitte im dritten Messdurchgang eine Dilatation von unter 10%, wurden auch
diese Gefal3ringe von der Statistik ausgeschlossen, weil das Endothel nicht mehr
physiologisch arbeitete. Der erste und dritte Messdurchgang sollten urspringlich als
gemeinsame Kontrolle flr den zweiten Messdurchgang, der mit Zusatz von Studiensubstanz
erfolgte, verwendet werden. Durch die Beobachtung der kontinuierlich schwéacher ausfallen-
den Dilatation, nahmen wir von dieser ursprunglichen Planung Abstand und entschieden uns,
eine statistische Auswertung und Signifikanzberechnung fur die Wirkung der Studien-
substanzen im zweiten Messdurchgang jeweils nur gegeniber dem zweiten Messdurchgang in
der Kontrollgruppe ohne Studiensubstanz durchzufiihren, obwohl ein individueller Vergleich
besonders attraktiv gewesen wére. Eine mdgliche Ursache fiur diese abfallende Dilatation

koénnte in der offensichtlich in vitro stattfindenden Alterung der Gefal3abschnitte liegen.

Eine weitere Stufe zur Qualitatssicherung lag in den beiden KCI-Gaben vor den drei Mess-
durchgangen, auf die eine massive Kontraktion erfolgte. Wurde letztere nicht beobachtet,
konnte von einer Schadigung des Endothels bzw. einer Beeintrachtigung seiner Funktionalitat
ausgegangen werden, und die betroffene Koronararterie kam nicht in die statistische Auswer-
tung. Nach Bestehen dieser vielen einzelnen ,Kontrollpunkte” zur Sicherung der Qualitat des
Versuches konnten insgesamt 426 Gefaldringe von 608 Koronararterienteilstiicken bzw. aus
135 verschiedenen HerzkranzgefalRen statistisch ausgewertet werden. Die 182 verworfenen
Gefalringe kamen nicht in die Auswertung, weil sie entweder anfanglich nicht auf die KCI-
Gabe kontrahierten bzw. keine Kontraktion auf RGfeigten, nicht mindestens 50% in der
EDR bzw. 30% in der Dilatation unter dem EDHF erreichten oder im letzten Messdurchgang
unter 10% Dilatation blieben.
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Zur Standardisierung der Messbedingungen wurde zwischen den Messdurchgangen jeweils
dreimal mit 10ml KH-L6sung inkubiert, um die im vorhergehenden Lauf zugegebenen
Substanzen (Indometacin, L-Arg bzw. L-NNA, PGFBK) zu entfernen; dann wurde die
Einstellung eines ,steady state” unter fortwahrender Dehnung mit 2g abgewartet.

Nach dem dritten Messdurchgang wurde die nicht auf erhaltener Endothelfunktion beruhende
Gefaldilatation durch Natriumnitroprussid und die nachfolgende muskulare Relaxation durch
Papaverin genutzt, um den maximalen Relaxationsgrad der Koronarabschnitte mit dem

Relaxationsniveau zu Beginn der Messdurchgénge vergleichen zu kénnen.

4.1.9 Natriumnitorprussid

Natriumnitroprussid (auch Nitroprussid-Natrium, Abklrzung: SNP), mit dem Synonym
Nitrosylpentacyano-ferrat, ist das Salz, und somit die trockene und feste Form des
Nitroprussids, einem direkten Vasodilatator, der zur Blutdrucksenkung eingesetzt wird
(Daunderer, 1986; Steinhoff, 2004; Tinker und Michenfelder, 1976). SNP als Wirkstoff aus
der Gruppe der Cyanide wird dementsprechend zur Blutdrucksenkung verwendet (Daunderer,
1986; Khot et al., 2003). In unserem Versuch haben wir es nach dem dritten Messdurchgang
zur Dilatation verwendet (s. Kap. 2.8, Abb. 2). Die Substanz ist sehr lichtempfindlich und
muss als Losung immer frisch zubereitet werden, weil sie ansonsten durch Lichteinwirkung
oxidiert und somit in ihrer Wirkung eingeschrankt wird (Khot et al., 2003; Sponer, 2002).
Selbst unter Lichtausschluss ist die frisch angesetzte Losung nicht l&anger als vier Stunden
haltbar (Léscher und Ungemach, 2006). Letzteres bildet einen weiteren Nachteil fur den

Einsatz von SNP anstelle des BKs.

SNP wirkt an der glatten Muskulatur der Gefal3e und dilatiert Arterien und Venen Uber einen
endothelunabhangigen Weg. Es wird als NO-Donor bezeichnet, da spontan drei NO-Molekiile
aus seinem Komplex freigesetzt werden (Mc Gowan et al., 1994; Selemidis und Cocks, 2007;
Steinhoff, 2004).
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Abbildung 3: Schematische Darstellung des Molekiils — Natriumnitroprussid nach Tinker und Michenfelder, 1976

Nach Anwendung kommt es zu einer fast-maximalen lokalen Relaxation (Selemidis und
Cocks, 2007). Diese endothelunabhangige Dilatation durch SNP ist somit NO vermittelt und

dadurch cGMP-abhangig (Doss et al., 1995; Gendron et al., 2004; Mc Gowan et al., 1994;
Thollon et al., 2002).

4.1.10 Papaverin

Wie oben bereits beschrieben, wurde Papaverin zur Erzielung einer maximalen Dilatation am
Ende der Messungen eingesetzt (s. Kap. 2.8, Abb. 2), um auf der Basis der maximalen
Dilatation vor Beginn und am Ende der Messungen den prozentualen Dilatationsgrad nach der
Bradykiningabe in den Messdurchgangen ermitteln zu kdnnen. Wir erreichten diesen

maximalen Dilatationsgrad des Koronarringes bei der von uns gewahlten Konzentration im
Organbad von 0,21pmol/l.

Papaverin, das zu den toxischen und betaubenden Alkaloiden zahlt, ist zu ca. 1% im Roh-
opium enthalten und wird als Extrakt aus der Schlafmohnpflanze (Papaver somniferum)
gewonnen. Die lipophile Substanz gilt als unspezifisches, aber sehr potentes muskulotropes
Spasmolytikum, das unabhangig vom Endothel vasodilatativ auf das Koronarsystem wirkt.

Durch Inhibition der Phosphodiesterase flihrte Papaverin zu einer vollstdndigen Dilatation der
Koronarringe. Phosphodiesterase ist ein intrazellulares Enzym, das den Abbau von cAMP und
cGMP bewirkt, indem es sie hydrolysiert (Martin et al.,, 1986; Sponer, 2002). Die

Phosphodiesterase-Hemmer inhibieren diese Hydrolyse.
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4.2 Darstellung und Vergleich der Testergebnisse

Im intraindividuellen Vergleich des ersten mit dem zweiten Messdurchgang bei den
Kontrollversuchen kam es immer zu einem signifikanten Abfall des Relaxationsgrades,
berechnet mit dem t-Test. Aufgrund dieser systematischen Verschiebung wahlten wir fir die
Auswertung der Ergebnisse nur noch die Werte der zweiten Messdurchgénge unter Einfluss
der Kolloide und die aus den zweiten Messdurchgangen der Kontrollgruppe. Da es sich
hierbei um den Vergleich mit mehreren Konzentrationsstufen der Kolloide handelte, mussten
wir einen Test mit Mehrgruppenvergleich anwenden, den Student-Newman-Keuls Test. In
beiden Fallen wurde ein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen bei einer

Irrtumswahrscheinlichkeit von K05 angenommen.
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4.3 Plasmaexpander — die verwendeten Studiensubstanzen

Die von uns in dieser Studie verwendeten Plasmaexpander: HES (200/0,5), Dextran und
Gelatine in Form von Gelatinepolysuccinat fihrten alle zu einer geringer ausgepragten

Vasodilatation gegeniber der Kontrolle. Dabei ergaben sich deutliche Unterschiede bei einer
getrennten Betrachtung der EDR bzw. EDHF Dilatationen v.a. unter Hinzunahme der Ver-

anderung nach der Konservierung. Die Ergebnisse der Konservierung erweiterte das aus
ahnlichen Arbeiten erlangte Wissen, wie die Studien von Dahmen, Dahnken, Funcke,

Gerbershagen, Naglo-Dinner und Weinand, und gibt die Mdglichkeit zu neuen Uberlegungs-
ansatzen im Rahmen von Herztransplantationen (Dahmen, 2009; Dahnken, 2007; Funcke,
2001; Gerbershagen, 2007; Naglo-Dunner, 2010; Weinand, 2010).

In unserer Studie wurde systematisch die Dilatationsfahigkeit von Koronararterienringen vor
und nach Organkonservierung unter dem Einfluss von Pharmaka im Vergleich zu den
Kontrollen ohne Pharmaka uberpriuft. Dabei lehnte sich unser Versuchsablauf u.a. an die
Dissertation von Steinhoff an, in der die Dilatationsfahigkeit der gro3en porcinen Koronarien
unter dem Einfluss von Trasylol Gberpruft wurde, wobei die endothelabhdngige Vasorelaxa-
tion aus dem prozentualen Anteil der Substanz P (anstelle der Bradykinin-Verdinnungsreihe)
Dilatation an der PG& Kontraktion errechnet wurde (Steinhoff, 2004). Ahnlich haben auch
Dagtekin et al. und Gerbershagen et al. unter dem Einfluss des Pharmakons Pancuronium die
EDHF-vermittelte Relaxation von Koronararterien im Vergleich zu der EDR an porcinen und
bovinen Gefal3en untersucht, und als Mal3 ebenfalls den prozentualen Anteil der durch Brady-
kinin bzw. Acetylcholin hervorgerufenen Dilatation an der RGRontraktion gewahlt
(Dagtekin, 2008; Gerbershagen, 2007). Fischer und Bosse et al. wendeten zur Uberpriifung
der Integritat des Endothels, die eine unabdingbare Voraussetzung fir die Herztransplantation
darstellt, die gleiche Methode an wie wir in unserer Studie mit den Kontrollversuchen (Bosse
et al., 2002; Fischer, 2011). In diesem Zusammenhang spielte die Konservierung bzw. der
Erhalt der Organfunktionalitat nach Konservierung eine bedeutende Rolle, damit beispiels-
weise ein Spenderherz auch trotz eines erforderlichen Transportes zu dem Empfanger keinen
Nachteil beziglich seiner Physiologie erfahrt (Bosse et al., 2002; Fischer, 2011).

Dagtekin et al. untersuchen bereits 2008 den Effekt des Plasmaexpanders HES auf den EDHF
und die EDR an porcinen Koronarartereien; dabei betonten sie, dass kaum Literatur beztglich
der Wirkungen von HES auf die endotheliale Funktion vorhanden sei, weil die meisten
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Autoren die anti-inflammatorischen Eigenschaften des Kolloids untersucht haben (2008).
Ahnlich beschreiben sie in ihrer Veréffentlichung 2010, dass keine Daten uber die Wirkung
von Gelatine auf die EDR publiziert seien und sich Untersuchungen immer auf

inflammatorische Veranderungen und endotheliale Dysfunktionen bezégen (2010).

Dagtekin et al. kommen in ihrer Studie zu dem Ergebnis, dass HES im Bereich der
epikardialen Koronararterien des Schweines eine signifikante Reduktion in der EDR und
besonders des EDHF herbeifuhrt (2008). Sie nutzten fur ihre Studien HES in einer 6mg/mi

Konzentration, weil diese auch in der Klinik eingesetzt wird.

Die jeweilige Konzentration der Plasmaexpander spielte beziiglich der Verringerung der
GefalRerweiterung mit Erreichen des Signifikanzniveaus in unserer Studie keine bedeutende
Rolle. Ahnlich fasst Vincent zusammen, dass die Intensitat bzw. die Flussigkeitssubstitution
mit Plasmaersatzstoffen an sich moglicherweise eine viel grol3ere Bedeutung hat als der
eigentlich verwendete Plasmaexpander, wenn auch allen voran HES viele wirkungsvolle
vaskulare Effekte aufweist wie beispielsweise die anti-inflammatorische Wirkung von HES-
Losungen (2007). Vincent benennt u.a. die Wiederherstellung der Makrophagenfunktion, die
Verhinderung der Adhéasion von neutrophilen Granulozyten an entziindetem Endothel oder
die Abschwéchung der durch Hypoxie hervorgerufenen Gefal3undichtigkeit bzw. die
Milderung akuter Entzindung (Vincent, 2007). Dabei betont er, dass die Ursache der
vaskularen Effekte wohlmdglich nicht der Natur von HES zugrunde liegen sondern als Vorteil

der Flussigkeitssubstitution selbst angesehen werden mussen.

In unserer Studie fuhrte Gelatine in allen Konstellationen tendenziell zu der heftigsten
Beeintrachtigung wéahrend Dextran den geringsten Einfluss hinsichtlich einer Rechts-
verschiebung nahm. Obwohl Gelatine einige Vorzige im Rahmen 6konomischer Gesichts-
punkte innehat und auch die Blutgerinnung nicht beeinflusst, werden diesem Kolloid doch
vermehrt anaphylaktische Reaktionen nachgesagt als vergleichsweise Starkelésungen
(Bothner et al., 1998; Klotz und Kroemer, 1987). Diese anaphylaktischen Reaktionen und
eine kurze intravasale Halbwertszeit limitieren den Einsatz dieses Kolloids erheblich (Klotz
und Kroemer, 1987). Wird es dennoch verwendet, kommen drei verschiedene chemisch
modifizierte Varianten in Frage u.a. die von uns verwendete Flissiggelatine in Form des
Gelatinepolysuccinats (Klotz und Kroemer, 1987). Gelatine zeigte in der frischen EDR fur

alle Konzentrationen eine Tendenz zur Verringerung der Dilatation, die v.a. bei der 20mg/ml
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Konzentration fir die hohen BK-Konzentrationen®10nd 10° das Signifikanzniveau
erreichten. In den frischen EDHF Versuchen wiederholte sich dieses Bild mit zusatzlichen
signifikanten Ergebnissen bei der héchsten BK-Konzentratiohfai0 die 5 und 10mg/ml
Konzentration. Die Tendenz beziiglich einer Minimierung der Dilatation wurde auch bei HES
beobachtet, jedoch konnte das Signifikanzniveau in der frischen EDR bei Blrddicht
werden und fiir die 5mg/ml Konzentration auch fir BK®1M einer Studie an Ratten von
Feng et al. konnte nach Verabreichung von HES bzw. Gelatine kein mal3geblicher
Unterschied beziglich der hAmodynamischen Stabilitdt beobachtet werden; eindeutig war der
arterielle Blutdruck in beiden Gruppen gleich (2007). In der Dilatation frischer Koronarien
iber den EDHF konnten &hnlich den Versuchen mit Gelatine fir HES nur bei BK 10
signifikante gegeniber den Kontrolluntersuchungen verdnderte Werte ermittelt werden. Die
frischen Koronarien wiesen in der EDR unter dem Einfluss von Dextran fur die beiden
geringeren Konzentrationen nur fiir BK 1@nd 10° signifikante gegeniiber den Kontroll-
untersuchungen veranderte Werte auf und in dem EDHF bei den héherer BKdLOO’ fiir

die 20mg/ml bzw. fir die 10mg/ml Konzentration bei BK®1®Genken die synthetischen
Kolloide die Vasodilatation, wirde auf den lebenden Organismus Ubertragen der Blutfluss
nicht in dem Mal3e steigen wie bei einer reinen Flissigkeitssubstitution, bei uns vergleichbar
mit dem Kontrolldurchgang ohne Substanz, und der Blutdruck wirde nicht derart gesenkt

sondern kdnnte unter Einsatz von Dextran eventuell sogar konstant gehalten werden.

In diesem Zusammenhang wurde in der EDR mit konservierten HerzkranzgefalR3en eine
interessante Beobachtung gemacht: Tendenziell verliefen die Kurven nach Zugabe der
unterschiedlichen Kolloide fast deckungsgleich mit der Kurve aus dem Versuch ohne Zugabe
einer Studiensubstanz. Die zuvor bei den frischen Koronarien beobachtete Herabsenkung der
Dilatation durch die Plasmaexpander wurde durch die Konservierung derart kompensiert, dass
nun auch die Werte aus der Kontrolle deutlich geringer ausfielen und der Abschwéachung
durch die synthetischen Kolloide gleichkam. Aufgrund dieses fast deckungsgleichen Verlaufs
der Kurven wurde bei keinem Plasmaexpander das Signifikanzniveau erreicht aul3er fur die
20mg/ml Konzentration von HES fir BK Tound 1C°. Hier verlief die Kurve tendenziell
entlang hoherer Dilatationswerte gemessen in Prozent. Der Graph kdnnte derart interpretiert
werden, dass bei der hohen HES-Konzentration das Kolloid die Dilatation nicht, wie sonst
immer beobachtet, abschwachte sondern sogar stabilisierte und verstarkte. Diese
Uberlegungen mussten in einer speziellen Versuchsreihe tberpruft werden. Das Molekular-

gewicht der von uns eingesetzten HES lag bei 200.000 Dalton (200/0,5) (Sommermeyer et al.,
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1987; Weidler et al.,, 1991). HES ahnelt von der Struktur der in der Leber gespeicherten
Starke Glykogen, das aus Glucose aufgebaut ist und im tierischen bzw. menschlichen
Organismus zur kurz- bzw. mittelfristigen Speicherung und Bereitstellung dieses
Energietragers dient. Insgesamt zeigt HES aufgrund der glykogenartigen Molekularstruktur
ein geringes Risiko unerwinschter Arzneimittelnebenwirkungen, so dass laut Brickman et al.
sowie Maurer und Berardinelli HES bei Tier und Mensch nicht bzw. kaum immunogen wirkt
(1966; 1968; Dieterich et al., 1998)axenaire et al. fihrten an etwa 20.000 Patienten eine
multizentrische Vergleichsstudie durch. Dabei hob sich HES gegenliber anderen Kolloiden als
Therapeutikum insofern ab, dass nach Verabreichung nur zu 0,058% anaphylaktische
Reaktionen und somit die geringste Anzahl an unerwiinschten Nebenwirkungen ausgelost
wurden (Laxenaire et al.,, 1994). Ring und Messmer hielten fest, dass alle verfliigbaren
Kolloide immer als Nebenwirkung das Risiko méglicher anaphylaktischer Reaktionen bergen.
Gefahrliche Beeintrachtigungen wie Schock, Herz- bzw. Atemstillstand konnten zu 0,006%
bei HES, zu 0,008% bei Dextran und zu 0,038% bei Gelatinelosungen festgestellt werden
(Ring und Messmer, 1977). Wir kdnnen somit festhalten, dass schwere anaphylaktische

Reaktionen unter HES gefolgt von Dextran deutlich seltener auftreten als unter Gelatine.

Die Dilatation durch den EDHF war auch bei den konservierten Herzkranzgefal3en gegentber
der Kontrollkurve deutlich geringer ausgepragt. Tendenziell kamen die Gefal3ringe unter der
Einwirkung der verschiedenen Plasmaexpander etwa auf die Halfte (Gelatine) der Dilatation
gegenuber den Kontrollwerten ohne Studiensubstanz, wobei Gelatine in der hohen
Konzentration fir BK 18 und 10° das Signifikanzniveau gegeniiber der Messung ohne
Studiensubstanz erlangte. Bei den Messdurchgangen mit HES konnte in der niedrigsten HES
Konzentration ebenfalls fiir BK found 10° das Signifikanzniveau gegeniiber der Messung
aus dem Kontrollversuch erreicht werden. In dieser Versuchskonstellation war unter dem
Einfluss von Dextran im Vergleich zu den beiden anderen synthetischen Kolloiden tendenziell
die geringste Beeintrachtigung der Dilatation zu erkennen.

Bunn und Ashraf halten fest, dass sich kein Kolloid in Bezug auf eine héhere Wirksamkeit
bzw. Sicherheit bezogen auf Tod, Menge an Vollblut-Transfusionen bzw. Vorfalle
unerwunschter Nebenwirkungen hervorhebt, und die klinisch signifikanten Unterschiede
zwischen den Kolloiden innerhalb des Konfidenzintervalls liegen (2008).
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Abschlie3end konnten wir von einem deutlichen Einfluss der Plasmaexpander: HES, Dextran
und auch Gelatine auf die endotheliale Funktion bzw. auf endothelabhéngige, vasoaktive
Faktoren an den Herzkranzgefa3en von Schweinen ausgehen. Die Ergebnisse zeigten sowohl
fur die EDR als auch den EDHF eine eindeutige Tendenz hinsichtlich einer Rechts-

verschiebung, die durch signifikante Unterschiede immer wieder betont wurde.
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S Zusammenfassung

Ziel dieser Arbeit war es, den Einfluss von Plasmaexpandern (HES, Dextran, Gelatine) auf
die endothelabhangigen, vasoaktiven Faktoren (EDHF/NO) an der rechten Herzkranzgefal3-
arterie von Schweinen zu untersuchen. Das Endothel ist an der Regulation des kontraktilen
Status der glatten GefalBmuskulatur beteiligt und kann u.a. tber den vom Endothel stammen-
den Relaxierungsfaktor (EDRF), Prostazyklin (§Gind den EDHF eine Dilatation herbei-
fuhren. Das Probenmaterial (Herzkranzgefal3e) wurde von gerade geschlachteten Hausschwei-
nen wahrend eines normalen Schlachtvorganges entnommen, spater im Labor in 5mm lange
Gefaldringe geschnitten und dann in der Versuchsapparatur die Kontraktion/Dilatation gemes-
sen und dokumentiert. Jeder Gefal3ring durchlief jeweils drei Messdurchgénge: dabei wurde
die EDR mit der Relaxation Uber den EDHF verglichen; einerseits im Kontrollversuch ohne
Studiensubstanz und andererseits in den Versuchen mit Zusatz der Studiensubstanzen. Das
Gleiche wurde nach einer 24stindigen Konservierung erneut mit neuen Koronararterienteil-
sticken durchgefihrt. In den Kontrollversuchen zeigten sich fast ausschlie3lich signifikante
Unterschiede in dem intraindividuellen Vergleich des ersten Messdurchgangs mit dem
zweiten, bei dem tendenziell eine Reduktion der Dilatationsfahigkeit beobachtet wurde. Bei
allen Gefaldteilsticken konnten im Rahmen der EDR héhere Werte abgelesen werden als bei
der Relaxation tber den EDHF, da bei der EDR sowohl NO als auch der EDHF beteiligt sind,
und bei der EDHF-abhéngigen Dilatation die NO-Synthase inhibiert wurde. In den Versuchen
mit den frischen KoronargefalRen war wahrend der ersten Messdurchgange die Dilatation stér-
ker als bei den konservierten Gefal3ringen. Die drei Kolloide fuhrten unabh&ngig von ihrer
jeweiligen Konzentration im zweiten Messdurchgang zu einer geringer ausgepréagten Dilata-
tionskurve gegenuber den Kontrollversuchen; tendenziell war dieser Einfluss am deutlichsten
unter Gelatine wahrend mit Dextran die geringste Beeintrachtigung abzulesen war. In der
EDR fand durch die Plasmaexpander eine Kompensation statt, deutlich an dem fast
deckungsgleichen Kurvenverlauf der Kontrolle mit den Kurven mit Studiensubstanz: Die
Mittelwerte der Kontrollversuche erreichten nach der Konservierung nicht mehr so hohe
Werte wie bei den frischen Gefaldringen; mit den Studiensubstanzen fand tendenziell keine
derart massive Reduktion wie durch die Konservierung statt. Eine ahnliche Kompensation
konnte beim EDHF nicht beobachtet werden. Wir knnen von einem deutlichen Einfluss der
Plasmaexpander auf die endotheliale Funktion der porcinen HerzkranzgefalRen ausgehen mit
einer eindeutigen Tendenz hinsichtlich einer Reduktion der Dilatationsfahigkeit sowohl fir

die EDR als auch fur den EDHF, immer wieder betont durch signifikante Unterschiede.
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6 Summary

The intent of this dissertation was to investigate the effects of plasmaexpanders (Hydroxy-
ethylstarch, Dextran and Gelatine) on endotheliumdependent, vasoactive factors especially
EDHF and NO in the right coronary artery of pigs. The endothelium is involved in the
regulation of the vascular smooth muscle contractile state and has the ability to cause a
dilation by the Endothelium derived relaxing factor (EDRF), Prostacyclin and the EDHF. The
organic samples in the form of the coronary arteries were cut out of just slaughtered pigs
during a usual slaughter procedure at the slaughterhouse, later on in the laboratory they were
cut into 5mm long rings clamped in the organ bath of the experimental set-up and contraction/
dilation were measured and documented. Each coronary ring went through three testings in
which we compared the EDR with the relaxation by the EDHF; on one hand in the control
group without plasmaexpanders and on the other hand in the experiments with added colloids.
This experiment procedure was repeated after a 24hour preservation of the coronary arteries
with newly cut rings. Almost exclusively significant differences could be observed between
the first and second testing within the intraindividual comparison of the control group. Hereby
the graph of the second testing tended to a reduction of the ability of dilation. Regarding the
dilation of all coronary rings higher results for the EDR could be ascertained in comparison to
the relaxation due to the EDHF. The latter depends on a participation of both NO and EDHF
in the EDR and because of the NO-synthase inhibition within the EDHF depending dilation.
When comparing the first testings of the experiment with the fresh coronary arteries the
dilation was more obvious than for the preserved vessel rings. The experiments showed a
reduction for all three colloids independent to their particular concentration in the second
experiment procedure when compared to the graphs of the control group; by trend this
became most obvious for Gelatine while the least impact was obtained under the influence of
Dextran. A compensation by the colloids could be detected for the EDR, verified by the
almost congruent behaviour of the control group with the graphs with colloids. The averages
of the control group were not as high after the preservation as the ones of the fresh coronary
artery rings; when applying the colloids the massive impairment due to the preservation
tended to be reduced. A similar compensation for the EDHF could not be detected. We can
determine a considerable influence of plasmaexpanders on the endothelial function in the
coronary arteries of pigs with a distinct tendency in terms of a reduction of the ability to dilate

as well for the EDR as for the EDHF emphasized by various significant findings.
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