Expression und Funktion von nikotinischen
Azetylcholinrezeptoruntereinheiten in der

Arteria uterina der Ratte

CHRISTINE RETTIG

INAUGURAL-DISSERTATION zur Erlangung des Grades eines Dr. med. vet.
beim Fachbereich Veterindrmedizin der Justus-Liebig-Universitat GieRen

! vvs LAUFERGWEILERR ERLAG



Das Werk ist in allen seinen Teilen urheberrechtlich geschiitzt.

Jede Verwertung ist ohne schriftliche Zustimmung des Autors
oder des Verlages unzuldssig. Das gilt insbesondere fiir
Vervielfiltigungen, Ubersetzungen, Mikroverfilmungen

und die Einspeicherung in und Verarbeitung durch
elektronische Systeme.

1. Auflage 2011

All rights reserved. No part of this publication may be
reproduced, stored in a retrieval system, or transmitted,
in any form or by any means, electronic, mechanical,
photocopying, recording, or otherwise, without the prior
written permission of the Author or the Publishers.

1* Edition 2011

© 2011 by VVB LAUFERSWEILER VERLAG, Giessen
Printed in Germany

it i
VVB LAUFERSWEILER VERLA

STAUFENBERGRING 15, D-35396 GIESSEN
Tel: 0641-5599888 Fax: 0641-5599890
email: redaktion@doktorverlag.de

www.doktorverlag.de



Aus dem Klinikum Veterindrmedizin, Klinik fiir Geburtshilfe, Gynékologie und Andrologie
der GroB3- und Kleintiere mit tierdrztlicher Ambulanz der Justus-Liebig Universitit Gie3en
Betreuer: Prof. Dr. A. Wehrend

und

aus der Frauenklinik des Universititsklinikums Gielen und Marburg
Standort Gieflen
Betreuer: Prof. Dr. Dr. h.c. H.-R. Tinneberg

Expression und Funktion von nikotinischen
Azetylcholinrezeptoruntereinheiten in der
Arteria uterina der Ratte

Inaugural-Dissertation
zur Erlangung des Grades eines
Dr. med. vet.
beim Fachbereichs Veterindrmedizin
der Justus-Liebig-Universitit GieB3en

eingereicht von Christine Rettig
Tierarztin aus Dusseldorf

Giellen 2011



Mit Genehmigung des Fachbereichs Veterindrmedizin
der Justus-Liebig-Universitdt Gie3en

Dekan: Prof. Dr. M.. Kramer

Gutachter: Prof. Dr. A. Wehrend
Prof. Dr. Dr. h.c. H.-R. Tinneberg

Tag der Disputation: 22.03.2011



gewidmet Nele und Thomas,
die immer fiir diejenigen da sind,

die ihre Hilfe benodtigen



Inhalt

Inhaltsverzeichnis

1. Einleitung

1.1.
1.1.1
1.1.2.
1.2
1.2.1.
1.2.2.
1.2.3.
1.3.

Azetylcholinrezeptoren

Struktur

Agonisten und Antagonisten am nAChR
Cholinerge Systeme

in neuronalen Geweben

in non-neuronalen Geweben

in der BlutgefidBwand

Klinische Relevanz des Themas

2. Fragestellung

3. Material und Methoden

3.1.1.
3.1.2.
3.1.3.
3.2.
3.3.
3.4.
3.5.

Versuchstiere

Entnahme und Vorbereitung der Gefélle
Aufbau des Systems

Reagenzien und Losungen
Durchfiihrung

Versuchsaufbau

statistische Auswertung

— 00 o0 W N

16
18

20

22
22
22
23
25
26
28
29



Inhalt

4. Ergebnisse

4.1.

4.2.

4.3.

4.4.

4.5.

4.6.

4.7.

Applikation von Nikotin an der A. uterina von nicht-trichtigen Ratten
Applikation von Nikotin an der A. uterina von frithtrachtigen Ratten
Applikation von Nikotin an der A. uterina von spattrachtigen Ratten
Applikation von Hexamethonium und EC50 Nikotin an der A. uterina von
nicht-trachtigen Ratten

Applikation von Metyllycaconitin und EC50 Nikotin an der A. uterina von
nicht-trachtigen Ratten

Applikation von Dihydro-B-Erythroidin und EC50 Nikotin an der A. uterina
von nicht-triachtigen Ratten

Applikation von Nikotin an der A. uterina von nicht-triachtigen Ratten im

Ca-freien Medium

5. Diskussion

5.1

5.1.1.
5.1.2.
5.1.3.
5.1.4.
5.1.5.
5.2

5.2.1.
5.2.2.
5.2.3.
5.2.4.
5.2.5.

Diskussion von Material und Methoden

Wabhl des Versuchsmodells

Allgemeiner Versuchsaufbau im Arteriographen
Methode der Deendothelierung

Weitere funktionelle Versuche in der Zukunft
Weitere morphologische Versuche in der Zukunft
Diskussion der Ergebnisse

Effekt von Nikotin an der A. uterina

Einfluss der Hormonlage auf die Kontraktion
Einfluss einer Graviditét auf die Kontraktion
funktionelle Beteiligung von nAChR

Lokale Wirkung von Nikotin im Gefal3

5.2.5.1.Nikotin als cholinerger Agonist beeinflusst cholinerge Systeme
5.2.5.2.Nikotin wirkt an EC
5.2.5.3.Nikotin wirkt an VSMC

5.2.5.4. Nikotinwirkung an praterminalen Nervenendigungen

5.2.5.5.Weitere Auswirkungen von Nikotin am Gefal3

5.2.6.
5.3.
54.

Einfluss von Ca’" auf die Nikotin induzierte Vasokonstriktion
Klinische Bedeutung der Ergebnisse

Ausblick

31
31
32
33

34

35

36

37

38
39
39
40
40
41
42
42
42
42
42
43
45
46
46
48
49
49
50
51
53



6. Zusammenfassung

7. Literaturverzeichnis

8. Anhang

8.1. Weiterflihrende Tabellen
8.2. Versuchsdaten

8.3. Erklarung

8.4. Danksagung

8.5. Lebenslauf

Inhalt

55

57

84
&4
86
92
93
94



Inhalt

Abkiirzungsverzeichnis:

ACh
AChE
AChR
AS
BChE
CarAT
ChAT
CHT
cCHT
pCHT
CTL
DHBE
ECsg
EC
eNOS
FS
HEX
mAChR
MCC
mnAChR
ME
MEM
nAChR
nnAChR
NO
NOS
NS
OCT
OE
PBS
ROS

Arteria

Azetylcholin

Azetylcholinesterase

Azetylcholinrezeptor

Aminoséure

Butyrylcholinesterase

Carnitine Azetyltransferase

Cholin Azetyltransferase

Cholin Transporter

common-type Cholin Transporter
peripherer Cholin Transporter
Cholin-Transport like Transporter
Dihydro-83-Erythroidin

Konzentration bei der 50% der maximalen Antwort erreicht wird
Endothelzellen

endotheliale Stickstoffmonoxid Synthetase
friih trachtig

Hexamethonium

muskarinischer Azetylcholinrezeptor
Metyllycaconitin

muskuldrer nikotinischer Azetylcholinrezeptor
mit Endothel -> endothelintakt

Minium Essential Medium Losung
nikotinischer Azetylcholinrezeptor
neuronaler nikotinischer Azetylcholinrezeptor
Stickstoffmonoxid

Stickstoffmonoxid Synthetase

nicht trachtig

organische Kationen Transporter

ohne Endothel -> endotheldenudiert
Phosphate-Buffered Saline Lésung

reaktive Sauerstoffspezies



RT-PCR
SS

™
TTX
UA
VACHT
VIP
VSMC

Inhalt

quantitative Echtzeit Polymerase Kettenreaktion
spét triachtig

transmembranire Doméne

Tetradotoxin

A. uterina

vesikulédrer Azetylcholin Transporter
vasoaktives intestinales Peptid

glatte Muskelzellen am Gefal3



Abbildungsverzeichnis:

Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

A A o

*

10:
11:

12

13:

14:

15:

Strukturformel des Nikotins

Strukturformel des Azetylcholins

Struktur des neuronalen nikotinischen Azetylcholinerezeptor

Longitudinaler Schnitt durch einen neuronalen nAChR

ACh-Bindungsstelle zwischen zwei benachbarten Untereinheiten
Schematische Darstellung der cholinergen Nervenendigung

ACh-Kreislauf, Synthese, Freisetzung, Wirkung und Inaktivierung an der
nicht- neuronalen Zelle

schematische Darstellung des apparativen Aufbaus

Foto einer Arterie im Artheriographensystem

Versuchsaufbau

Dosiswirkungskurve der Nikotinapplikation an der endothelintakten (ME) und
endotheldenudierten (OE) A. uterina (UA) von nicht-trichtigen Ratten (NS)

: Dosiswirkungskurve der Nikotinapplikation an der endothelintakten (ME) und

endotheldenudierten (OE) A. uterina (UA) von friihtrdchtigen Ratten (FS)
Dosiswirkungskurve der Nikotinapplikation an der endothelintakten (ME) und
endotheldenudierten (OE) A. uterina (UA) von spéttrachtigen Ratten (SS)
Dosiswirkungskurve der Hexamethonium + ECsy Nikotin Applikation an der
endothelintakten (ME) und endotheldenudierten (OE) A. uterina (UA) von
nicht-trachtigen Ratten (NS)

Dosiswirkungskurve der Methyllycaconitine + ECsy Nikotin Applikation an
der endothelintakten (ME) und endotheldenudierten (OE) A. uterina (UA) von
nicht-trachtigen Ratten (NS)

16: Dosiswirkungskurve der Dihydro-B-Erythroidin + ECsy Nikotin Applikation

17:

an der endothelintakten (ME) und endotheldenudierten (OE) A. uterina (UA)
von nicht-trachtigen Ratten (NS)

Dosiswirkungskurve der Nikotinapplikation an der endothelintakten (ME) und
endotheldenudierten (OE) A. uterina (UA) von nicht-trdchtigen Ratten (NS)
im Ca-freien Medium (PBS)



Inhalt

Tabellenverzeichnis:

Tab. 1:
Tab.2:

Unterschied zwischen neuronalen und nicht-neuronalen cholinergen Systemen

Mogliche Kombination der AChR-Untereinheiten

Konstriktion bei Applikation der aufgefiihrten Nikotin-Konzentrationen c¢;-c¢ an der

Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.

Tab.

3:

4
5
6:
7
8
9

endothelintakten A. uterina von nicht-trachtigen Ratten
endotheldenudierten A. uterina von nicht-trichtigen Ratten
endothelintakten A. uterina von spét trachtigen Ratten

endotheldenudierten A. uterina von spittrachtigen Ratten

endothelintakten A. uterina von friithtrdchtigen Ratten

endotheldenudierten A. uterina von frithtrachtigen Ratten

endothelintakten A. uterina von nicht-trichtigen Ratten im Ca'-freien

Medium (PBS)

: endotheldenudierten A. uterina von nicht-trichtigen Ratten im Ca'-freien

Medium (PBS)

Dilatation bei Applikation der aufgefiihrten Blocker-Konzentrationen c;-c4 gemeinsam

mit der errechneten EC50 Nikotin-Konzentration in Bezug auf die zuvor applizierten

alleinigen EC50 Nikotin-Konzentration bei der nicht-trachtigen Ratte durch

Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.

11:
12:
13:
14:
15:
16:

Metyllycaconitin an der endothelintakten A. uterina
Metyllycaconitin an der endotheldenudierten A. uterina
Dihydro-B-Erythroidin an der endothelintakten A. uterina
Dihydro-B-Erythroidin an der endotheldenudierten A. uterina
Hexamethonium an der endothelintakten A. uterina

Hexamethonium an der endotheldenudierten A. uterina



Inhalt

Konstriktion bei Applikation der aufgefiihrten Blocker-Konzentrationen cj-c4
gemeinsam mit der errechneten EC50 Nikotin-Konzentration in Bezug auf die zuvor
applizierten alleinigen EC50 Nikotin-Konzentration bei der nicht-trichtigen Ratte durch

Tab. 17: Metyllycaconitin an der endothelintakten A. uterina

Tab. 18: Metyllycaconitin an der endotheldenudierten A. uterina

Tab. 19: Dihydro-8-Erythroidin an der endothelintakten A. uterina

Tab. 20: Dihydro-B-Erythroidin an der endotheldenudierten A. uterina

Tab. 21: Hexamethonium an der endothelintakten A. uterina

Tab. 22: Hexamethonium an der endotheldenudierten A. uterina






Einleitung

1. Einleitung

,Jeder Frau ist dringend zu empfehlen, das Rauchen wéhrend der Schwangerschaft so frith
wie nur moglich einzustellen", rdt die amerikanische Neurowissenschaftlerin Lise Eliot in
threm Buch ,,Was geht da drinnen vor?“ (Eliot und Schaden 2003). Klinische Studien
ergaben, dass Rauchen wihrend der Schwangerschaft zu vielzdhligen negativen Effekten fiir
Mutter und Kind fithren kann. Es steht u. a. mit einem erhohten Risiko fiir Fehlgeburten
(Windham et al. 1999) sowie mit einem reduzierten fetalen Wachstum und Geburtsgewicht
(Figueras 2007, Mitchell et al. 2002) im Zusammenhang. Krishna (1978) zeigte, dass bei
Tabak kauenden Miittern ebenfalls ein Anstieg des Risikos fiir Fehlgeburten sowie eine
Reduktion des Geburtsgewichtes nachzuweisen ist. Daraus schlieBen Lambers und Clark
(1996), dass Nikotin vermutlich der Hauptfaktor der schiddlichen Wirkung des
Zigarettenkonsums ist, da in der oben genannten Studie keine anderen Substanzen des
Zigarettenrauchs (z.B. Kohlenmonoxid) zusétzlich aufgenommen wurden.

Nikotin ist ein Alkaloid, das vorwiegend in der Tabakpflanze und in geringerer Konzentration
auch in anderen Nachtschattengewédchsen vorkommt. Es ist zum ersten Mal vom
franzosischen Chemiker Nicholas-Louis Vauquelin 1809 isoliert worden (Changeux und

Edelstein 2006).

CN> N

Abb. 1: Strukturformel des Nikotins

Nikotin wirkt im menschlichen Korper als Agonist am nikotinischen Azetylcholinrezeptor
(nAChR). Es fiihrt bei geringer Dosis zu einer Erregung der nAChR, wihrend hohere Dosen

eine Dauerdepolarisierung dieser Rezeptoren verursachen (Burgis 2008).
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1.1.  Azetylcholinrezeptoren

Azetylcholin (ACh) ist ein phylogenetisch sehr altes Molekiil, das sowohl in eu- als auch in
prokariotischen Zellen weit verbreitet ist (Wessler et al. 1999). Hier wirkt es als
Neurotransmitter und  stimuliert als physiologischer =~ Agonist —membranstindige

Azetylcholinrezeptoren.

i i
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Abb. 2: Strukturformel des Azetylcholins

Dale (1914) zeigte, dass es zwei verschiedene Gruppen von Azetylcholinrezeptoren gibt: Die
muskarinischen (mAChR) und nikotinischen Azetylcholinrezeptoren (nAChR). Die mAChR
sind G-Protein gekoppelte Rezeptoren, die durch Atropin desensibilisiert werden koénnen,
wiahrend es sich bei den nAChR um Liganden gesteuerte lonenkanile handelt, deren

Funktion durch Nikotin verdndert werden kann (Dale 1914, Le Novere und Changeux 1995).

Der nAChR zihlt zur Gruppe der ionotropen Rezeptoren, zu der auch Serotonin-, GABAx-,
GABAC(- und Glycin-Rezeptoren gehoren. Sie sind fiir eine schnelle Informationstransmission
verantwortlich, indem sie durch einen loneneinstrom das Zellmembranpotential verdndern.
Neben dem physiologischen Agonist ACh bilden sie Zielrezeptoren vieler pharmakologischer
Substanzen wie z.B. Nikotin oder Curare. Ferner sind sie an verschiedenen
Krankheitsgeschehen beteiligt wie z.B. an Morbus Alzheimer, Morbus Parkinson,

Schizophrenie, Depression und Schmerzzustanden (Changeux und Taly 2008).

Es sind zwei verschiedene Typen des nikotinischen AChR bekannt: der muskulédre Typ in der
Skelettmuskulatur sowie der neuronale Typ. Der neuronale Typ kommt sowohl im peripheren
und zentralen Nervensystem (Gay und Yakel 2007, Kalamida et al. 2007), als auch in non-

neuronalen Geweben vor, wie z.B. in Lungengefdflen, Epidermis, Epithel der Luftwege und
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des Darms, Pleura und Epithel von Mund- und Vaginalschleimhaut und Blutgefd3en (Wessler
et al. 1998, Klapproth et al. 1997, Briiggmann et al. 2002).

1.1.1. Struktur

Der nikotinische Azetylcholinrezeptor besteht aus fiinf homologen Proteinuntereinheiten (-,
B-, v- und do-Untereinheiten), die einen zentralen Kanal einschlieBen. Der muskulidre AChR
(mnAChR) setzt sich stochiometrisch aus a,fyd Untereinheiten zusammen (Changeux und
Edelstein 2006). Wéhrend der Embryogenese wird in muskuldren Rezeptoren von hoheren
Wirbeltieren die im Embryo vorhandene y-Untereinheit gegen eine e-Untereinheit im adulten
Organismus ausgetauscht (Witzemann et al. 1989). Dabei ist die y-Untereinheit als Regulator

in der Entwicklung der Synapsen zusténdig (Yampolsky et al. 2008).

Der neuronale nAChR (nnAChR) besteht entweder als Hetero- oder als Homopentamer aus
a- und B-Untereinheiten (Brejc et al. 2001). Als Homopentamere bezeichnet man Rezeptoren,
die sich aus fiinf gleichen Untereinheiten (z.B. o) zusammensetzen, wobei Heteropentamere
aus o- und B-Untereinheiten gebildet werden. Zwolf neuronale nAChR Untereinheiten
konnten bei Wirbeltieren identifiziert werden - o, bis a9 und B, bis B4. Sie werden alle — mit
Ausnahme der ag-Untereinheit, die nur im Huhn vorkommt — in Séugetiergewebe exprimiert
(Lindstrom 2000, Gotti und Clementi 2004). o7, ag und oy konnen Homopentamere bilden,
wiéhrend oy, a3, 04, s, 0 und ajp nur in Gegenwart von anderen a- oder B-Untereinheiten
funktionsfahige Rezeptoren bilden koénnen (Kalamadi et al. 2007, Barrera et al 2008). Bei
diesen Heteropentameren konnen Heterodimere, die wie der o4f,-nAChR aus zwei
verschiedenen o-/B-Untereinheiten gebildet werden, von Heterotrimeren unterschieden
werden, (Nelson et al. 2003, Wu et al. 2006). Ein Beispiel dafiir sind azasp,- oder asosPa-
nAChR, die aus drei verschiedenen Untereinheitentypen zusammengesetzt sind (Maus et al.

1998).

Proteinfeinstruktur jeder Untereinheit

Jede Untereinheit nikotinischer AChRs setzt sich aus 450 bis maximal 700 Aminosduren (AS)
zusammen. Zwischen den Untereinheiten zeigen sie innerhalb derselben Spezies eine 60-
prozentige Sequenzhomologie, die v.a. die in den lonenkanal einbezogenen Regionen betrifft
(Boulter et al. 1990). Dieser dhnliche Aufbau untermauert den gemeinsamen evolutiondren

Ursprung (Brejc et al. 2001).
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Folgende Abschnitte konnen in jeder nAChR-Untereinheit unterschieden werden (siche Abb.
3):
e cine grole N-terminale extrazelluliire Doméne von ungefdhr 220 Aminoséuren (AS)
e vier transmembraniire Sequenzen, benannt TM1 bis TM4, wobei die ersten drei ca.
90 AS umfassen und die vierte weitere 20 AS beinhaltet
e cine grofle zytoplasmatische Schleife von 120 bis 140 AS die zwischen TM3 und
TM4 ins Zellinnere ragt
e und eine kurze C-terminale extrazelluliire Sequenz von 10-20 AS (Williams et al.

1998, Lindstrom 2000, Kalamida et al. 2007).

HN

COOH

LIl
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Abb. 3: Proteinfeinstruktur der Untereinheit in einem neuronalen nikotinischen
Azetylcholinrezeptor (aus Buisson et al. 2000)

TM1 - TM4 stellen die transmembrandren Sequenzen dar, die durch die Lipide der
Zellmembran hindurch reichen. Der untere Teil der Abbildung zeigt den zytoplasmatischen
Anteil des Rezeptors, wihrend der obere Teil mit dem C-terminalen und N-terminalen Ende

den extrazelluldren Anteil veranschaulicht.
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Abb. 4: Longitudinaler Schnitt durch einen neuronalen nAChR (modifiziert nach Unwin
1993).

Der mittig dargestellte Rezeptor besteht aus einem - im oberen Teil der Abbildung
dargestellten - extrazelluldren Anteil sowie dem intrazelluliren Part im unteren Bildbereich.
Die Bindungsstelle fiir ACh wurde mit zwei schwarzen Punkten markiert. Im vergrofierten

Teil der Abbildung ist die a-helikale Proteinstruktur des Rezeptors dargestellt.

Aufbau des Gesamtrezeptors

Der AChR bildet einen 62 A hohen Zylinder mit einem Diameter von 80 A. Die fiinf den
AChR aufbauenden Untereinheiten besitzen alle ungefdhr die gleiche Grofe (maximale
Ausdehnung 30A x 40A x 160A) und die gleiche dreidimensionale Struktur (Unwin 2005).
Sie setzen sich aus 450 bis maximal 700 Aminosduren zusammen, die a-helikal angeordnet
sind (Miyazawa et al. 2003). Der zentral gelegene Ionenkanal des nAChR ist sanduhrformig
und besitzt einen durchschnittlichen Diameter von 18 A (Brejc et al. 2001). Die Form der
Pore wird durch einen inneren Ring, bestehend aus den TM2-Dominen aller Untereinheiten,
gebildet, dessen AS a-helikal angeordnet sind. Die Doméanen TM1, 3 und 4 schirmen diesen
inneren Ring gegen die Lipide der Zellmembran ab (Unwin 2005). Der Kanal des AChR
verengt sich vom extrazelluldren zum zytoplasmatischen Ende (Lindstrom 2000). Die engste
Stelle der Pore befindet sich in der transmembrandren Region, wo sie im geschlossenen
Zustand ca. 3 A an der engsten Stelle misst. Sie bleibt daher fiir ein gelostes Natrium’ Ion mit
einem Radius von ca. 4 A impermeabel (Amiri et al. 2005).

Die von den Aminosdureketten der Untereinheiten gebildeten Helices sind auf der

extrazelluliren Seite der Membran auseinandergespreizt und ermdglichen so Ionen auch von
5
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lateral in die Pore einzudringen, indem sie den normalen Weg durch die #uBere Offnung
umgehen. Die groBten dieser Offnungen befinden sich zwischen den Untereinheiten und
dehnen sich bis in die Ligandenbindungsstelle aus (Miyazawa et al. 2003). Unwin zeigte
ebenfalls, dass sich zwischen den Untereinheiten Spalten befinden, die eine maximale Grof3e
von 8 A aufweisen, was groB genug ist um ein Natrium- oder Kalium-Ion passieren zu lassen

(Unwin 2005).

Die taschenartige ACh-Bindungsstelle befindet sich auf der extrazelluldren Seite des
Rezeptors (markiert durch zwei schwarze Punkte). Jede Liganden-Bindungsstelle befindet
sich in einem Spalt, der aus mehreren AS-Schleifen von zwei angrenzenden Untereinheiten
(siche Abb. 5) gebildet wird. Der Hauptteil entsteht durch Schleife A, Schleife B und Schleife
C einer Untereinheit (spezifisch fiir die a-Untereinheiten), wihrend die angrenzende

Untereinheit ebenfalls AS-Schleifen bildet (Brejc et al. 2001).

Schleife A

Schleife D

Schleife B

Schleife E

Schleife C

a 3

Abb. 5: ACh-Bindungsstelle zwischen zwei benachbarten Untereinheiten (Schaubild nach
Itier und Bertrand 2001) Links sieht man die Schleifen A, B und C der a-Untereinheit und
rechts die Schleifen D und E der p-Untereinheit. Zwischen diesen Schleifen bindet das ACh-
Molekiil.

Die Einbuchtungen der a-Untereinheiten, die als ACh-Bindungsstellen bezeichnet werden,
besitzen die richtige Gréfe und Form um ein ACh-Molekiill aufzunehmen. Die
Bindungsstellen stehen durch schmale Tunnel von 10 - 15 A Linge mit dem Ionenkanal in
Verbindung. Es scheint, dass ACh gemeinsam mit anderen Kationen in den Ionenkanal

gelangt und dann selektiv zur Bindungsstelle geleitet wird (Miyazawa et al. 1999).

6
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Die Zusammensetzung der Rezeptoren aus verschiedenen Untereinheiten determiniert deren
Eigenschaften wie Ligandenspezifitit, Ligandenaffinitdt, Kanalkinetik und Ca®'-
Durchléssigkeit (Buisson et al. 2000). So wird zum Beispiel die Ligandenaffinitéit fiir ACh
durch einen hoheren Anteil B,-Untereinheiten im Rezeptor gesteigert (Nelson et al. 2003). Die
Ca*"-Durchlissigkeit des Rezeptors wird durch die Ladung der AS der TM2 Domine
bestimmt. Im Bereich der TM2 Doméne bestehen die o4-, as- und Bs3-Untereinheiten aus
homologen Glutamat-Resten, was zu einer hohen Ca”*-Durchlissigkeit fiihrt. Im Gegensatz

dazu findet sich bei der ,-Untereinheit an dieser Position Lysin (Tapia et al. 2007).

Aktivierungszustinde von nAChR
Die Aktivierung des nikotinischen Azetylcholinrezeptors besteht aus drei Schritten:
1) die Bindung des Agonisten an den Rezeptor,
2) eine Konformationsinderung, die zu einem Ladungsimpuls durch schnelles Offnen
und Schlieflen des Ionenkanals fiihrt, und
3) die Trennung des Agonisten vom Rezeptor oder die Desensibilisierung oder
Inaktivierung des Rezeptors, die den Ladungsimpuls beendet

(Derkach et al. 1991).

Durch Anbindung von Azetylcholin kommt es zu einer Konfigurationsdnderung im Rezeptor,
was mit der Offnung der zentralen Pore verbunden ist (Changeux und Edelstein 2006, Gay
und Yakel 2007, Unwin 2005). Die Bindung des Liganden fiihrt zu einer Rotation des
extrazelluldren Bereichs und der TM2-Helices (Alberquerque et al. 2009). Im Wesentlichen
hat dies drei wichtige Konsequenzen: Die voriibergehende Entfernung der hydrophoben
Seitenkette aus der Pore, eine VergroBerung des Porendurchmessers auf ca. 8 A und eine
Bewegung von hydrophilen Seitenketten in den Kanal, was den Ionenfluss fordert
(Albuquerque et al. 2009). Eine exakte Beschreibung der konformativen Anderungen auf der
Ebene der atomaren Struktur, die die ACh-Bindungsstelle mit dem Ionenkanal verbindet, fehlt

jedoch bisher (Changeux und Taly 2008).

Es gibt vier verschiedene Konformationen des AChR: geschlossen, offen, inaktiviert und
desensibilisiert. Wird das Substrat (z.B. ACh) nicht schnell genug abgebaut oder wirkt {iber
einen ldngeren Zeitraum, geht der Rezeptor vom offenen in den desensibilisierten Zustand

iiber (Nelson et al. 2005, Quick und Lester 2002). Dabei ist es vom Rezeptortyp und vom



Einleitung

Substrat abhéngig, wie lange der desensibilisierte Zustand anhilt. Die Inaktivierung folgt auf
einen ldngeren Stimulus von einigen Minuten bis Stunden und ist infolge einer

Phosphorylierung von Untereinheiten irreversibel (Olale et al. 1997).

1.1.2. Agonisten und Antagonisten am nAChR

Auller Azetylcholin kénnen viele andere Substanzen den Rezeptor beeinflussen, wie z.B.
Nikotin als reversibler Agonist, Bromoazetylcholin als irreversibler Agonist (Derkach et al.
1991), Mecamylamine als reversibler Antagonist und k-Bungartoxin als irreversibler
Antagonist (Grando et al. 1995) oder Strychnin als selektiver Blocker der ao-Untereinheit des
ACh-Rezeptors (Elgoyhen et al. 1994).

Die spezifischen Antagonisten, die in dieser Studie verwendet wurden, sind Hexamethonium,
Metyllycaconitin und Dihydro-B-Erythroidin. Hexamethonium ist ein potenter Antagonist an
neuronalen nAChR (Bertrand et al. 1992). Metyllycaconitin ist ein Pflanzengift, das als sehr
spezifischer, kompetitiver Hemmer am nikotinischen AChR v.a. die a7-Untereinheit blockiert
(Matsubayashi et al. 2004). Dihydro-B-Erythroidin (DHBE) ist ein Alkaloid aus dem
mexikanischen Korallenbaum (Erythrina americana), das kompetitiv mit hoher Affinitit an
nAChR bindet. Dieser Antagonist blockiert mit grofler Selektivitit die a4P,-Untereinheiten
(Shoaib et al. 2000).

1.2.  Cholinerge Systeme

ACh ist seit ungefdhr 3 Milliarden Jahren als Signalmolekiil in nicht-neuronalen Zellen und
Geweben aktiv, wahrend seine neuronale Funktion erst seit einer im Vergleich relativ kurzen
Zeit von einer halben Milliarde Jahren besteht (Grando et al. 2003). ACh und die Fahigkeit
ACh zu synthetisieren ist ubiquitdr in allen Lebensformen vorhanden. Daher ist davon
auszugehen, dass ACh ein evolutiondr altes Molekiil ist, das seit der Entstehung der ersten
Lebensformen als lokaler Mediator verschiedene physiologische Funktionen reguliert
(Kawashima et al. 2007). Horiuchi wies nach, dass ACh und die Fihigkeit ACh zu
synthetisieren sowohl in evolutiondr primitiven Lebensformen, als auch in multizelluldren

Organismen zu finden ist (Horiuchi et al. 2003).

Der nAChR war lange Zeit als typischer Rezeptor neuronaler Systeme bekannt. Er ist

charakterisiert durch seine Beteiligung an der Signalweiterleitung im Bereich der Synapsen
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(Changeux und Edelstein 2006). Da Wessler et al. (1998) der Nachweis dieser Rezeptoren
auch in der nicht innervierten Plazenta gelang, konnte die Existenz eines non-neuronalen

cholinergen Systems postuliert werden.

Die wichtigsten Unterschiede zwischen neuronalem und nicht-neuronalem ACh sind in der

folgenden Tabelle dargestellt (Wessler et al. 2003):

Neuronal Nicht-neuronal
Nervenendigung Synthese gesamte Zelle

Vesikel Aufbewahrung Zytosol (?)

Exozytose synchronisiert Freisetzung iiber Transporter

bei Bedarf kontinuierlich
zentralisiert Rezeptoren gleichmiBig verteilt
kurz wirksam Wirksamkeit kontinuierlich wirksam
schnell Elimination langsam

Tabelle 1: Unterschiede zwischen neuronalen und nicht-neuronalen cholinergen

Systemen (nach Wessler et al. 2003)

Azetylcholin wird aus AzetylCoEnzym A und Cholin durch das spezifisch cholinerge Enzym
Cholinazetyltransferase (ChAT) synthetisiert (Kawashima et al 2007). Dieser Mechanismus
wurde erstmalig von Nachmansohn und Machado (1943) beschrieben. Es konnten zwei
Formen der ChAT unterschieden werden: die common type ChAT (¢cChAT) und die periphere
ChAT (pChAT). Die cChAT kommt v.a. in den Neuronen des zentralen Nervensystems und
dort in Zytoplasma und im Kern vor, wéahrend die etwas kiirzere pChAT im Zytoplasma von
peripheren Neuronen zu finden ist (Matsuo et al. 2005). Ein weiteres Enzym, das ACh
synthetisieren kann, ist die Carnitinacetylcholintransferase (CarAT), die aus Acetylcarnitin
freigesetztes Acetyl-CoA zu ACh verarbeitet (Ayala 1995).

Im Gegensatz zu der Situation in Nerven, wo ACh durch den vesikuldren
Azetylcholintransporter (VAChT) in Vesikeln gespeichert wird, sind zur Zeit keine
Speichermedien fiir ACh in non-neuronalen Zellen bekannt und ACh scheint direkt nach

seiner Produktion freigesetzt zu werden (Racké et al. 2006).
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Die Freisetzung von ACh aus der Zelle kann durch verschiedene Mechanismen erfolgen:

- Durch ein Aktionspotential stromt Ca*" in die Zelle ein, was als Signal fiir die
Exozytose dient. Die mit ACh geladenen Vesikel verschmelzen mit der Zellmembran
und das gespeicherte ACh wird in den Extrazelluldrraum ausgeschiittet (Dudel 2006).

- Ein weiterer mdglicher Mechanismus der Freisetzung von ACh in den synaptischen
Spalt ist die Abgabe iliber Mediatophoren (Wessler et al. 1999). Mediatophoren
wurden im elektrischen Organ des Torpedos beschrieben. Es handelt sich dabei um
Proteine von ~200 kDa, die in der Lage sind, nach Calciumstimulus ACh zu
transportieren. Der Transmitter wird dabei in Form von Quanten, d.h. in Form von
definierten Mengen, freigesetzt (Falk-Variant et al. 1996).

- Des Weiteren konnen bidirektional arbeitende polyspezifische organische Kationen
Transporter (OCT), die sich in der Zellmembran befinden. ACh in den
Extrazellulirraum transportieren (Wessler et al. 2001). Thre Funktion héingt von

Substratkonzentration und Membranpotential ab (Koepsell et al. 2007).

ACh wird schnell von spezifischen und unspezifischen Cholinesterasen abgebaut. Als
spezifische Cholinesterasen hydrolisiert die Azetylcholinesterase (AChE) ACh in Acetat und
Cholin. Neben der AChE gibt es jedoch noch verschiedene unspezifische Cholinesterasen,
wie die Butyrylcholinesterase (Kummer et al. 2008). Cholinesterasen sind intra- sowie
extrazellulir zu finden. Durch ihr weitldufiges Vorkommen wird verhindert, dass ACh
auBBerhalb des Gebietes wirken kann, an dem es gebildet wird. Die Geschwindigkeit des
Abbaus hingt vom Zell- und Gewebeaufbau ab und trdgt somit zu einer kurzen, langen oder
kontinuierlichen cholinergen Stimulation bei (Grando et al. 2007).

Der limitierende Faktor in der ACh-Synthese ist die Wiederaufnahme von Cholin. Da Cholin
die Zellmembran nicht selbststindig iiberwinden kann, ist es auf ein Transport-System
angewiesen (Pfeil et al. 2003). Es gibt unterschiedliche Transportmechanismen fiir Cholin. So
kann es durch eine erleichterte Diffusion, einen natrium- und energieabhéngigen Transport
oder durch einen aktiven Transportmechanismus in die Zelle gelangen. Cholin-Transporter
sind die Gruppe der hochaffinen Cholin Transporter (CHT) (Okuda und Haga 2000), die
Gruppe der OCTs, die eine geringere Spezifitit fiir Cholin haben und die von anderen
Zelltypen exprimiert werden (Pfeil et al. 2003), und die Cholin-Transport-like Gruppe (CTL)
(Michel et al. 2006). In PC12-Zellen wurde auBBerdem gezeigt, dass Cholin von vesikuldren
Azetylcholintransportern transportiert werden kann. Hier wird es mit siebenfach geringerer

Affinitdt im Vergleich zum ACh transportiert (Bravo et al. 2004).
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1.2.1. Cholinerge Systeme in neuronalen Geweben

Bereits Mitte des 20 Jahrhunderts konnte die Synapse durch elektronenmikroskopische
Studien als morphologische Einheit beschrieben werden (Couteaux 1958). Es wurde gezeigt,
dass im Axonterminal Neurotransmitter (wie z.B. ACh) in 10-60 nm gro3en Vesikeln gelagert
werden, der synaptische Spalt eine Breite von 10-100 nm aufweist und charakteristische
Verdichtungen und Falten auf der postsynaptischen Seite existieren (Couteaux 1958). nAChR
besitzen in neuronalen Geweben eine bedeutende Funktion: sie ermdglichen und modulieren
den Informationsfluss innerhalb von Neuronen und Synapsen.

An Synapsen wird das Aktionspotential bzw. die in ihm enthaltene Information auf die
nachgeschaltete Zelle iibertragen (Clarke 1993). Die Uberleitung erfolgt iiber die Freisetzung
von chemischen Substanzen, den Transmittern (Corringer et al. 2000), wie z.B. ACh. Die
Depolarisation der priasynaptischen Endigung durch ein fortgeleitetes Aktionspotential
bewirkt das Offnen von Ca’"-Kandlen und damit - aufgrund der Potential- und
Konzentrationsgradienten - den Einstrom von Ca®’-Ionen. Das AusmaB des Ca”"-Einstroms
ist abhdngig vom Ausmal} der Depolarisation (d.h. der Amplitude des Aktionspotentials). Die
eingestromten Ca”"-Ionen bewirken die synchrone exozytotische Freisetzung von ACh aus
zahlreichen synaptischen Vesikeln in den synaptischen Spalt (Berlit 1999, Oda 1999). Im
Bruchteil von 1 ms diffundieren die ACh-Molekiile zu postsynaptischen nAChR und
aktivieren sie. An jeden Rezeptor binden 2-3 ACh-Molekiile (sogenannte ,kooperative*
Bindungsform). Die Aktivierung fiihrt zum Offnen von Membrankanilen, die fiir Na'-, K'-
und Ca®"-Ionen durchgingig sind (Changeux und Taly 2008, Berlit 1999). Dies fiihrt zu
einem Anstieg des intrazelluliren Ca’" (Dani und Bertrand 2007). Bei Offnung des
Kanalproteins flieft mehr Na' einwirts als K™ auswirts, weil die Innenseite der Membran im
polarisierten Zustand negativ geladen ist und dies den Einstrom positiv geladener Teilchen
fordert. Funktionell ist der Na'-Einstrom entscheidend: Er fiihrt zur Depolarisation und dies
fiihrt zu einer Weiterleitung des Aktionspotentials (Liillmann et al. 2006). AnschlieBend
pumpt die Na'/K'-ATPase die eingedrungenen Na'-Ionen wieder nach auBen. Dies fiihrt zur

Repolarisierung der Membran (Koolmann und R6hm 2003).
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Nerven-
endigung

AcetylCoA ChAT
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synaptisches
Vesikel
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ACh synaptischer

. Cholinesterase
CholmeM Spalt

ACh Rezeptor

Abb. 6: Schematische Darstellung der cholinergen Nervenendigung (nach Oda 1999)

In der Nervenendigung wird ACh in Vesikeln (in Form von VAChT) gespeichert. Wenn ein
Aktionspotential an der Nervenendigung ankommt, verschmelzen die Vesikel mit der
Zellmembran und ACh wird in den synaptischen Spalt freigesetzt und kann am ACh-Rezeptor
der gegeniiberliegenden Zelle einen Impuls auslosen. Im synaptischen Spalt befindet sich das
Enzym Cholinesterase, das nicht mehr benotigtes ACh spaltet. Das entstandene Cholin wird
wieder in die Nervenendigung zuriicktransportiert, wo es mit AzetylCoA von der

Cholinazetyltransferase in Azetylcholin umgebaut wird.

Neben dieser postsynaptische Lokalisation des nAChR konnen verschiedene subzelluldre
Lokalisation in neuronalen Geweben unterschieden werden:

- Extrasynaptische-praeterminale nAChR findet man v.a. im Verlauf motorischer
Axone, aber auch im zentralen Nervensystem. Die Rezeptoren konnen lokale
neuronale axonale Aktionspotentiale (Albuquerque et al. 2000) und ferner die
synaptische Transmitterausschiittung beeinflussen (Wonnacott 1997). Dabei arbeiten
sie aktionspotentialabhidngig und sind mit Tetradotoxin (TTX) blockierbar. Im

Hippokampus findet man beispielsweise praeterminale nAChR mit o;- und ouf3;-

12



Einleitung

Untereinheiten, die bei Aktivierung mit ACh die synaptische GABA-Ausschiittung
hemmen (Albuquerque et al. 1998).

- Praesynaptische nAChR befinden sich in den Synapsen und regulieren die Sekretion
von Neurotransmittern in intakten Neuronen (McKay et al. 2007). So sind sie z.B. fiir
die Freisetzung von ACh, Noradrenalin, Dopamin, Glutamat und GABA
verantwortlich (Gotti und Clementi 2004).

Zusammensetzung der nAChR im Nervensystem

Die as-Untereinheit kann im zentralen Nervensystem am hdufigsten nachgewiesen werden
und bildet als a4f,-Heteropentamer 90% aller hochaffinen Nikotin-Bindungsstellen (Whiting
und Lindstrom 1988). Der a4f;-nAChR spielt im Gehirn eine groBe Rolle im Nukleus
accumbens, wo er die Effekte von chronischem Nikotinkonsum reguliert (Mc Callum et al.
2006). Typische Raucher weisen eine fast stindige Sattigung ihrer o4f,-nAChR im Gehirn im
Verlaufe des Tages auf (Brody et al. 2006).

Die a7-Untereinheit findet sich sehr konzentriert im Hippokampus, aber auch perisynaptisch,
also am Rand von Synapsen im peripheren Nervensystem. Sie haben eine hohe Ca®'-
Durchléssigkeit und werden z.B. durch a;-Bungartoxin und Strychnin inhibiert (Séguéla et al.

1993, Gotti und Clementi 2004).

1.2.2. Cholinerge Systeme in non-neuronalen Geweben

Nachdem funktionelle Bestandteile des cholinergen Systems in vielen Geweben des
Saugetierorganismus ohne rdumlichen Bezug zu cholinergen Neuronen nachgewiesen werden
konnten, wurde die Existenz eines ,,non-neuronalen cholinergen Systems* postuliert (Wessler
et al. 1998). Beispielsweise wurde in humanen Keratinozyten ChAT und AChE nachgewiesen
und ihre Féhigkeit zu ACh-Synthese, -Speicherung, -Ausschiittung und -Abbau dokumentiert.
Es wurde angenommen, dass ACh im Gewebeverband der Keratinozyten als autokriner und

parakriner Mediator agiert (Grando et al. 1993).
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AcetylCoA

=,
Acetat BChE b/ \4 .@I Acetat

Zielzelle

Abb. 7: ACh-Kreislauf, Synthese, Freisetzung, Wirkung und Inaktivierung an der nicht-
neuronalen Zelle (nach Kummer et al. 2008)

OCT — organischer Kationen Transporter, CarAT — Carnitin Azetyltransferase, BChE —
Butyrylcholinesterase, ChAT — Cholin Azetyltransferase, M — muskarinerger Rezeptor, n —
nikotinerger Rezeptor, VAChT — vesikuldrer ACh Transporter

In der Zelle wird ACh teils in Form von Vesikeln, teils als freies Molekiil gespeichert. Durch
einen Impuls beginnt die Freisetzung von ACh durch eine Verschmelzung der Vesikel mit der
Zellmembran oder iiber OCT. ACh kann dann auf der gegeniiberliegenden Seite des
synaptischen Spaltes an der Zielzelle wirken. Im synaptischen Spalt befinden sich AChE und
BChEsterase, die eine Spaltung des nicht mehr benotigten AChs verursachen. Anschlieffend
wird das entstandene Cholin wieder von Cholin-Azetyltransferase in die Zelle

zuriicktransportiert.

Die ACh-Synthese erfolgt in non neuronalen Geweben durch die Syntheseenzyme cChAT
und pChAT. cChAT und pChAT wurden in der Plazenta der Ratte (Pfeil et al. 2004), ChAT
in der menschlichen Plazenta (Bhuiyan et al. 2006), CarAT im Urothel (Lips et al. 2007) und
ChAT in den Endothelzellen der menschlichen Nabelschnur (Kirkpatrick et al. 2003)
nachgewiesen. Nach der Synthese folgt die Speicherung des ACh in VAChT, wie sie in
einigen Zellen der Plazenta der Ratte (Pfeil et al. 2004) und in menschlichen Endothelzellen

14



Einleitung

(Kirkpatrick et al. 2001) existieren. In der humanen Plazenta wird Azetylcholin durch OCT -
v.a. OCTI1 und OCT3 - in den extrazelluldren Raum abgegeben (Wessler et al. 2001). Auch
Schlereth et al. (2006) zeigten, dass ACh in der Haut durch OCT2 freigesetzt wird. OCT1
kommt in Leber, Niere und Diinndarm von Nagern vor, beim Menschen v.a. in der Leber,
OCT2 in Niere und bestimmten Regionen des Gehirns, wiahrend OCT3 v.a. in der Plazenta
und in kleinen Anteilen auch im Darm, Herz und Gehirn beschrieben wurde (Jonker und
Schinkel 2004, Michel et al. 2006). Die ACh-Ausschiittung findet durch OCT1 und OCT3
im Urothel des Menschen und der Maus (Lips et al. 2007) und durch OCT1 und OCT2 im
Atemwegsepithel der Maus (Kummer et al. 2006) statt.

ACh wirkt als lokales Signalmolekiil auf zellulirer Ebene und als Zytotransmitter, der in
einer auto-, juxta- und parakrinen Weise (d.h. die eigene Zelle, die Nachbarzelle und den
Zellkomplex beeinflussend) verschiedenste Zellfunktionen moduliert. Es koénnen
Proliferation, Differenzierung, Apoptose, Sekretion, Organisation des Zytoskelettes, Zell-
Zell-Kontakt, Migration zwischen den Zellen, Zilien Aktivitdit und Immunfunktionen
beeinflusst werden (Grando et al. 2003). So stellte Klapproth die Hypothese auf, dass ACh
von Epithelzellen freigesetzt wird und ihre Sekretions- und Absorptionsfunktionen direkt
reguliert sowie an der Regulation der Zellmitose beteiligt ist (Klapproth et al. 1997). Eine
weitere Funktion von ACh ist die Stimulation des cholinergen Rezeptors im Trophoblasten,
was zu einem Transport von Molekiilen iiber die Plazentaschranke und somit zu einer
Erndhrung des Ungeborenen fiihrt ((Rowell und Sastry 1981, Sweiry und Yudilevish 1985)).
Die Zielstrukturen von ACh im Gewebe sind die unterschiedlichen nAChR-Untereinheiten.
Im Urothel der Maus konnten oy-, o4-, Os-, Og-, O7-, Oo- und o;o-nAChR -Untereinheiten
(Zarghooni et al. 2007), in der Plazenta des Menschen und der Ratte sdmtliche o-
Untereinheiten des nAChR (Lips et al. 2005) und auBBerdem in der menschlichen Plazenta
auch mAChR (Bhuiyan et al. 2006) nachgewiesen werden.

Die Spaltung von ACh und damit der Abbau erfolgt durch Azetylcholinesterasen in
Erythrozyten und durch unspezifische Cholinesterasen im Blut (Wessler et al. 1998). Cholin
wird anschlieBend von Cholin Transportern, z.B. CTL1 in der Mukosa des Colons (O’Regan
et al. 2000) oder CHT1 im Atemwegsepithel (Pfeil et al. 2003), wieder in die Zelle

aufgenommen.
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1.2.4. Cholinerges System in der BlutgefdBwand

Zwei cholinerge Systeme konnen in BlutgefdBBen unterschieden werden: In der GefaBwand
lassen sich sdmtliche Bestandteile des neuronalen cholinergen Systems - wie das
Azetylcholin-Syntheseenzym ChAT, AChE zum Transmitterabbau und nikotinische nAChR -
ohne direkten Bezug zu neuronalen Strukturen nachweisen. Diese bilden in ihrer Gesamtheit
das intrinsisch-intimale cholinerge System (Villablanca 1998):

- Das Syntheseenzym ChAT konnte in den Endothelzellen von kleinen
Gehirngefdfien bei der Ratte nachgewiesen werden (Parnavelas et al. 1985).

- Kawashima et al. (1990) wiesen nach, dass ACh von der kultivierten A. carotis des
Rindes synthetisiert und freigesetzt wird.

- In den =zerebelliren Kapillaren konnten hohe Konzentrationen von AChE
nachgewiesen werden (Ciani und Franceschini 1984).

- In coronaren EC (Endothelzellen) konnte die Expression von neuronalen nAChR-
Untereinheiten auf mRNA-Level nachgewiesen werden. Funktionell konnte
bestétigt werden, dass diese Zellen auf ACh reagieren (so kommt es z.B. durch
ACh zu einer Signalweiterleitung mit einer Erhdhung des intrazelluliren Ca®")

(Moccia et al. 2004).

- In der arteriellen GefdBwand konnte CHT1 als Bestandteil des intrinsisch non-
neuronalen cholinergen Systems nachgewiesen werden (Lips et al. 2003).

- o3-, 0s5-, a7- und o;9-nAChR-Untereinheiten konnten auf den Endothelzellen und
alle a-Untereinheiten, auBBer der ao-Untereinheit, auf den glatten Muskelzellen der

Arterie der Ratte nachgewiesen werden (Briiggmann et al. 2002).

Das intimale System dient als genereller Regulator des basalen vaskuldren Tonus und der
Wandstruktur und reagiert auf lokale Stimuli aus dem Lumen (Kummer und Haberberger

1999, Schneider et al. 2003).

Autonome perivaskuldre cholinerge Nervenfasern reprasentieren das extrinsisch-
adventitielle cholinerge System. Diese Axone finden sich selektiv nur in Gefdllen bestimmter
Organe (Schneider et al. 2003). Hier ist ihre Innervationsdichte hochspezifisch fiir das jeweils
versorgte Organ und den dort vorhandenen Gefalltyp (Sequeria et al. 2005). In einigen
Bereichen ist keine oder nur eine geringe perivaskuldre Verteilung von Axonen vorhanden, so

sind groBlumige Gefdlle, wie z.B. Aorta oder A. femoralis nicht oder kaum innerviert
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(Kummer und Haberberger 1999), wihrend in anderen Gebieten (z.B. im Gehirn) eine sehr
starke perivaskuldre Innervation zu finden ist (Henrich et al. 2003). Weitere Arterien, die von
cholinergen Nervenfasern innerhalb perivaskuldrer Nervenplexus begleitet werden, sind
Coronarterien (Schéfer et al. 1998), Lungenarterien (Haberberger et al. 1997) und
Uterinarterien (Amenta et al. 1979). Cholinerg innervierte GefidBle beinhalten den
Neurotransmitter ACh, ferner kdnnen noch weitere Ko-Mediatoren (NO, Neuropeptide) in
organspezifische Verteilung nachgewiesen werden (Schneider et al. 2003). In der
Zungenarterie von Meerschweinchen (Henrich et al. 2003), Affe, Schwein und Hund
(Yoshida und Toda 1997) konnte die Kolokalisation von ACh, vasoaktivem intestinalem
Peptid (VIP) und Stickstoffmonoxid (NO) in den gleichen cholinergen Nervenfasern bestatigt
werden. Parasympathische Nerven der GefdBle in der Speicheldriise der Katze beinhalten
ebenfalls ACh und VIP (Lundberg 1981). VIP hat in diesen Gefdllen eine direkte
endothelunabhédngige vasodilatatorische Wirkung, ferner scheint es als Neuromodulator die

Freisetzung und Wirkung von ACh zu beeinflussen (Wharton und Gulbenkian 1987).

ACh wirkt in der cholinerg innervierten BlutgefiBwand vasodilatatorisch. Beispielsweise
kommt es in der A. uterina von Mensch und Meerschweinchen tiber Aktivierung endothelialer
mAChR zur NO-Freisetzung. Dieses fithrt zur Relaxation von VSMC und damit zu einer
Vasodilatation (Jovanovic et al.1994a, Azuma et al 1995, Furchgott und Zawadski 1980).
Neben dieser parakrinen Wirkung von ACh an benachbarten vaskuldaren Endothelzellen (EC)
und auch glatten Muskelzellen (VSMC) konnte auch eine autokrine ACh-Wirkung in
cholinerg innervierten Gefdlen beschrieben werden: Das aus den perivaskuldren Neuronen
freigesetzte ACh aktiviert hier practerminale nAChR auf benachbarten perivaskuldren
Nervenendigungen und reguliert im Rahmen eines Feedbackmechanismus so deren
Transmitterfreisetzung (Kummer und Haberberger 1999, Toda und Okamura 2003).

Die perivaskuldren Nervenfasern reagieren auf systemische Stimuli mit einer entsprechenden
ACh-Freisetzung. Aus auto- und parakriner ACh-Wirkung an muskarinischen und
nikotinischen Rezeptoren in BlutgefiBwand und Nervenplexus resultiert die Regulation von
Gefdfitonus und einer weiteren Transmitterfreisetzung aus benachbarten Nervenendigungen
(Toda und Okamura 1991). Auf diese Weise kommt es zur Feinabstimmung des

GefidBbasaltonus auf systemische Bediirfnissen (Kummer und Haberberger 1999).
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1.3. Klinische Relevanz des Themas

Rauchen wéhrend der Schwangerschaft stellt ein groes Risiko flir das ungeborene Kind dar.
In Deutschland rauchen 22 % der Frauen, mit einem leichten Anstieg der Anzahl in den
letzten 10 Jahren (Statistisches Bundesamt 2008). Obwohl die negativen Effekte des
Rauchens in der Schwangerschaft weitreichend bekannt sind, verzichten laut einer englischen
Studie 2/3 der Raucherinnen auch wéhrend der Graviditit nicht auf das Rauchen (Ward et al.
2007). Rauchen wihrend der Schwangerschaft steht im Zusammenhang mit einem
verminderten Geburtsgewicht (Mitchelle et al. 2002) und einem verminderten intrauterinen
Wachstum (Figueras 2007). Alleine durch Kinder mit zu niedrigem Geburtsgewicht entstehen
in den USA jéhrlich Kosten von iiber 15 Milliarden Dollar, wobei iiber 20 % davon durch
Rauchen in der Schwangerschaft verursacht werden (Esposito et al. 2008).

Im Maus-Modell wurde nachgewiesen, dass es sowohl durch aktives Rauchen als auch durch
Passivrauchen zu einem verminderten Geburtsgewicht und zu einer Reduktion der Schidel-
Rumpf-Lange kommt (Esposito et al. 2008). Durch sonographische Untersuchungen konnte
ein erhohter Widerstand in den uterinen Gefdflen von rauchenden Schwangeren im Vergleich
zu nicht-rauchenden Schwangeren gezeigt werden (Albuquerque et al. 2004). Es konnte auch
nachgewiesen werden, dass eine chronische, jedoch nicht eine akute Behandlung mit Nikotin
einen direkten Einfluss auf die Kontraktilitdt der A. uterina in der Schwangerschaft hat und
die endothelabhidngige Relaxation blockiert, was zu einer verstirkten Vasokonstriktion fiihrt
(Xiao et al. 2007). Untersuchungen am spattrachtigen Schaf zeigten ebenfalls einen erhdhten
Widerstand von umbilikalen und uterinen BlutgefdBen und einen verminderten umbilikalen
und uterinen Blutfluss (Clark und Irion 1992). In der Ratte konnte ein um mehr als 40%
reduzierter uteriner und plazentaler Blutfluss (Birnbaum et al. 1994) und im trichtigen
Rhesusaffen ein um 38% reduzierter uteriner Blutfluss (Suzuki et al. 1980) in Folge von
Nikotinapplikation festgestellt werden. Aus diesen Studien geht hervor, dass Zigarettenrauch
und auch die systemische Applikation von Nikotin zu einer Reduktion des uterinen
Blutflusses verbunden mit einer Minderversorgung des Fetus fithren konnten.

In Blutgefiflen findet man Rezeptoren fiir Nikotin. Diese nAChR sind als praeterminale
Rezeptoren auf cholinergen Nervenendigungen Teil des extrinsisch-adventitiellen cholinergen
Systems, sie konnen jedoch auch auf Endothel und auf VSMC das intrinsisch-intimale
cholinerge System représentieren. Durch das Zusammenspiel beider Systeme wird die

Vasomotrik des cholinerg innervierten Gefalles gesteuert.
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Konnten nun nikotinische AChR in der GefaBwand der cholinerg innervierten A. uterina in
die Vermittlung dieser Nikotin induzierten Konstriktion eingebunden sein?
Durch Applikation von Hexamethonium - einem selektiven Blocker neuronaler nikotinischer
AChR - in die A. uterina des isolierten Schweineuterus konnte eine Vasodilatation
hervorgerufen werden (Dynarowicz und Dzieglelewski 1987). Diese Beobachtung spricht fiir
eine generelle funktionelle Beteiligung von neuronalen nAChR an der Vasomotorik der A.
uterina. Ferner kam es durch Nikotinapplikation an der isolierten und endotheldenudierten
Uterinarterie des Affens zu einer Verdnderung ihres GefaBquerschnitts (Okamura et al. 2000).
Diese Vasokonstriktion konnte der Wirkung des Nikotins an den verbleibenden
praeterminalen Rezeptoren oder Rezeptoren auf glatten Muskelzellen der GefidBwand
entsprechen. Nach Zusammenfassung dieser Beobachtungen kann vermutet werden, dass
Nikotin in der uterin arteriellen GefaBwand sowohl

e practerminale nAChR des extrinsisch-adventitiellen cholinergen Systems als auch

e endothelialen und glattmuskuliren nAChR als Teil des intrinsisch-intimalen

cholinergen Systems

aktiviert und so eine Vasokonstriktion der Uterinarterie mit einer daraus folgenden
verminderten fetalen Blutversorgung verursachen konnte. Es konnen noch andere negative
Konsequenzen fiir das Ungeborene folgen. Lips et al. vermuteten, dass es durch eine
chronische Stimulation von nAChR durch Nikotin zu einer unausgeglichenen Aktivierung
oder funktionellen Desensibilisierung des Rezeptors gefolgt von Verdnderungen der

plazentaren Resorptionsfunktion von Néhrstoffen kommt (Lips et al. 2004).
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2. Fragestellung

1.

Welche Auswirkung hat Nikotin an der A. uterina?

Durch Versuche der Applikation von Nikotin an der A. uterina von trachtigen und

nicht-trachtigen Ratten soll die Wirkung von Nikotin iiberpriift werden.

Gibt es einen Unterschied in der Reaktion der GefidlBle zwischen Frith- und

Spétgraviditit?

Durch Entnahme der Gefdfle zu verschiedenen Zeitpunkten der Graviditét — an Tag 7-
9 im Vergleich zu Tag 18/19 — soll nachgewiesen werden, ob die Gefille je nach

Zeitpunkt der Graviditit unterschiedlich auf die Nikotinexposition reagieren.

Welchen Einfluss hat das Endothel auf die Nikotinwirkung?

Versuche mit endothelintakten versus endotheldenudierten Gefd3en sollen zeigen, ob
das Endothel einen Einfluss auf die Wirkung von Nikotin hat um damit nachweisen zu
konnen, wo die Rezeptoren sitzen, die fiir die Reaktion des GefdBles verantwortlich

sind.

Lisst sich die Nikotinwirkung durch Blocker verschiedener Azetylcholin-

rezeptoruntereinheiten modifizieren?

Durch eine Durchfiihrung von Versuchen mit den Blockern Hexamethonium,
Metyllycaconitin und Dihydro-B-Erythroidin soll ein Hinweis erbracht werden, welche
nAChR Untereinheiten an der nikotininduzierten Konstriktion des Gefdles beteiligt
sind. Dabei blockt Hexamethonium neuronale nAChR, Metyllycaconitin neuronale o-
nAChR-Untereinheiten und  Dihydro-B-Erythroidin  neuronale  o4f,-nAChR-

Untereinheiten.
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5. Hangt die Konstriktion von der Beteiligung von Ca*'-Ionen ab?

Die Versuche werden im Ca”'-freien Medium (PBS) statt in Ca**-haltigem Medium
(MEM) durchgefiihrt um eine Beteiligung von Ca®"-Ionen an der Konstriktion des

GefaBles nach Nikotinexposition nachzuweisen.
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3. Material und Methoden

3.1.1. Versuchstiere

Bei den verwendeten Ratten handelte es sich um weibliche Tiere der Zuchtlinie Spraque-
Dawley (Harlan-Winkelmann GmbH, Borchen, Deutschland). Bei einem Alter von 15 - 22
Wochen wogen die nicht triachtigen Ratten 200 bis 300 g, die trichtigen Ratten besalen ein
Gewicht von 350 bis 450 g. Die Tiere wurden nach den Vorschriften des deutschen
Tierschutzgesetzes gehalten. Thre Verwendung flir wissenschaftliche Zwecke wurde dem
Tierschutzbeauftragten der Justus-Liebig-Universitit Gielen gemeldet. Es lag ein
Tiertotungsantrag mit dem Aktenzeichen V54-19 ¢ 20/15 ¢ vor. Von der Lieferung bis zu
Versuchsbeginn wurden die Tiere im Tierstall der Justus-Liebig-Universitdt Gielen gehalten.

Alle Ratten hatten freien Zugang zu Trinkwasser und Standard-Nagetiernahrung.

Bei den nicht trachtigen Tieren erfolgte vor Versuchsbeginn eine Zyklusbestimmung anhand
einer Vaginalzytologie, wobei zwischen Didstrus, Prodstrus, Ostrus und Metdstrus
unterschieden wurde.

Die Entnahme der Gefal3e bei den trachtigen Tieren erfolgte am Tag 7-9 (friihgravid) bzw. am
Tag 18-19 (spétgravid) der Graviditit. Die Anzahl der Feten pro triachtigem Tier lag zwischen
4 und 22 (Median 14).

3.1.2. Entnahme und Vorbereitung der Gefélle:

Die Totung der Ratten erfolgte durch Isoflurannarkose (Isofluran-Baxter 250 ml, Baxter
Deutschland GmbH, UnterschleiBheim) und anschlieBender Dekapitation. Dann wurde die
Bauchhohle entlang der Linea alba eroffnet und der Uterus einschlieBlich der Parametrien
suprazervikal exstirpiert. AnschlieBend wurde der Uterus in eine Petrischale mit MEM
iiberfiihrt und mit Hilfe von Prédpariernadeln aufgespannt. Die Priparation der uterinen
Radialarterien wurde unter einem Stereomikroskop (STEMI SR, Carl Zeiss, Oberkochen,
Deutschland) durchgefiihrt. Zundchst musste das Fett der Umgebung mit mikrochirurgischen
Instrumenten grob entfernt werden bis Arterie und Vene deutlich sichtbar waren. Dabei
durften die Gefidlle nicht beriihrt werden, da es sonst zu Lisionen derselben kommen konnte.
Arterie und Vene wurden anschlieend vorsichtig voneinander geldst und die Vene entfernt,

so dass ein ca. 800 pm langes Stiick der Arterie exzidiert werden konnte.
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Die Gefille fiir Versuche mit endotheldenudierten Arterien wurden anschliefend in eine
weitere Petrischale mit MEM {iberfiihrt, in der mittels Knetmasse Pferdehaare (Durchmesser
ca. 35 um) befestigt waren. Die Arterie wurde {liber ein Haar gestreift, welches das
GefaBlumen vollstindig ausfiillte, und durch ca. zehnmaliges vor- und zuriickbewegen wurde
das Endothel entfernt. Hermsteiner et al. (1999) zeigte durch Elektronenmikroskopie, dass

hierbei das Endothel vollstindig entfernt werden konnte.

3.1.3. Aufbau des Systems

Fir diese in vitro Studien wurde ein in unserem Labor bereits etabliertes, fiir diese
Experimente optimiertes Arteriographen-System nach Halpern (1984, Living Systems
Instrumentation, Burlington, USA) verwendet. Dieses Artheriographen-System wurde bereits
durch verschiedene Versuche im MikrogefaB3labor der Frauenklinik der JLU verwendet und
optimiert (Hermsteiner et al. 1999, 2001 und 2002). In ihm kann die Verdnderung des
Gefalldurchmessers bei konstantem transmuralem Druck kontinuierlich registriert und

aufgezeichnet werden.

invertiertes Mikroskop

- ~ Bildschirm l

+ Kamera
- | / Servocorder
4 . ~
Arteriographenbad
Peristaltik- \/ - Vo
pumpe - T GeBR f\”\
Mikro- | /
\knoten )
Masterflex-

pumpe

‘ zu applizierende . . . ‘ Sammel- \
Substanzen \Losung fur das GefalRbad J behaltnis

Abb. 8: schematische Darstellung des apparativen Aufbaus

Das Arteriographen-System nach Halpern besteht aus einem Arteriographenbad, in welches

die priparierten Uterinarterien tiberfiihrt wurden. Hier wurde das Gefdll mit dem proximalen
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Ende auf die angeschliffene Spitze der sich konisch verjiingenden Mikroglaskaniile
aufgezogen. Die Arterie wurde hier mittels ca. 20 pm dicker Nylonfiden auf der Kaniile
festgeknotet. Nun wurde die fixierte Arterie mit MEM (Minimal Essential Medium) unter
einem Druck von 5-10 mm Hg gespiilt um Blutreste und bei endotheldenudierten Geféallen
auch den verbleibenden Zelldetritus zu entfernen. Im Anschluss wurde auch das distale Ende
der Arterie auf die gleiche Weise auf der gegeniiberliegenden Mikroglaskaniile fixiert. Die
Mikroknoten wurden so gesetzt, dass Abschnitte, die wihrend der vorhergehenden
Manipulation mit der Pinzette beriihrt wurden, durch diese von dem zu untersuchenden
Segment getrennt werden. Es wurde darauf geachtet, dass die Arterie weder verdreht war,

noch unter Spannung stand.

Abb. 9: Foto einer Arterie im Arteriographensystem
Die Enden der entnommenen A. uterina wurden auf zwei Mikroglaskaniilen aufgezogen und

mittels Mikroknoten fixiert.

Das GefdBbad wurde kontinuierlich iiber eine Masterflex-Pumpe der Fa. Cole-Parmer
Instrument (Chicago, USA) aus einem Standgefil mit 800 ml MEM mit -einer
Geschwindigkeit von 20 ml/min gespiilt. Die MEM-L6sung wurde durch einen Haake D8-L
Wairmeaustauscher mit permanenter Temperaturkontrolle der Fa. Haake Mess-Technik
(Karlsruhe, Deutschland) auf konstant 37,5°C gehalten. Der innere Kreislauf durch die
GefdBle wurde durch eine Peristaltikpumpe aufrechterhalten, so dass konstanter transmuraler

Druck von 55-60 mm Hg gewihrleistet wurde (Living Systems Instrumentation, Burlington,
USA).
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Um die Lumenverdnderungen der Uterinarterie zu dokumentieren befand sich die
Arteriographenkammer auf dem Objekttisch eines invertierenden Mikroskops (Axiovert 35,
Carl Zeiss, Oberkochen, Deutschland). Im Binokular wurde der freie Abschnitt der
kaniilierten Arterie so ausgerichtet, dass die optische Achse des Mikroskops senkrecht auf der
Langsachse des Gefdles stand. Seitlich am Mikroskop war eine Fernsehkamera (TC 7014 X,
Burle Industries, Lancaster, USA) angebracht, die durch Schwenken so ausgerichtet werden
konnte, dass die Messlinien das Gefal stets im rechten Winkel schnitten. Dabei wurden durch
den Ubergang von der optisch dichteren GefiBwand zur weniger dichten GefiBlichtung
getriggerte Impulse erzeugt, deren Spannungswerte den tatsdchlichen Abmessungen dieser
Strukturen proportional sind und als lineare Malle digital abgelesen werden konnten. Diese
Aufzeichnungen des transmuralen Drucks und des Gefd8durchmessers erfolgten durch einen

analogen Servocorder (SR 6211, Graphtec, Tokio, Japan).

3.2. Reagenzien und Losungen

Als Basislosung wurde Minimum Essential Medium-Losung (MEM-Losung, Gibco BRL,
Karlsruhe, Deutschland) verwendet. Diese enthélt verschiedene Aminosduren, Vitamine,
anorganischen Salze sowie Dextrose. Bei dem verwendeten Nikotin handelt es sich um
Nikotin Hemisulfat Salz (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland), das in MEM geldst
wurde.

Die Blocker der Azetylcholinrezeptoruntereinheiten wurden von der Firma Sigma-Aldrich
(Taufkirchen, Deutschland) bezogen. Es handelte sich hierbei um Hexamethonium (HEX),
einen neuronalen nAChR-Blocker, um Metyllycaconitin (MCC), einen a7;-nAChR-Blocker,
und um Dihydro-B-Erythroidin (DHBE), einen a4f3,-nAChR-Blocker.

Als Ca®'-freie Losung wurde Phosphate-Buffered Saline Losung (PBS der Firma Gibco BRL,
Karlsruhe, Deutschland) verwendet.

U46691 ist ein Prostaglandin-Derivat, das eine potente Vasokonstriktion verursacht. Es wurde
am Ende eines jeden Versuches eingesetzt um die Vitalitit der getesteten GefaBle zu
iiberpriifen.

Die verwendeten Chemikalien wurden, soweit sie in fester Form vorlagen, in MEM gelost.
Die verdiinnten Losungen wurden am Tag vor dem Versuch hergestellt, nur U46619 wurde

erst kurz vor Gebrauch hergestellt, da es bei -20°C gelagert werden muss.
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3.3. Durchfiihrung

Zuerst wurden die GefdBe wéhrend einer 30-miniitigen Aequilibrierungszeit mit MEM
gesplilt, bevor dann die zu testenden Losungen in den Kreislauf eingebracht wurden. Im
Anschluss an die zu testenden Losungen wurde das Gefdll erneut mit MEM gespiilt und
anschliefend mit U46619 getestet, ob weiterhin eine die Vitalitit des Gefdlles beweisende

Vasokonstriktion ausgelost werden kann.

Im Studienverlauf wurden jeweils verschiedene Gefa3gruppen getestet:

Im ersten Versuchsabschnitt wurde die Reaktion von endothelintakten und
endotheldenudierten GefdBen nicht trachtiger Ratten miteinander verglichen. Hierbei wollten
wir den Einfluss des Endothels auf die Konstriktion der GefdBle nachweisen. Der Versuch
wurde an flnf endothelintakten und sechs endotheldenudierten Gefdlen durchgefiihrt. Die
Nikotinkonzentrationen waren ansteigend von 1x107 M/L, 1x10°¢ M/L, 1x107 M/L, 1x10*
M/L bis 1 x10” M/L.

Im zweiten Teil des Versuches wurden Gefdlle von frith- und spéttrachtigen Ratten auf ihre
Reaktion auf Nikotin getestet. Diese Versuche wurden durchgefiihrt um nachzuweisen, ob ein
hormoneller Einfluss auf die Gefdfreaktion besteht. Die Versuche an Gefdflen von friih- und
spattrachtigen Ratten wurden ebenfalls am endotehlintakten und endotheldenudierten Gefal3
durchgefiihrt. In jeder Gruppe wurde fiinfmal getestet, so dass eine Gesamtzahl von 20
Versuchen resultiert. Die Nikotinkonzentrationen entsprachen denen 1im ersten
Versuchsabschnitt.

Im dritten Versuchsabschnitt wurden drei verschiedene Blocker (Hexamethonium,
Metyllycaconitin  und Dihydro-B-Erythroidin) appliziert um die Beteiligung der
Untereinheiten nachzuweisen. Zunachst wurde die ECso fiir Nikotin ermittelt. Die Blocker
wurden dann jeweils gemeinsam mit der zuvor errechneten ECsy Konzentration von Nikotin
appliziert und anschlieBend wurde die Verdnderung des Lumendurchmessers unter
Applikation von steigenden Konzentrationen des Blockers gemessen. Zum Abschluss des
Versuches wurden die Gefiale erneut einer alleinigen ECso-Nikotin-Applikation unterzogen
um zu beweisen, dass der Nikotineffekt gleich bleibt, egal wie hiufig die Applikation
wiederholt wird. AnschlieBend wurden die Gefdlle mit U46619 gespiilt, das eine vollstindige
Vasokonstriktion bewirkt um die Vitalitit des GefdBles zu tberpriifen. MCC und DHBE
wurden in den Konzentrationen 1x107 M/L, 5x107 M/L, 1x10° M/L bis 5x10° M/L
appliziert, die Konzentrationen von HEX betrugen 5x10° M/L, 1x10° M/L, 5x10° M/L und
1x10* M/L. Es wurden mit MCC jeweils finf Versuche an endothelintakten und
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endotheldenudierten Gefdlen durchgefiihrt. Da sich am endotheldenudierten Gefal3 eine grofe
Konstanz der gemessenen Werte zeigte, wurden fiir DHBE und HEX nur noch jeweils ein
Versuch am endotheldenudierten Geféal3, aber ebenfalls fiinf Versuche am endothelintakten
GefalB3 durchgefiihrt.

Im vierten Versuchsabschnitt wurde das Medium in und um das Gefal} so verdndert, dass
kein Ca®" mehr Bestandteil war. Diese Versuche sollten zeigen, ob Ca®" einen Einfluss auf die
Konstriktion der GefiBe hat. Durch transmembranire Ca**-Fliisse konnte die Konstriktion
durch Nikotin verstirkt werden. Es wurden ebenfalls jeweils fiinf Versuche an
endotheldenudierten und endothelintakten Gefda3en durchgefiihrt. Die Nikotinkonzentrationen
waren ansteigend von 1x107 M/L, 1x10°® M/L, 1x10° M/L, 1x10™ M/L bis 1x10° M/L,

entsprachen also den Konzentrationen im Ca*—haltigen Medium.
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3.4. Versuchsaufbau
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Abb. 10: Versuchsaufbau
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3.5. Statistische Auswertung

Die Konstriktion der Arterien wurde in Bezug auf das jeweilige Reagenz mit folgender

Formel berechnet:

O MEM - O Reag
K (%) = x 100

QMEM

O mem = Basal-Durchmesser nach Aequibrillierung,

O Rreag = Durchmesser nach Reagenz

Bei den Versuchen mit ECsy-Nikotin und Blocker wurde folgende Formel zur Berechnung der

Dilatation benutzt:

%) EC50 - 0 EC50+Reag
D (%) = x 100

Orcso

O gcso = Basal-Durchmesser nach Nikotin ECsy.

O Ecs0+Reag = Durchmesser nach Nikotin ECsg + Blocker

Nach Abschluss der Versuchsserien wurde fiir jede eingesetzte Konzentration des Reagenz,
bzw. der EC50 Nikotin und jeder verwendeten Konzentration des Blockers der Mittelwert der
Konstriktion bzw. Dilatation der Gefde dieser Versuchsserie berechnet. Dann wurde der
groffte Mittelwert (hochste Konzentration des Reagenz bei endothelintakten Gefdfen) als
100% angenommen und die restlichen Werte in Prozent dieses Wertes errechnet um eine

Grafik zu erstellen. Dabei lag folgende Formel zugrunde:

Mittelwert der jeweiligen Konzentration
Wert in Grafik (%) = -----------------
(Mittelwert der hochsten Konzentration / 100)
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AnschlieBend wurden Graphen mit Hilfe des Programms Microsoft Excel erstellt, die den
Prozentsatz der maximalen Konstriktion bzw. Dilatation in Bezug auf die Konzentration der

angewendeten Reagenzien darstellen.

Die Graphen sind im Ergebnisteil unter dem jeweiligen Versuchsabschnitt dargestellt.
Tabellen mit den jeweiligen Daten sind im Anhang zu finden.
ECso Nikotin wurde als halb-maximale Wirkung von Nikotin anhand der erhaltenen Daten fiir

jeden GefaBtyp einzeln ausgerechnet und bei den Versuchen mit Blockern angewendet.

Zur Ermittlung der Aussagekraft der erhaltenen Daten wurden Signifikanzberechnungen mit
Hilfe des SPSS-Computerprogramms (Statistical Package for Social Sciences) durchgefiihrt.
Es wurde ein Signifikanzniveau von p < 0,05 gewéhlt.

Dazu wurden die Daten so verglichen, dass sich jeweils eine Variabel (Endothel,
Schwangerschaft, Calcium oder Blocker) dndert. Im néchsten Schritt wurden Vergleiche
zwischen den erhaltenen Werten dieser Variablen bei unterschiedlichen Konzentrationen

durchgefiihrt.
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4. Ergebnisse

4.1. Applikation von Nikotin an der A. uterina von nicht-tréchtigen Ratten:

Im ersten Versuchsabschnitt wurden steigende Nikotinkonzentrationen (1x107 M/L, 1x10°
M/L, 1x10° M/L, 1x10* M/L, 1x10® M/L) an Gefien von nicht-trichtigen Ratten
appliziert. Dies wurde fiinfmal an endothelintakten und sechsmal an endotheldenudierten
GefdBlen durchgefiihrt.

Bei einer Nikotinkonzentration von 1x10”7 M/L kam es bei den endothelintakten Gefdfien zu
einer Konstriktion von 4,20 % im Durchschnitt, wihrend bei den endotheldenudierten
Gefilen kein Effekt nachgewiesen werden konnte. Die stirkste Konzentration (1x10° M/L)
16st an den endothelintakten Gefdflen eine Konstriktion von durchschnittlich 29,25 % aus,
wiéhrend bei den endotheldenudierten Gefdllen lediglich eine maximale Konstriktion von
durchschnittlich 9,00 % erfolgte. Ein Einfluss des Zyklus auf die Konstriktion konnte nicht

nachgewiesen werden.
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Abb. 11: Dosiswirkungskurve der Nikotinapplikation an der endothelintakten (ME) und
endotheldenudierten (OE) A. uterina (UA) von nicht-trichtigen Ratten (NS)
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4.2. Applikation von Nikotin an der A. uterina von friihtradchtigen Ratten:

Im ersten Teil des zweiten Versuchsabschnittes wurde der gleiche Ablauf wie im ersten
Versuchsabschnitt beibehalten, diesmal wurden nur Gefdlle von frithtrachtigen Ratten (Tag 7-
9 der Graviditit) verwendet. Es wurden wieder je fiinf Versuche an endothelintakten und
endotheldenudierten GefdB3en durchgefiihrt.

Die endothelintakten GefiBe wiesen bei der niedrigsten Nikotinkonzentration von 1x107 M/L
eine Konstriktion von durchschnittlich 2,00 % auf, wihrend kein Effekt bei den
endotheldenudierten GefiBen gezeigt werden konnte. Bei der stirksten Konzentration (1x107
M/L) erfolgte an den endothelintakten GefdBlen eine Konstriktion von 27,00 % im
Durchschnitt, wiahrend die endotheldenudierten Gefilen eine Konstriktion von

durchschnittlich 11,60 % zeigten.
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Abb. 12: Dosiswirkungskurve der Nikotinapplikation an der endothelintakten (ME) und
endotheldenudierten (OE) A. uterina (UA) von friithtrichtigen Ratten (FS)
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4.3. Applikation von Nikotin an der A. uterina von spattrachtigen Ratten:

Der zweite Teil des zweiten Versuchsabschnittes entsprach dem ersten, jedoch wurden hierbei
GefdBle von spittrachtigen Ratten (Tag 18-19 der Graviditdt) verwendet. Hier wurden jeweils
fiinf Versuche an endothelintakten und endotheldenudierten Gefda3en durchgefiihrt.

Bei den endothelintakten GefiBen kam es bei einer Nikotinkonzentration von 1x107 M/L zu
einer Konstriktion von durchschnittlich 3,20 % wihrend die endotheldenudierten Geféllen
keinen messbaren Effekt aufwiesen. An den endothelintakten GefdBen 10st die stirkste
Konzentration (1x10™ M/L) eine Konstriktion von 30,80 % im Durchschnitt aus, wihrend nur

eine Konstriktion von im Mittel 10,20 % bei den endotheldenudierten Gefdllen erfolgte.

100 /
90

80

—— SS-UA-ME

70
—=— SS-UA-OE
50 | /
40
30 / _"
N / /_/
10 /

1x10-7 1x10-6 1x10-5 1x10-4 1x10-3
Nikotin

% max. Konstriktion
3

Abb. 13: Dosiswirkungskurve der Nikotinapplikation an der endothelintakten (ME) und
endotheldenudierten (OE) A. uterina (UA) von spittrichtigen Ratten (SS)
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4.4. Applikation von Hexamethonium und ECs, Nikotin an der A. uterina von nicht-trachtigen

Ratten:

Im dritten Versuchsabschnitt wurde als erster Blocker Hexamethonium eingesetzt. Hier
wurden jeweils fiinf Versuche an endothelintakten und ein Versuch an einem
endotheldenudierten GefdBen durchgefiihrt. Gemeinsam mit steigenden Konzentrationen des
Hexamethonium (5x10'6 M/L, 1x10° M/L, 5x10* M/L, 1x10™ M/L) wurde die zuvor
errechnete ECsy Konzentration von Nikotin (1x10” M/L) appliziert.

Die Berechnung der Dilatation erfolgte in Bezug auf die prackonstringierten Gefél3e.

Durch die niedrigste Konzentration des Blockers (5x10° M/L) kam es zu einer
durchschnittlichen Dilatation von 9,40 % an den endothelintakten Gefial3en, wahrend bei dem
endotheldenudierten Gefdll eine Dilatation um 1 % erfolgte. Bei einer Konzentration von
1x10* M/L zeigten die endothelintakten Geféalle eine Dilatation von durchschnittlich 20,20 %,
wohingegen die endotheldenudierten Gefaf3e lediglich um 8 % dilatierten.

Hier zeigt sich sowohl beim endothelintakten, als auch beim endotheldenudierten Gefdl} eine
Vasodilatation im Vergleich zum Zustand vor Applikation von ECsy Nikotin, was einer

vollstindigen Authebung der Nikotinwirkung durch HEX entspricht.
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Abb. 14: Dosiswirkungskurve der Hexamethonium + EC50 Nikotin Applikation an der
endothelintakten (ME) und endotheldenudierten (OE) A. uterina (UA) von nicht-
trachtigen Ratten (NS)
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4.5. Applikation von Metyllycaconitin und ECsy Nikotin an der A. uterina von nicht-

trachtigen Ratten:

Als zweiter Blocker wurde Metyllycaconitin eingesetzt. Es wurden jeweils fiinf Versuche an
endothelintakten und endotheldenudierten Gefdflen durchgefiihrt. Dabei wurde die zuvor
errechnete ECsy Konzentration von Nikotin (1)(10'5 M/L) gemeinsam mit steigenden
Konzentrationen des Metyllycaconitin appliziert (1x10”7 M/L, 5x107 M/L, 1x10° M/L, 5x10°
M/L).

Bei Applikation der niedrigsten Konzentration des Blockers (1x10”7 M/L) kam es zu einer
durchschnittlichen Dilatation von 1,20 % an den endothelintakten und vorkonstringierten
GefidBlen, wohingegen bei den endotheldenudierten GefdBlen kein Effekt nachgewiesen werden
konnte. Bei einer Konzentration von 5x10° M/L zeigten die endothelintakten Gefiie eine
durchschnittliche Dilatation von 8,20 %, wihrend die endotheldenudierten Gefafle um 2,00 %
im Durchschnitt dilatierten.

Diese Dilatation war niedriger als der GefaBdurchmesser vor Applikation der ECs
Konzentration von Nikotin. Es kommt also trotz Metyllycaconitin zu einer Konstriktion des

Gefalles.
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Abb. 15: Dosiswirkungskurve der Metyllycaconitin + EC50 Nikotin Applikation an der
endothelintakten (ME) und endotheldenudierten (OE) A. uterina (UA) von nicht-
triachtigen Ratten (NS)
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4.6. Applikation von Dihydro-B-Erythroidin und ECsy Nikotin an der A. uterina von nicht-
trachtigen Ratten:

Als Blocker der a4f,-nAChR-Untereinheiten wurde Dihydro-B-Erythroidin verwendet. Es
erfolgten fiinf Versuche an endothelintakten Gefdlen und ein Versuch an einem
endotheldenudierten GefiB. Die ECsy Konzentration von Nikotin (5x10° M/L) wurde
gemeinsam mit steigenden Konzentrationen des Dihydro-B-Erythroidin appliziert (1x107
M/L, 5x107 M/L, 1x10° M/L, 5x10° M/L).

Als Reaktion auf die niedrigste Konzentration des Dihydro-B-Erythroidin (1x10”7 M/L) kam
es zu einer Dilatation von 3,80 % im Durchschnitt an den endothelintakten Gefal3en,
wohingegen bei dem endotheldenudierten Gefdll kein Effekt nachgewiesen werden konnte.
Eine durchschnittliche Dilatation von 32,80 % zeigten die endothelintakten Gefdf3e bei einer
Konzentration von 5x10° M/L, wohingegen das endotheldenudierte GefiB nur um 8 %
dilatierte. Durch Zugabe der hdochsten DHBE Konzentration kam es zur vollstdndigen
Authebung der Praekonstriktion des GefdBes. Damit war die Praekonstriktion durch DHBE

vollstiandig reversibel.
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Abb. 16: Dosiswirkungskurve der Dihydro-B-Erythroidin + EC50 Nikotin Applikation
an der endothelintakten (ME) und endotheldenudierten (OE) A. uterina (UA) von nicht-
trichtigen Ratten (NS)
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4.7. Applikation von Nikotin an der A. uterina von nicht-trichtigen Ratten im Ca-freien

Medium:

In einem weiteren Versuchsabschnitt wurden steigende Nikotinkonzentrationen an der A.
uterina von nicht-trichtigen Ratten appliziert, jedoch handelte es sich hier um ein Ca®’-freies

Medium (PBS). Auch dieser Versuchsabschnitt erfolgte je fiinf Mal an endothelintakten und

Ergebnisse

fiinf Mal an endotheldenudierten Gefil3en.

Bei einer Nikotinkonzentration von 1x10” M/L konnte bei den endothelintakten und bei den
endotheldenudierten GefdBBen kein Effekt nachgewiesen werden konnte. Die stirkste
Konzentration (1x10° M/L) 16st an den endothelintakten GefdBen eine Konstriktion von

durchschnittlich 25,50 % aus, wihrend bei den endotheldenudierten Gefdllen lediglich eine

Konstriktion von durchschnittlich 5,40 % erfolgte.
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Abb. 17: Dosiswirkungskurve der Nikotinapplikation an der endothelintakten (ME) und
endotheldenudierten (OE) A. uterina (UA) von nicht-trichtigen Ratten (NS) im Ca-
freien Medium (PBS)
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5. Diskussion

Eine Voraussetzung filir ein zeitgerechtes intrauterines Wachstum des Feten ist eine dem
Bedarf angemessene uterine Perfusion. Die fetale Versorgung mit Nihrstoffen kann durch
viele Faktoren, wie unter anderem durch Zigarettenkonsum, so gestort werden, dass eine
Beeinflussung des kindlichen Wachstums resultiert.

Rauchen wihrend der Schwangerschaft fiihrt zu reduziertem fetalen Wachstum und
Geburtsgewicht (Figueras 2007, Mitchell et al. 2002). Albuquerque hat in seinen
sonographischen Untersuchungen von rauchenden und nicht rauchenden Schwangeren eine
Veranderung von uterin arteriellen Widerstandsverhéltnissen nachgewiesen (Albuquerque et
al. 2004). Aber auch rauchloser Tabakkonsum hat negative Auswirkungen, so konnte in einer
Studie in Indien mit tabakkauenden Miittern ein niedrigeres Geburtsgewicht als Folge des
Tabakkonsums demonstriert werden (Gupta et Sreevidya 2004). Ein Hauptbestandteil des
Tabaks ist das Nikotin. Durch Tierversuche konnte nachgewiesen werden, dass auch die
alleinige Verabreichung von Nikotin den gleichen Effekt zeigt: In Experimenten mit Ratten,
Rhesusaffen und Schafen, fiihrte die alleinige Nikotinapplikation zu einem gesteigerten uterin
arteriellen Widerstand (Clark und Irion 1992, Suzuki et al. 1980, Birnbaum et al. 1994). Es
kommt zu einer Reduktion des uterin arteriellen Blutflusses um 38-42 % verbunden mit einer
messbaren fetalen Azidose und Hypoxie (Suzuki et al. 1980). Ferner konnte nachgewiesen
werden, dass es bei Nikotinapplikation im Tiermodell (Ratten und Rhesusaffen) zu einer
Reduktion des Geburtsgewichts im Vergleich zu Kontrolltieren kommt (Gauda et al. 2001,
Grove et al. 2001).

Zusammengefasst liegt die Vermutung nahe, dass Nikotin durch Verdnderung der uterinen
Widerstandsverhiltnisse und der uterinen Perfusion zu einer Verdnderung der fetalen

Versorgung, sprich des fetalen Wachstums, beitragen konnte.

Vor diesem Hintergrund ist es das Ziel dieser Studie, die Auswirkungen von Nikotin auf die
GefaBmotorik der A. uterina im Arteriographensystem nach Halpern zu untersuchen: Dazu
soll die Vasokonstriktion der A. uterina nach Nikotinapplikation quantifiziert werden und der
funktionelle Nachweis erbracht werden, dass nAChR vom neuronalen Typ diese
nikotininduzierte Vasokonstriktion vermitteln. Gleichzeitig soll die Rolle des Endothels, der
Einfluss von Hormonen in der Graviditit und von Ca®’ in Bezug auf die Vasokonstriktion

untersucht werden.
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Es stellt sich die Frage, welchen Einfluss Nikotin auf die A. uterina hat: Bei den Versuchen
mit alleiniger Nikotinapplikation zeigte sich deutlich eine dosisabhidngige Vasokonstriktion
der A. uterina. Jedoch konnten auch hormonelle Schwankungen diese Nikotinwirkung
beeinflussen. Daher wurde der Zyklusstand der nicht-trichtigen Ratten bestimmt um einen
Einfluss auf die Nikotinwirkung auszuschlieen. Es konnte kein Einfluss der Zyklusphase
nachgewiesen werden. Ebenso wurden die Gefdfle von friith- und spéttrachtigen, sowie nicht-
trachtigen Tieren miteinander verglichen um festzustellen, ob das Bestehen einer Graviditét
das Ausmall der Vasokonstriktion beeinflusst. Obwohl in unkorrigierten Ergebnissen ein
Einfluss vorhanden zu sein schien, bestdtigte sich dieser in der Signifikanzpriifung nicht.

Es ist zu vermuten, dass nAChR die Vasokonstriktion vermitteln. Um nachzuweisen, ob
nAChR vom neuronalen Typ beteiligt sind, wurden Versuche mit dem Blocker
Hexamethonium durchgefiihrt. Da es bei Versuchen mit Hexamethonium zu einer
vollstindigen Blockade kommt, ist der Nachweis erbracht, dass es sich um neuronale nAChR
handelt, die die Konstriktion bewirken. Weitere Versuche mit Metyllycaconitin und Dihydro-
(3-Erythroidin dienten dem Nachweis, welche Untereinheiten der nAChR an der Konstriktion
beteiligt sind. Hierbei zeigt sich, dass sowohl a;- als auch a4f,-nAChR Untereinheiten einen
Beitrag zur Konstriktion leisten. Dabei fiihrt die Blockade der a;-nAChR-Untereinheiten zu
einer um 50% reduzierten und die Blockade der o4f,-nAChR-Untereinheiten zu einer
vollstindigen Aufhebung der durch Nikotin induzierten Vasokonstriktion. In allen Féllen ist
die Blockade reversibel.

Um die Beteiligung des Endothels an der nikotininduzierten Vasokonstriktion zu untersuchen
wurde Nikotin auch an endotheldenudierten Gefdllen appliziert. Es zeigte sich in allen
Versuchsgruppen eine deutliche Abschwichung der Konstriktion der Gefille. In den
Versuchen mit und ohne Ca®” im Medium zeigte sich ein deutlicher Effekt des Ca®" auf die

Vasokonstriktion.

5.1. Diskussion von Material und Methoden

5.1.1. Wahl des Versuchsmodells

Nicht alle Arterien sind cholinerg innerviert. Sowohl beim Menschen (Amenta et al 1979) als
auch beim Meerschweinchen (Bell et al. 1968) und der Ratte (Sato et al. 1996) findet man
eine cholinerge Innervation der uterinen Arterien.

Bei dieser Studie wurde das Ratten-Modell gegeniiber der Verwendung humaner Gewebe

praferiert: Vorteil des Ratten-Modells ist die gute Reproduzierbarkeit von genetisch dhnlichen
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Tieren (Zuchtlinie Spraque-Dawley) unter einheitlichen Haltungsbedingungen. Versuche an
humanem Gewebe sind schwieriger durchzufiihren, da diese Gewebe nicht zu jeder Zeit in der

gewiinschten Menge vorliegen und genetisch eine starke Varianz bestehen kann.

5.1.2. Allgemeiner Versuchsaufbau im Arteriographen

Wihrend Salaices et al. (1983), Ljung et al. (1987) und Sorajja et al. (2005) die Versuche an
Arterien nur im Gefdabad durchgefiihrt haben, wurde in den vorgestellten Versuchen mit dem
Arteriographensystem nach Halpern ein System gewdhlt, das bereits durch verschiedene
frither erfolgte Versuche im MikrogefdBllabor stindig optimiert wurde (Hermsteiner et al.
1999, 2001, 2002). Durch das Vorhandensein eines inneren Kreislaufs mit konstanten
Druckverhéltnissen, der das Blut im Korper reprisentieren soll, und eines dufleren Gefd3bads
ebenfalls in Form eines duBeren Kreislaufs, der das umliegende Gewebe reprasentiert, kommt
dieses System den natiirlichen Bedingungen im Organismus deutlich ndher und ist daher fiir

diese Art von Versuchen zu bevorzugen.

5.1.3. Methode der Deendothelierung

1989 wurde die Methode, mit einem menschlichen Haar das Endothel von kleinen Arterien
abzuldsen, zum ersten Mal als einfache und effektive Methode beschrieben (Osol et al. 1989).
Diese Methode wurde auch in unseren Versuchen verwendet (nur wurde das menschliche
Haar durch ein Pferdehaar ersetzt), es zeigte sich eine Endothelabhdngigkeit der
Vasokonstriktion. Durch die Entfernung des Endothels kommt es zu einer Abschwichung der
Vasokonstriktion. Mit Hilfe von elektronenmikroskopischen Untersuchungen konnte
verifiziert werden, dass durch die von Osol et al. beschriebene Mecthode das Endothel
vollstindig entfernt wird (Hermsteiner et al. 1999). Eine weitere Moglichkeit, die die
Abschwichung der Vasokonstriktion erkldren konnte, wire der unerwiinschte Effekt der
Zerstorung von vaskuldren Muskelzellen (VSMC). Um letztere Moglichkeit auszuschlieen
wurden die GefiBe am Ende jedes Versuches mit U46619 durchspiilt, einem potenten
Vasokonstriktor (dosisabhidngige Vasokonstriktion, gezeigt in der Studie von Garcia-Villalon
et al. 2005), um die Konstriktionsfdahigkeit durch intakte VSMC zu beweisen. Da dieser
Versuchsabschnitt in allen Fillen positiv war, kann eine Schddigung der Muskelzellen

ausgeschlossen werden.
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5.1.4. Weitere funktionelle Versuche in der Zukunft

Es muss bedacht werden, dass auch praeterminale Neurone der Uterinarterienwand zur
Konstriktion fiihren kdnnten:

Perivaskuldre cholinerge Nerven formieren an der Grenze von Media zu Adventitia einen
weitverzweigten GefdBlplexus von postgangliondren Neuronenabschnitten. Diese Axone
finden sich selektiv nur in GefdBBen bestimmter Organe (Schneider et al. 2003), z.B. auf
Koronararterien (Schifer et al. 1998), Lungenarterien (Haberberger et al. 1997) und den
humanen Uterinarterien (Amenta et al. 1979). Da die A. uterina cholinerg innerviert ist, ist
nicht auszuschlieBen, dass praeterminale nAChR auf perivaskuldren Nervenendigungen an
der nikotininduzierten Gefallkonstriktion beteiligt sind (Kummer und Haberberger 1999). Um
auszuschlieBen, dass Nikotin auf das extrinsisch-adventitielle cholinerge System wirkt und die
Vasokonstriktion hieriiber vermittelt wird, sind Versuche mit Tetradotoxin (TTX)
durchzufiihren. TTX ist in der Lage selektiv practerminale nAChR zu inhibieren. Wenn keine
praeterminalen nAChR des perivaskuldren uterin arteriellen Nervenplexus an der Vermittlung
der nikotinbedingten Vasokonstriktion der A. wuterina beteiligt sind, miisste im
Arteriographensystem das Ausmal} der uterin arteriellen Durchmesserverdanderung nach TTX-
Gabe unverandert bleiben. Ay et al. zeigten, dass TTX die durch ACh verursachte Dilatation
an der isolierten Niere der Ratte hemmt, woraus sie schlossen, dass Mediatoren, die durch die
Nervenenden im Gefillendothel freigesetzt werden, an der ACh vermittelten Dilatation
beteiligt sind (Ay et al. 2000). Allerdings handelt es sich dabei um einen Versuch mit einem
vollstindigen Organ, wihrend in unseren Versuchen die isolierte A. uterina Versuchsobjekt
war. In weiteren Versuchen wiesen sie nach, dass sowohl das Endothel, als auch die
afferenten Nerven eine Rolle bei der ACh verursachten Vasodilatation der Niere spielen (Ay
und Tuncer 2006). Tsybenko et al. (2007) vermuteten, dass die Vasokonstriktion durch ACh
in der Portalvene entweder durch nikotinische cholinerge Rezeptoren auf der Membran der
Endothelzellen oder durch adrenerge Endigungen der Lebervenen vermittelt wird. Diese
Zellen und Nervenendigungen setzen Transmitter frei, die die Muskelschicht der GefaBwand
beeinflussen und ihre Kontraktion verursachen. Da jedoch durch den Einsatz von TTX die
Konstriktion nur um 10 % gemindert werden konnte, ist davon auszugehen, dass der grof3te
Teil der Vasokonstriktion non-neuronal vermittelt ist. Bei unseren Versuchen ist ein
deutlicher Effekt des Endothels nachgewiesen worden, was zumindest gegen einen alleinigen

Einfluss von neuronalen praeterminalen AChR spricht.
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5.1.5. Weitere morphologische Versuche in der Zukunft

Die vorgestellten Versuche erbringen den funktionellen Hinweis fiir die Beteiligung von
nAChR an der Konstriktion der A. uterina, allerdings miisste zur Vollstandigkeit in weiteren
Versuchen noch der morphologische Beweis durch den Nachweis von RNA und Proteinen

erbracht werden.

5.2. Diskussion der Ergebnisse

5.2.1. Effekt von Nikotin an der A. uterina

Diese Studie zeigt, dass Nikotin in der GefdBwand der A. uterina zu einem dosisabhidngigen
Effekt fiihrt, d.h. den Gefdltonus verdndert. So wird bei der Applikation von steigenden
Nikotinkonzentrationen (1x10”7 M/L, 1x10° M/L, 1x10° M/L, 1x10™ M/L, 1x10™ M/L) an
GefaBlen von nicht-trachtigen Ratten eine Vasokonstriktion beobachtet. Im Einklang mit den
Ergebnissen dieser Studie wiesen Okamura et al. (1995) ebenfalls eine Kontraktion der A.
uterina von Hunden als Folge einer Nikotinapplikation nach. Auch Xiao et al. zeigten in ihren
Versuchen, dass Nikotin die Motorik der A. uterina von spittrichtigen Schafen beeinflusst,
indem es zu einer Erhdhung des GefidBBwiderstandes und damit zu einer Abnahme der

Perfusion des Uterus flihrt (Xiao et al. 2007).

5.2.2. Einfluss der Hormonlage auf die Kontraktion

Es stellt sich jedoch die Frage, ob die aktuelle Hormonlage des Organismus die
Nikotinwirkung beeinflusst. Durch Bestimmung des Zyklusstandes wurde dieser Effekt
kontrolliert, ein Einfluss konnte nicht nachgewiesen werden. Auch Dynarowicz und
Dziegielewski (1987) konnten an der A. uterina des Schweins keinen Effekt des Zyklus auf

die Reaktion nach Nikotinapplikation nachweisen.

5.2.3. Einfluss einer Graviditit auf die Kontraktion

Bei den endothelintakten Gefdlen kam es zu einer Konstriktion zwischen 2 und 27 % bei
frithtrachtigen und zwischen 3,2 und 30,8 % bei den spéttrachtigen Tieren. Auch wenn
anhand der Zahlen scheinbar ein Unterschied zwischen den verschiedenen Stadien der
Graviditdt und damit zwischen unterschiedlichen hormonellen Einfliissen besteht, konnte
dieser in der Signifikanzpriifung nicht bestatigt werden.

Vor Priifung der Signifikanz entsteht der Eindruck, dass die Gefd3e in den unterschiedlichen

Stadien der Graviditit eine abweichende Kontraktionsintensitit aufweisen. Gefafle von
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frithtrachtigen Ratten reagieren scheinbar weniger stark, als Gefia3e von nicht-trachtigen und
solche von spittriachtigen Tieren zeigen die starkste Konstriktion. Rechnerisch ist jedoch kein
signifikanter Einfluss der Graviditdt nachweisbar (p = 0,193). Da auch die Zyklusphase
keinen Einfluss auf die Verdnderung des GefaBBdurchmessers hat, scheint die Nikotinreaktion
nicht durch Hormone beeinflusst zu werden. Diese Ergebnisse stimmen mit denen von
Jovanovic et al. (1994a) liberein, hier konnte kein Unterschied in der Reaktion der A. uterina

auf ACh abhédngig vom Graviditdtsstatus festgestellt werden.

5.2.4. funktionelle Beteiligung von nAChR

Die erhaltenen Ergebnisse zeigen eine deutliche Vasokonstriktion durch die Applikation von
Nikotin. Es stellt sich die Frage, wodurch diese Vasokonstriktion vermittelt ist. Wie oben
geschildert ist zu vermuten, dass Nikotin als cholinerger Agonist an nAChR auf die
Regulationssysteme der Gefdlle wirkt. Verschiedene Versuche bestétigen, dass nAChR als
Bestandteile des non-neuronalen cholinergen Systems in der BlutgefiBwand, genauer auf den
EC, vorhanden sein miissen. So fiihrt die Applikation von ACh an der isolierten thorakalen
Kaninchenaorta zu einer Vasodilatation (Furchgott und Zawadzki 1980). Dieser Effekt wird
durch eine endotheliale NO-Freisetzung vermittelt. Die Applikation von Nikotin an der
isolierten, komplett denervierten A. femoralis des Hundes fiihrt zu einer Vasokonstriktion, die
durch Hexamethonium, einem Agonisten neuronaler nAChR komplett reversibel war (Diana
et al. 1990). Auch an der isolierten Koronararterie der Ratte kommt es durch Nikotin zu einer
endothelabhdngigen Kontraktion (Kurahashi et al. 2001). Macklin et al. (1998) konnten
nachweisen, dass ungefihr 900 Bindungsstellen von nAChR an Endothelzellen vorhanden
sind. Endothelzellen von Blutgefdlen exprimieren funktionale nAChR, die denen auf
gangliondren Neuronen stark dhneln. Dabei sind a3, as-, B2- und B4-Untereinheiten mitbeteiligt
(Macklin et al. 1998). Dies bestétigte auch Briiggmann et al. (2002), die as-, as-, o;7- und o;-
nAChR-Untereinheiten auf den Endothelzellen der Arterie der Ratte nachwiesen.

Ob neuronale nAChR funktionell beteiligt sind, soll {iber Versuche mit Blockern geklért
werden. Hexamethonium fiihrt zu einer vollstindigen, aber reversiblen Blockade der
nikotininduzierten Vasokonstriktion. Dieser Effekt ist auch an endotheldenudierten Gefdf3en
nachweisbar, allerdings in abgeschwichter Form. Dies beweist die funktionelle Beteiligung
von neuronalen nAChR an der Vasokonstriktion. Diese Blockade der Nikotin vermittelten
Vasokonstriktion durch Hexamethonium wurde auch von Diana et al. (1990) an der A.
femoralis des Hundes und von Okamura et al. (1995) an der A. uterina des Hundes

nachgewiesen.
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Auf der Grundlage dieser Tatsache konnten die weiteren Versuche zur Spezifizierung der
funktionell beteiligten Untereinheiten erfolgen. Metyllycaconitin, das zur Blockade von o7-
Untereinheiten eingesetzt wird, flihrt lediglich zu einer um ca. 50 % reduzierten
Vasokonstriktion durch Nikotin. Dies fiihrt zu dem Schluss, dass auller o;-nAChR-
Untereinheiten noch andere Untereinheiten an der Konstriktion beteiligt sein miissen.
Dihydro-3-Erythroidin fiihrt genau wie Hexamethonium zu einer vollstindigen aber
reversiblen Blockade der nikotininduzierten Vasokonstriktion. Daraus folgt, dass oy4f,-
nAChR-Untereinheiten an der Vasokonstriktion beteiligt sind. Es stellt sich die Frage warum
DHBE zu einer vollstindigen Hemmung der Vasokonstriktion fiihrt, wenn auch oy-
Untereinheiten an der Konstriktion beteiligt sind. Bertrand et al (1992) zeigten in ihren
Versuchen, dass DHBE auch ein kompetitiver Antagonist am o7-Rezeptor ist. Diese
vollstindige Blockade konnte andererseits auch durch die geringe Sensibilitit der
verbleibenden a;-Untereinheiten gegentiber dem Agonisten Nikotin zu erkldren sein. Weitere
Versuche miissten zeigen, ob auller den a4ff,- und a;-nAChR-Untereinheiten noch weitere
Untereinheiten an der nikotinvermittelten Vasokonstriktion beteiligt sind.

Da es durch Endotheldenudierung der Gefille zu einer Abschwichung des Effektes kommt,
miissen nAChR als Angriffspunkte fiir Nikotin auf dem Endothel vorhanden sein. Die
vorliegenden Ergebnisse erbringen den funktionellen Hinweis auf non-neuronale nAChR auf
dem Endothel als Teil des intrinsischen cholinergen Systems. Dies ist im Einklang mit dem
morphologischen Nachweis in der Literatur: Briiggmann et al. (2002) wiesen nAChR in
zelluldren Bestandteilen der GefaBwand nach. Weitere morphologische Versuche miissten die
funktionell nachgewiesenen non-neuronalen nAChR-Untereinheiten in der A. uterina der
Ratte nachweisen.

Dabei gibt es eine Vielzahl von Kombinationsmdoglichkeiten der Untereinheiten, die
funktionelle Rezeptoren ausbilden und damit an der A. uterina vorhanden sein konnen. Die 11
neuronalen nAChR-Untereinheiten konnen in zwei Klassen unterteilt werden, abhéngig
davon, ob eine o/B-Kombination notwendig ist um einen funktionellen Rezeptor zu bilden
(obligate Heteromere) oder ob sie homomere Rezeptoren bilden (Palma et al. 1999).
Typischerweise setzt sich der heteromere Rezeptor aus 2a und 33- Untereinheiten zusammen
(Nelson und Edwardson 2003). Dabei fiihrt die unterschiedliche Zusammensetzung der
nAChR aus den verschiedenen Untereinheiten zu nAChR mit sich deutlich unterscheidenden
funktionellen Eigenschaften (Barrera et al. 2008). Eine Umkehr von 3a:2p in 2a:3f ist z.B.
mit einer Erhdhung der ACh-Sensitivitit und einer Reduktion der Ca’’-Permeabilitit

verbunden (Nelson und Edwardson 2003). Auch konnte in Versuchen mit Xenopus Oozyten
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nachgewiesen werden, dass a7- und ,-Untereinheiten sich zusammensetzen um einen
funktionellen nAChR zu bilden, der sich in seinen funktionellen und pharmakologischen
Eigenschaften deutlich vom homomeren a;-nAChR unterscheidet (Khiroug et al. 2002). Die
as-Untereinheit hat die spezifische Eigenschaft, dass sie nur in Kombination mit einer
weiteren o- und B-Untereinheit einen funktionellen Rezeptor bilden kann (Ramirez-Latorre et
al. 1996, Fucile et al. 1997). An bestimmten Lokalisationen im Korper {iberwiegen
Rezeptoren mit einer spezifischen Zusammensetzung der Untereinheiten. Im Séugetier-Gehirn
finden sich z.B. vor allem a4B,-nAChR, die eine hohe Affinitét fiir Nikotin aufweisen (Nelson
et al. 2003, Wu et al. 2006). Die funktionellen Eigenschaften hdngen meist von den einzelnen
Untereinheiten ab, so sind a4-Heteromere durch die stirkste Nikotinaffinitdt aller
Untereinheiten charakterisiert (Arneric und Holladay 2000), wahrend Homo- und Heteromere
mit o7-Untereinheiten stark Ca® -permeabel (Seguela et al. 1993) sind, jedoch nur eine relativ
geringe Affinitit gegeniiber ACh und Nikotin besitzen (Arneric und Holladay 2000).

In dieser Studie wurde der funktionelle Nachweis fiir das Vorliegen von o7- und o4f,-nAChR-
Untereinheiten erbracht, es ist jedoch davon auszugehen, dass weitere Untereinheiten an der
A. uterina vorkommen. Zur genaueren Charakterisierung wiren sowohl weitere funktionelle
Versuche mit Blockern, als auch morphologische Studien zum Nachweis der RNA notwendig.
Eine Ubersicht iiber mogliche Kombinationen der Untereinheiten, die zu funktionellen
Rezeptoren fiihren, ist in der Tabelle in Anhang 8.1 dargestellt.

Mit den Ergebnissen dieser Arbeit wurde der funktionelle Nachweis einer Beteiligung von oy-
und o7-Untereinheiten erbracht, jedoch konnten auch noch andere Untereinheiten an der
Konstriktion beteiligt sein. Wie oben beschrieben gibt es eine Vielzahl moglicher
Kombinationen der Untereinheiten. Die Studien von Macklin et al. (1998) und Briiggmann et
al. (2002) weisen diese Untereinheiten qualitativ nach, so dass wir von a3-, o4-, 0s-, 07-, 00,
B2- und PBs-nAChR-Untereinheiten auf den Endothelzellen ausgehen konnen, jedoch sind

weitere Experimente zum quantitativen Nachweis der Rezeptorzusammensetzung notwendig.

5.2.5. Lokale Wirkung von Nikotin im Gefal3
Angriffspunkt fiir den cholinergen Agonisten Nikotin sind die cholinergen Systeme der
Arterienwand. Dabei wirkt Nikotin auf die verschiedenen cholinergen Systeme in der

Arterienwand:
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5.2.5.1. Nikotin als cholinerger Agonist beeinflusst cholinerge Systeme
Als cholinerger Agonist hat Nikotin einen Einfluss auf die cholinergen Regulationssysteme
des Gefilltonus der A. uterina:
Dieses Regulationssystem ist ein Zusammenspiel von intrinsischem und extrinsischem
System. Das intrinsisch-intimale System dient als genereller Regulator des basalen vaskuldren
Tonus und der Wandstruktur und reagiert auf lokale Stimuli aus dem Lumen (Kummer und
Haberberger 1999, Schneider et al. 2003). Die perivaskuldren Nervenfasern reagieren auf
systemische Stimuli mit einer entsprechenden ACh-Freisetzung. Auf diese Weise kommt es
zur Feinabstimmung des Gefédllbasaltonus auf systemische Bediirfnisse (Kummer und
Haberberger 1999).
Es existieren also zwei cholinerge Systeme mit verschiedenen Aufgaben hinsichtlich des
Tonus:

- das intrinsisch-intimale cholinerge System, das sich in der GefaBBwand befindet

und v.a. durch die Funktion der Endothelzellen repriasentiert wird und
- das extrinsisch-adventitielle cholinerge System, das durch autonome

perivaskulére cholinerge Nervenfasern repriasentiert wird (Schneider et al. 2003).

5.2.5.2.Nikotin wirkt an EC

Bei den endothelintakten Gefd3en kam es zu einer Konstriktion zwischen 4,2 und 29,25 % bei
nicht-trachtigen Tieren, zwischen 2 und 27 % bei friihtrachtigen und zwischen 3,2 und 30,8 %
bei den spattrachtigen Tieren. Wahrenddessen wiesen die endotheldenudierten Gefdfle nur
eine Konstriktion zwischen 0 und 9 % bei nicht-trachtigen, zwischen 0 und 11,6 % bei
frithtrdchtigen und zwischen 0 und 10,2 % bei spattrachtigen Ratten auf. Dies zeigt, dass bei
Entfernung des Endothels eine um ~ 2/3 reduzierte Reaktion auf die Nikotinapplikation
festgestellt werden konnte, wobei es sich um einen signifikanten Unterschied (p<0,001)
handelt.

Aus diesen Ergebnissen lédsst sich schliefen, dass das Endothel eine wichtige Rolle bei der
Vermittlung der Vasokonstriktion spielt. Da dieses nicht cholinerg neuronal innerviert wird,
muss Nikotin am intrinsisch-intimalen cholinergen System wirken, das sich in der
GefaBwand befindet und im Wesentlichen die Funktion der Endothelzellen repréisentiert,
weil bei den GefaBBen ohne Endothel eine Reduktion des vasokonstriktiven Effektes von
Nikotin vorliegt.

Einer der ersten Hinweise, dass in Blutgefilen ebenfalls ein non-neuronales cholinerges

System existieren muss, wurde 1980 von Furchgott und Zawadzki erbracht. Sie wiesen nach,
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dass es an der Kaninchenaorta — einem nicht cholinerg innervierten Blutgefdll — durch ACh zu
einer Relaxation kommt (Furchgott und Zawadzki 1980). Im Anschluss an diese Beobachtung
wurden in verschiedenen Studien funktionelle Bestandteile des cholinergen Systems in vielen
Geweben des Sdugetierorganismus gefunden, wodurch die Existenz eines non-neuronalen
cholinergen Systems bestétigt werden konnte. So konnte z.B. ChAT in der Plazenta (Pfeil et
al. 2004, Bhuiyan et al. 2006), VAChT in Plazenta und Endothelzellen (Pfeil et al. 2004,
Kirkpatrick et al. 2001) und OCTs in Plazenta, Leber, Niere, Diinndarm, Gehirn, Herz und
anderen Geweben (Jonker et Schinkel 2004, Michel et al. 2006) nachgewiesen werden,
worauthin Wessler et al. (1998) das ,,non-neuronale cholinerge System* beschrieben. Es
konnten in verschiedenen Geweben auch nAChR und ihre Untereinheiten nachgewiesen
werden, wodurch die Nikotinwirkung erkldrt werden konnte. So wurden gezeigt, dass im
Urothel der Maus a,-, 04-, 05-, 04, 07-, do- und a;p-nAChR-Untereinheiten (Zarghooni et al.
2007) und in der Plazenta des Menschen und der Ratte sdmtliche a-Untereinheiten des
nAChR (Lips et al 2005) vorkommen.

Auch im GefidB3system gibt es ein non-neuronales cholinerges System. Die vorliegende Studie
zeigt Hinweise auf ein non-neuronales cholinerges System in der Wand der A. uterina. Also
ist anzunehmen, dass die nachgewiesenen nAChR Teil eines ganzen Systems sind:

ACh wird durch die Cholinazetyltransferase (ChAT) synthetisiert. ChAT-Immunreaktivitit
konnte in koronar- (Milner et al. 1989) und in pulmonalarteriellen (Haberberger et al. 2000)
und in zerebralkortikalen EC (Parnavelas et al. 1985, Arneric et al. 1988) nachgewiesen
werden. In humanen zerebralen MikrogefdBlen erfolgte der Nachweis von CarAT — einem
weiteren Enzym der ACh-Synthese (Kalaria und Harik 1992). Es konnte ebenfalls gezeigt
werden, dass die vaskuldren Endothelzellen ACh auch tatsdchlich produzieren (Kirkpatrick et
al. 2001) und freisetzen (Kawashima et al. 1990).

In den synthetisierenden Zellen wird ACh durch den vesikuldren ACh-Transporter (VAChT)
in Vesikeln gespeichert. In pulmonalarteriellen Endothelzellen von Ratte, Mensch und
Schwein konnte VAChT durch RT-PCR und Immunhistochemie nachgewiesen werden
(Haberberger et al. 2000). VAChT Epitope konnten ebenfalls in intrazelluliren Vesikeln in
den Endothelzellen durch Immunelektronenmikroskopie nachgewiesen werden (Kirkpatrick et
al. 2001). Nach seiner Bildung durch Endothelzellen wird ACh ziigig freigesetzt, wie an
kultivierten EC der A. carotis des Rindes mittels Radioimmunoassy und
Hochauflosungschromatographie gezeigt werden konnte (Kawashima et al. 1990). Milner et
al. (1990) wiesen nach, dass eine ACh-Sekretion aus kultivierten humanen

Nabelschnurendothelzellen (HUVEC) durch Scherstress hervorgerufen werden kann.
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Polyspezifische OCT bieten eine Moglichkeit ACh iiber die Plasmamembran der
Synthesezelle in den Extrazelluldrraum auszuschiitten (Griindemann et al. 1998). In den EC
von zerebralen Mikrogefdflen der Ratte konnte OCT1 nachgewiesen werden (Friedrich et al.
2001). Die Spaltung von ACh und damit der Abbau erfolgt durch Azetylcholinesterasen in
Erythrozyten und durch unspezifische Cholinesterasen im Blut (Wessler et al. 1998). AChE
konnte in den Zellmembranen der EC aus der humanen Nabelschnur nachgewiesen werden
(Carvalho et al. 2005). Lan et al. (1996) wiesen AChE auch in der Basallamina unter den EC
in zerebralen Gefid3en nach.

Essentiell fiir eine weitere ACh-Synthese ist die Wiederaufnahme von Cholin in die
Synthesezelle, die durch einen Cholintransporter erfolgt. Hamel et al. (1987) wiesen nach,
dass die Cholinwiederaufnahme signifikant reduziert wurde, wenn sie das Endothel in
zerebral-pialen Arterien entfernten. In den Endothelzellen der Arterie von Ratten und
Menschen gelang der Nachweis des hochaffinen Cholintransporters (ChT1), der die
Wiederaufnahme von Cholin in die Zelle sicherstellt (Lips et al. 2003).

5.2.5.3.Nikotin wirkt an VSMC

Durch die Entfernung des Endothels kommt es zu einer Abschwichung, jedoch nicht zu einer
vollstdndigen Verhinderung der Vasokonstriktion. Da bei diesen Versuchen die Rezeptoren
auf den Endothelzellen jedoch nicht mehr vorhanden sind, miissen andere nAChR den
Angriffspunkt fiir das Nikotin darstellen und die Konstriktion vermitteln. Es ist davon
auszugehen, dass vaskuldre glattmuskulidre Zellen (VSMC) diese Kontraktion vermitteln.
Auch in anderen Studien konnte an endotheldenudierten Gefilen eine Wirkung von
nAChR-Agonisten nachgewiesen werden. An der Kaninchenaorta, einem nicht cholinerg
innervierten Blutgefdll, fiihrt ACh nach Entfernung des Endothels weiterhin zu einer
Kontraktion (Furchgott und Zawadzki 1980). Bei Applikation von ACh kommt es an der A.
uterina von Mensch und Meerschweinchen zu einer endothelabhingigen Relaxation
(Jovanovic et al. 1994b, Jovanovic et al. 1997). Dahingegen zeigten Leung et al. (2006), dass
steigende Konzentrationen von ACh zu einer steigenden Relaxation der zuvor mit
Phenylephrin vorkontrahierten endothelintakten A. femoralis der Ratte fiihren, sie konnten
aber an endotheldenudierten Arterien diese Relaxation nicht mehr nachweisen. Im Gegensatz
dazu konnten auch weitere Studien eine Endothelabhéingigkeit der Nikotinwirkung an der A.
carotis und den Koronaraterien von Schweinen und von Ratten (Conklin et al. 2001,
Kurahashie et al. 2001), sowie an der A. uterina von nicht-trichtigen Meerschweinchen

(Jovanovic et al. 1995) und Hunden (Pésic et al. 2003) nachweisen. Bei den vorliegenden
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Ergebnissen stellt sich die Frage, ob durch die Entfernung des Endothels evtl. die
Muskelschicht so weit zerstort wird, dass keine vollstandige Konstriktion mehr mdoglich ist
und somit die nachgewiesenen Effekte nicht aufgrund des fehlenden Endothels, sondern durch
die Zerstorung tieferer Schichten zustande kommen. Wie aber bereits beschrieben kann dies
in der vorliegenden Studie ausgeschlossen werden (Hermsteiner et al. 1999).

Die isolierte endothelfreie Arterie kann auch durch Nikotin dilatiert werden. Li und Duckles
(1993) zeigten einen vasorelaxierenden Effekt von Nikotin an der A. mesenterica und der
Schwanzarterie der Ratte. Da dieser Effekt durch Hexamethonium, einem Blocker neuronaler
nikotinischer Rezeptoren, aufgehoben werden konnte, miissen glattmuskuldre nAChR diese
Vasodilatation vermitteln. Sekhorn et al. (1999) konnten die vermuteten nAChR nachweisen:
Sie wiesen nAChR mit a;-Untereinheiten in VSMC und Fibroblasten von intrapulmonalen
Arterien von fetalen Affenlungen nach. Durch die Untersuchung von Rattenarterien gelang
auch der Nachweis einer arterienspezifischen Verteilung der glattmuskuliren nAChR-
Untereinheiten (Briiggmann et al. 2002): nAChR mit a3-, as-, a7- und a;9-Untereinheiten
konnten in den VSMC aller muskuldren und elastischen extraparenchymatdsen Arterien, die
oo-Untereinheit in elastischen Gefaflen mit Ausnahme der Aorta abdominalis und os- und oe-
Untereinheiten in peripheren Abschnitten elastischer Gefifle und in muskuldren Arterien
nachgewiesen werden. In Koronararterien konnten o3-, o4-, os-, a7- und ajo-Untereinheiten,
auf den VSMC der Lungenparenchymgefidfle allerdings nur o7-Untereinheiten nachgewiesen
werden (Briiggmann et al. 2002).

Da die vaskulir glattmuskulidren Zellen Teil des intrinsisch-intimalen cholinergen Systems
der BlutgefiBwand sind, miissen sie auch weitere Bestandteile des cholinergen Systems aul3er
den nachgewiesenen nAChR aufweisen. Ein Nachweis war bisher jedoch nur fiir den
hochaffinen Cholintransporter CHT1 in kultivierten glatten GefaBmuskelzellen von Mensch

und Ratte moglich (Lips et al. 2003).

5.2.5.4. Nikotinwirkung an praeterminalen Nervenendigungen
Um auszuschlieBen, dass der Nikotineffekt iiber praeterminale Nervenendigungen vermittelt

wird, miissten Versuche mit TTX durchgefiihrt werden, wie bereits beschrieben.

5.2.5.5.Weitere Auswirkungen von Nikotin am Gefal3
AuBler den beschriebenen Auswirkungen auf die Vasomotorik konnen die nAChR auf den EC
und VSMC noch weitere Effekte vermitteln. Durch Versuche mit Nikotin konnten einige

dieser Effekte nachgewiesen werden:
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Wird Nikotin an Endothelzellen von menschlichen Nabelschnurvenen appliziert, so kommt es
je nach Dosis zu unterschiedlichen Effekten. Nikotinkonzentrationen, die denen von Rauchern
entsprechen, fiihren zu morphologischen Verinderungen der Zellen, wie Vakuolisierung in
den Zellen und Verdnderungen der Form der Zellen, wihrend Nikotinkonzentrationen, die
denen von gelegentlichen Rauchern entsprechen nur die zelluldre Proliferation, die Migration
und Angiogenese verhindern (Park et al. 2008). Dahingegen zeigte Villablanca (1998), dass es
in Abhéngigkeit von der Nikotinkonzentration sogar zu einer Zellproliferation der
vaskuldren Endothelzellen kommen kann, jedoch zeigt sich auch hier eine Zytotoxizitéit bei
hoheren Konzentrationen. Diese Zytotoxizitdit steht im Zusammenhang mit einer
Verhinderung der DNA-Synthese. Die Unterschiede zwischen den Effekten von Nikotin auf
das Wachstum von Endothelzellen erkliren sich vermutlich sowohl durch die
Nikotinkonzentration, als auch durch die =zellulire Umgebung und scheinen durch
nikotinische Rezeptoren auf den Endothelzellen vermittelt zu sein (Villablanca 1998).

Des Weiteren reguliert Nikotin die Angiogenese durch Stimulation der endogenen
cholinergen Kaskade (Cooke 2007) und steigert die Angio- und Arteriogenese nach
Unterbrechung der Perfusion in der A. femoralis der Ratte (Heeschen et al. 2003). Da es
durch Hexamethonium zu einer Hemmung der proangiogenetischen Effekte von Nikotin
kommt, wird die Neuvaskularisation vermutlich tiber o;-nAChRs vermittelt. Auch Heeschen
et al. (2002) wiesen nach, dass eine Hemmung von nAChRs zu einer signifikanten und
reversiblen Reduktion der Gefdllsystembildung von kultivierten Endothelzellen fiihrt.
Interessant ist auch die Feststellung, dass es durch Applikation von Nikotin auf
Endothelzellen zu einer gesteigerten Endotheldenudation kommt (Conklin et al. 2001). Im
Blut von Rauchern konnte eine erhohte Anzahl von frei zirkulierenden Endothelzellen

festgestellt werden.

5.2.6. Einfluss von Ca’" auf die Nikotin induzierte Vasokonstriktion

Die Ergebnisse dieser Studie zeigen ebenfalls einen signifikanten Einfluss von Ca®" im
Medium auf die Konstriktion der A. uterina (p<0,001). Im Ca**-freien Medium ist die
GefaBkonstriktion um etwa ein Drittel vermindert. Dies gibt einen weiteren Hinweis auf das
Vorliegen von nAChR in der BlutgefiBwand. Homo- und Heteromere mit o;-Untereinheiten
sind stark Ca®’-permeabel (Seguela et al. 1993), sie besitzen eine relativ geringe Affinitit
gegeniiber ACh und Nikotin und Cholin wirkt an ihnen als voller Agonist (Arneric und
Holladay 2000), desweiteren desensibilisieren sie sehr rasch (Olale et al. 1997). Auch die

unterschiedliche Zusammensetzung der Rezeptoren aus den einzelnen Untereinheiten fiihrt zu
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verianderten Reaktionen auf Ca®’, so ist z.B. eine Umkehr der Untereinheiten von 3a:2pB in
20:3f mit einer Reduktion der Ca*'-Permeabilitit verbunden (Nelson und Edwardson 2003).

Fehlt Ca*" im Extrazellulirraum, so kann es nicht durch Offnung der nAChR ins Zellinnere
gelangen und steht so nicht fiir Signaltransduktionsvorgidnge zur Verfiigung bzw. kann sich
nicht an der Kontraktion glatter Muskelzellen beteiligen. Da sich durch das Ca’'-freie
Medium jedoch nur eine Abschwéchung, nicht jedoch eine komplette Authebung des Effektes

ergibt, miissen noch andere Mechanismen an der Konstriktion beteiligt sein.

5.3.  Klinische Bedeutung der Ergebnisse

Sowohl im intrinsisch-intimalen cholinergen System, als auch im extrinsisch-adventitiellen
cholinergen System spielen nikotinische Azetylcholinrezeptoren eine wichtige Rolle. In dieser
Studie wurde gezeigt, dass Nikotin an nAChR in der Gefilwand binden kann und ihre
Aufgaben bei der Regulation des GefaBtonus stort. Durch die nicht mehr korrekt verlaufende
Regulation des GefidBtonus, die sich v.a. in einer Vasokonstriktion duBert, konnte dies zu einer
Verminderung der uterinen Perfusion beitragen, was in der Graviditit langfristig zu einer
Unterversorgung des Fetus fiihren konnte.

Rauchen wihrend der Schwangerschaft steht im Zusammenhang mit einem erhohten Risiko
fiir Fehlgeburten (Windham et al. 1999), einem verminderten Geburtsgewicht (Mitchell et al.
2002), einem verminderten Wachstum (Figueras 2007) und weiteren negativen Effekten auf
die Schwangerschaft und das Ungeborene. Obwohl die negativen Effekte des Rauchens in der
Schwangerschaft weitreichend bekannt sind, verzichten 2/3 der Raucherinnen auch wéhrend
der Graviditdt nicht auf das Rauchen (Studie in GrofBbritannien, Ward et al. 2007). In
Deutschland rauchen 22 % der Frauen, mit einem leichten Anstieg der Anzahl in den letzten
10 Jahren (Statistisches Bundesamt 2008). Auch in Nordamerika rauchen 12 % der Frauen
wiéhrend der Schwangerschaft weiter (Shea und Steiner 2008).

Gupta und Sreevidya (2004) konnten nachweisen, dass es bei neugeborenen Kindern in
Indien, deren Miitter Tabak kauten, zu einer Reduktion des Geburtsgewichts kam und auch
eine schwedische Studie, zeigt ein vermindertes Geburtsgewicht, wenn die Miitter rauchlosen
Tabak konsumierten. Allerdings ist die Reduktion des Geburtsgewichts deutlich niedriger als
bei rauchenden Miittern, das Risiko einer Frithgeburt bleibt jedoch gleich hoch, egal auf
welche Art und Weise der Tabak aufgenommen wird (England et al. 2003). Beim Menschen
gibt es keine Studien, die die schddliche Wirkung von alleinigem Nikotinkonsum zeigen, man
geht jedoch davon aus, dass Nikotin die Hauptursache der Schddigungen darstellt. Am

Tiermodell (Ratten und Rhesusaffen) konnte gezeigt werden, dass es bei alleiniger
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Nikotinapplikation zu einem reduzierten Geburtsgewicht im Vergleich zu Kontrolltieren
kommt (Gauda et al. 2001, Grove et al. 2001). Wird Nikotin trichtigen Ratten im dritten
Trimester der Graviditit appliziert, fiihrt dies zu einer Verminderung des uterinen Blutflusses
(Birnbaum et al. 1994). Daher ist zu vermuten, dass die Effekte durch Nikotin beim Menschen
dhnlich sind.

Als Alternative zum Rauchen sind so genannte Nikotinersatzpriparate (wie z.B.
Nikotinpflaster, Nikotinkaugummi, etc.) auf dem Markt (Ginzel et al. 2007). Diese Produkte
werden auch in der Schwangerschaft angewandt. Die einzige hierzu durchgefiihrte Studie
zeigt bei der Nikotinersatzpriaparat-Gruppe jedoch keinen groferen Effekt mit dem Rauchen
aufzuhoren, als bei der Plazebo-Gruppe (Coleman et al. 2004). Wenn trotz Ersatzpréparaten
weiter geraucht wird, kommt es sogar zu hdheren Nikotinkonzentrationen im Blut.
Gemeinsam mit den vorher erwdahnten Wirkungen durch alleinigen Nikotinkonsum ist davon
auszugehen, dass diese Ersatzpriaparate ebenfalls schédlich fiir das Ungeborene sind und sie
sind daher mit du3erster Vorsicht anzuwenden.

Ein weiterer Diskussionspunkt ist die Beeinflussung der Graviditdt und des Ungeborenen
durch Passivrauchen und Rauchen bis zum Zeitpunkt, an dem die werdenden Miitter von ihrer
Schwangerschaft erfahren. Kinder von Miittern, die bis zur 32. Schwangerschaftswoche
aufhdren zu rauchen, zeigen keine Verminderung des Geburtsgewichts, Kopfumfangs und der
Korper:Gehirn-Relation, sie weisen jedoch eine verminderte Scheitel-Steillange auf (Lindley
et al. 2000). Birnbaum (1994) zeigte, dass eine Applikation von Nikotin an trachtige Ratten
im dritten Trimester der Graviditdt zwar zu einer Verminderung des uterinen Blutflusses
fithrt, nicht jedoch zu einem verminderten fetalen Wachstum. Es ist davon auszugehen, dass
es auf den Zeitpunkt der Nikotinapplikation ankommt, ob und auf welche Art der Fetus
geschiadigt wird. Im Vergleich zu nicht Tabakrauch ausgesetzten Ungeborenen fiihrte
Passivrauchen zu einem um 36 g und aktives Rauchen der Schwangeren zu einem um 146 g
durchschnittlich reduzierten Geburtsgewicht (Ward et al. 2007). Dagegen konnten Steyn et al.
(2006) in ihrer Studie keinen signifikanten Unterschied im Geburtsgewicht von Passivrauch
ausgesetzten und nicht ausgesetzten Ungeborenen feststellen, jedoch wiesen sie ein um 165 g
reduziertes Geburtsgewicht bei Kindern von rauchenden Schwangeren nach. Auch Matsurba
et al. wiesen in ihrer Studie nur einen sehr geringen Einfluss von Passivrauchen auf das fetale
Wachstum nach (Matsurba et al. 2000), wobei jedoch bedacht werden muss, dass das
Passivrauchen nicht quantifiziert werden kann und daher die Vergleichbarkeit sehr schwierig

1st.
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Auch in Bezug auf die neurologische Entwicklung des Kindes konnten inzwischen einige
negative Folgen des Rauchens in der Schwangerschaft nachgewiesen werden: Intrauterin
kommt es zu einer Stérung der neurophysiologischen Entwicklung des Kindes. Kinder
rauchender Miitter zeigen hédufiger Verhaltensstorungen und weisen einen niedrigeren
Intelligenzquotienten auf (Shea und Steiner 2008). Es kann eine inverse Beziehung zwischen
miitterlichem Rauchen wéhrend der Schwangerschaft und dem Intelligenzquotienten des
Kindes festgestellt werden. Dieser Einfluss ist jedoch nicht signifikant (Batty et al. 2006).
Kinder mit einem niedrigeren Geburtsgewicht haben ein hoheres Risiko Verhaltensprobleme
aufzuweisen, bei Jungen ist dies oft Hyperaktivitit, bei Middchen Probleme Beziehungen zu
Gleichaltrigen aufzubauen (Kelly et al. 2001). Allerdings spielen hier auch andere Faktoren,
wie sozialer Status etc. eine Rolle. Der Nikotinkonsum wird also nicht alleine fiir
Verhaltensprobleme verantwortlich sein, er fiihrt jedoch zu einer Beeinflussung der
Gehirnentwicklung wahrend der Schwangerschaft. Bereits ab der 4.-5. Woche der Graviditit
finden sich nAChR-Proteine im menschlichen Gehirn. Dies zeigt, dass bereits in dieser frithen
Phase ein Risiko fiir eine Storung der fetalen Gehirnentwicklung durch Nikotinkonsum der
Mutter besteht (Hellstrom-Lindahl et al. 2001). Kéllén (2000) wies in ihrer Studie nach, dass
Rauchen wihrend der Schwangerschaft zu einem reduzierten Kopfumfang bei Neugeborenen
fithrt und schloss daraus, dass auch die Gehirnentwicklung negativ beeinflusst wird. Auch
wenn einige der negativen Effekte des Rauchens durch eine Reduzierung der gerauchten
Zigaretten pro Tag auf unter finf Stiick gemindert werden konnen, liegt das Risiko fiir
Schidigungen bei schwach rauchenden Schwangeren nidher an dem von normalen Rauchern,
als an dem von Nichtrauchern (Raatikainen et al. 2007). Ein Grund fiir die Schiddigungen des
Fetus konnte die Anreicherung von Nikotin im Fetus sein. Messungen von Nikotin und
Cotinin, dem Hauptmetabolit des Nikotins, im fetalen Blut und in amniotischer Fliissigkeit,
ergeben eine hohere Konzentration als die Serumkonzentration der rauchenden Mutter (Luck
et al. 1985). Lambers und Clark (1996) wiesen nach, dass Nikotin auf der fetalen Seite ein ca.
15 % hoheres Level als auf der maternalen Seite der Plazenta erreicht und damit die fetale

Gehirnentwicklung beeinflusst.

5.4. Ausblick

Durch die Versuche konnte die durch Nikotin ausgeldste Vasokonstriktion der A. uterina der
Ratte quantifiziert werden und die Rolle von nAChR bei der Vermittlung der Gefédlreaktion
gezeigt werden. Diese Studie bringt uns einen Schritt weiter in der Erforschung der genauen

Mechanismen der schadlichen Wirkung von Nikotin auf das Ungeborene. Hierbei lag der
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Fokus der Untersuchungen auf der funktionellen Analyse der nAChR, die einen Teil des
intrinsisch-non-cholinergen Systems in der GefiBwand darstellen. Die Beteiligung
praterminaler und somit neuronaler nAChR auf perivaskuldren Nervenendigungen bei der
nikotininduzierten Vasokonstriktion kann dabei nicht ausgeschlossen werden und miisste
durch weitere Untersuchungen im Arteriographensystem analysiert werden. Als
Schlussfolgerung aus den Beobachtungen ist zu sagen, dass die nAChR der GefdBwand eine
wichtige Rolle fiir die adidquate Perfusion des Uterus und somit einen nicht zu

vernachlédssigenden Faktor in der fetalen Entwicklung darstellen.
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6. Zusammenfassung

Nikotinische AChR spielen in der Vasomotorik der A. uterina eine wichtige Rolle. In der
vorliegenden Studie wurde die Wirkung von Nikotin und Nikotin mit Blockern an den AChR
der endothelintakten und endotheldenudierten A. uterina von nicht trachtigen, frithtrachtigen
und spittrichtigen Ratten im Ca®-haltigen und Ca®-freien Medium untersucht.

Durch Nikotin kam es zu einer Vasokonstriktion. Es konnte eine signifikant (p<0,001)
reduzierte Reaktion auf die Nikotinapplikation bei den endotheldenudierten Gefdlen um ~ 2/3
festgestellt werden. Obwohl auch ein Trend erkennbar scheint, dass die Gefdfle in den
unterschiedlichen Stadien der Graviditdt eine abweichende Kontraktionsintensitit aufweisen,
zeigt sich hier kein signifikanter Unterschied (p=0,193). Die Ergebnisse zeigen einen
signifikanten Einfluss von Ca®" im Medium auf die Konstriktion der A. uterina (p<0,001). Im
Ca’’-freien Medium ist die GefiBkonstriktion vermindert. Versuche mit den Blockern
Hexamethonium, Metyllycaconitin und Dihydro-B-Erythroidin zeigten, dass neuronale
nAChR, unter anderem o7- und 04f,-nAChR Untereinheiten einen Beitrag zur Konstriktion
leisten.

Die vorliegenden Ergebnisse lassen uns folgern, dass sowohl das Endothel als auch Ca®"
malgeblich an der Vasokonstriktion durch Nikotin beteiligt sind, in der Graviditit jedoch kein
anderes Verhalten des Gefdlles gegeniiber Nikotin auftritt. Dies 1dsst den Schluss zu, dass die
nAChR, die an der Vasokonstriktion beteiligt sind, v.a. auf dem Endothel als Teil des
intrinsischen-non-cholinergen Systems lokalisiert sind. Es miissen jedoch auch an anderen
Stellen z.B. auf den VSMC oder auf perivaskuldren Nervenendigungen als Teil des
extrinsisch-adventitiellen cholinergen Systems nAChR noch einen Teil der Vasokonstriktion
bewirken.

Diese Studie erbringt den Beweis der funktionellen Beteiligung von nAChR unter anderem
von a7- und o4fB-nAChR-Untereinheiten an der nikotininduzierten Vasokonstriktion der A.
uterina. Weitere Studien miissten sowohl {iber den Nachweis von RNA und Protein einen
morphologischen Beweis fiir das Vorhandensein von nAChR auf der A. uterina, als auch den
funktionellen Nachweis weiterer nAChR-Untereinheiten erbringen.

Ziel dieser Untersuchungen ist weiterhin die Erforschung der negativen Effekte des Rauchens

wiéhrend der Schwangerschaft auf das Ungeborene.
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Summary

Nicotinic acetylcholine receptors (nAChR) play an important role in the vasomotoric system
of the uterine artery. The present study examines the effect of nicotine and nicotine together
with antagonists at the AChR of the uterine artery with and without endothelium from non-
pregnant, early pregnant and late pregnant rats in a medium with and without Ca*".

Nicotine causes a vasoconstriction. A significant reduction of the reaction of the artery
without endothelium of about 2/3 was found. Although there seems to be a difference between
the different stages of gravidity, this difference is not significant (p=0.193). The results show
that Ca®" in the medium has a significant influence on the constriction of the uterine artery
(p<0.001). Without Ca®" the constriction is diminished. Our results with the antagonists
Hexamethonium, Metyllycaconitin and Dihydro-B-Erythroidine show that neuronal AChR,
especially the subunits a7 and a,f4, contribute to the constriction.

Because of the present results we conclude, that the endothelium as well as Ca>*, have a major
contribution on the nicotine induced vasoconstriction, though pregnancy doesn’t influence the
reaction of the blood vessel. The implication is that the nAChR, which are participating in the
constriction of the blood vessel, are localized mainly on the endothelium as part of the
intrinsic non cholinergic system. However there must be nAChR at other localizations, like
the vascular smooth muscle cells or in the perivascular nerve endings as part of the extrinsic
adventitial cholinergic system.

This study shows the functional involvement of nAChR, especially the subunits oy and o,f4,
in the nicotine induced vasoconstriction of the uterine artery. Further studies need to reveal by
detection of RNA and protein the morphological existence of nAChR in the uterine artery as
well as the functional confirmation of more nAChR subunits.

A further intention of this study is the investigation of negative effects on the unborn child of

smoking during pregnancy.
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8. Anhang

8.1 weiterfuhrende Tabellen

Durch Xenopus-Oozyten-Experimente konnte eine Vielzahl von Kombinationsmdglichkeiten

der Untereinheiten zur Formation von funktionellen Rezeptoren gefunden werden:

) a2 Millar 2003
oP4 Millar 2003
o3 3P4 Wang et al. 1996, Fucile et al. 1997, Papke et al. 2010
03P40s Wang et al. 1996, Fucile et al. 1997
a3z Wang et al. 1996, Fucile et al. 1997, Kuryatov et al. 2000
o3P0 Wange et al. 1996, Fucile et al. 1997
030632 Kuryatov et al. 2000
030634 Kuryatov et al. 2000
a3B3P4 Forsayeth und Kobrin 1997, Kuryatov et al. 2000
Olu 04323 Nelson und Edwardson 2003
oaPr0s Fucile et al. 1997, Nelson und Edwardson 2008
042 Fucile et al. 1997, Kuryatov et al. 2000, Papke et al. 2010
0l4Pa Fucile et al. 1997
0ol4Pa0s Fucile et al. 1997
04p3 Forsayeth und Kobrin 1997
Os asa4f Ramirez-Latorre et al. 1996, Fucile et al. 1997, Nelson u. Edwardson 2008
050434 Fucile et al. 1997
o503 Wang et al. 1996, Fucile et al 1997
050334 Wang et al. 1996, Fucile et al 1997
o506 32 Kuryatov et al. 2000
Og aeP2 Palma et al. 1999, Kuryatov et al. 2000
0o6Pa Gerzanich et al. 1997
060332 Kuryatov et al. 2000
060334 Kuryatov et al. 2000
a6P3Pa Kuryatov et al. 2000
06042 Kuryatov et al. 2000
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a6Pa0ts Kuryatov et al. 2000
oy oy Palma et al. 1999, Kuryatov et al. 2000, Papke et al. 2010
a7P2 Millar 2003
o7P3 Palma et al. 1999
o705 32 Milnar 2003
070534 Palma et al. 1999
og og Wang et al. 1996, Millar 2003
O O Wang et al. 1996, Palma et al. 1999
B B2p3 Forsayeth und Kobrin 1997
B3p4 Forsayeth und Kobrin 1997

Tabelle 2: Mogliche Kombination der AChR-Untereinheiten
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8.2  Versuchsdaten:
Konstriktion bei Applikation der aufgefiihrten Nikotin-Konzentrationen c¢;-c¢ an der :

Tab.3: endothelintakten A. uterina von nicht-trichtigen Ratten:

NS-UA-

ME =1x107 ¢=1x10° ¢=1x10° ¢s=1x10" c¢=1x107
Vi 4 7 14 22 -

V2 5 8 14 23 30
V3 4 6 12 21 28
V4 4 7 12 21 29
V5 4 7 13 23 30

(7] 4,20 7,00 13,00 22,00 29,25

Tab. 4: endotheldenudierten A. uterina von nicht-trichtigen Ratten:

NS-UA-
OE =1x107 ¢;=1x10° ¢,=1x10° ¢s=1x10* c=1x10>

V6 0 3 5 7 10

A\ 0 3 4 6 8

V38 0 3 5 7 9

V9 0 2 4 6 9
V10 0 2 4 7 9
V11 0 3 5 7 9

1% 0,00 2,67 4,50 6,67 9,00
Tab. 5: endothelintakten A. uterina von spattréchtigen Ratten:
SS-UA-

ME  o=1x107 c=1x10° ¢=1x10" cs=1x10" ¢=1x10"
V12 5 8 13 23 31
V13 3 6 12 22 31
V14 2 6 10 20 30
V15 3 5 13 20 31
V16 3 6 12 21 31

%) 3,20 6,20 12,00 21,20 30,80
Tab. 6: endotheldenudierten A. uterina von spéttrachtigen Ratten:
SS-UA-

OE  co=Ix107 ¢=1x10° ¢=1x10° ¢s=1x10" c=1x10"
V17 0 3 5 7 10
V18 0 3 6 8 11
V19 0 2 4 7 10
V20 0 3 5 8 11
V21 0 2 4 7 9

4] 0,00 2,60 4,80 7,40 10,20
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Tab. 7: endothelintakten A. uterina von friihtriachtigen Ratten:

FS-UA-
ME
V134
V 135
V136
V 137
V138
%]

Tab. 8: endotheldenudierten A. uterina von frithtrachtigen Ratten:

FS-UA-
OE
V 139
V 140
V 141
V 142
V143
%]

c,=1x10"
2
2

2
2
2
2,00

c,=1x10"
0
0

0
0
0
0,00

¢;=1x10°
5
6
4
5
6
5,20

c;=1x10°

AW WA W

S

3,40
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c=1x10"
10
12
9
11
11
10,60

c,=1x107
5
6

6
5
6
5,60

cs=1x10"
19
20
18
19
20
19,20

cs=1x10"*
8
9
10
10
9
9,20

c=1x10"

27
28
26
27
27

27,00

c=1x10

11
12
12
11
12

11,60

Tab. 9: endothelintakten A. uterina von nicht-trichtigen Ratten im Ca-freien Medium (PBS):

NS-UA-
ME
V124
V 125
V126
V 127
V128
%]

c,=1x10"
0
0

0
0
0
0,00

¢;=1x10"

c=1x10"
8
7
6
6
7
8

6,80

cs=1x10"
13
12
13
14
13
13,00

c=1x10"

21
20
20
21
20

25,50

Tab. 10: endotheldenudierten A. uterina von nicht-trichtigen Ratten im Ca-freien Medium

(PBS):

NS-UA-
OE
V129
V 130
V131
V132
V133

c,=1x10"
0
0

S O O

¢;=1x10"
0
0

0
0
0

c,=1x107
2
1

2
2
2

[
M

80
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Dilatation bei Applikation der aufgefiihrten Blocker-Konzentrationen c¢j-c4 gemeinsam mit
der errechneten EC50 Nikotin-Konzentration in Bezug auf die zuvor applizierten alleinigen

EC50 Nikotin-Konzentration bei der nicht-trdchtigen Ratte durch:

Tab. 11: Metyllycaconitin an der endothelintakten A. uterina:

NS-UA-
ME ¢=1x107  ¢=5x10" ¢;=1x10° ¢,=5x10°
V22 1 2 5 8
V23 1 3 5 9
V 24 1 4 7 8
V25 1 3 5 7
V 26 2 3 5 9
(4] 1,20 3,00 5,40 8,20

Tab. 12: Metyllycaconitin an der endotheldenudierten A. uterina:

NS-UA-
OE ¢=1x107  ¢=5x10" ¢;=1x10° ¢,=5x10°
V27 0 0 1 2
V28 0 0 1 2
V29 0 0 1 2
V 30 0 0 1 2
V 31 0 0 1 2
(4] 0,00 0,00 1,00 2,00

Tab. 13: Dihydro-B-Erythroidin an der endothelintakten A. uterina:

NS-UA-
ME ¢=1x107  ¢=5x10"7 ¢;=1x10° ¢,=5x10°
V 36 2 6 10 37
V37 3 7 9 31
V 38 5 7 10 33
V 39 6 9 12 33
V 40 3 6 9 30

(4] 3,80 7,00 10,00 32,80

Tab. 14: Dihydro-B-Erythroidin an der endotheldenudierten A. uterina:
NS-UA-

OE ¢=1x107  =5x10" ¢;=1x10° ¢,=5x10°
V 47 0 0 3 8
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Tab. 15: Hexamethonium an der endothelintakten A. uterina:

NS-UA-
ME ¢=5x10°  ¢=1x10" ¢;=5x10° ¢,=1x10"
V41 9 11 15 20
V 42 10 12 17 20
V43 9 12 16 21
V 44 9 11 16 20
V 45 10 13 18 20
0 9,40 11,80 16,40 20,20

Tab. 16: Hexamethonium an der endotheldenudierten A. uterina:

NS-UA-
OE ¢;=5x10° ¢=1x10° ¢;=5x10° ¢,=1x10™
V 46 1 1 3 8
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Konstriktion bei Applikation der aufgefiihrten Blocker-Konzentrationen ¢;-c4 gemeinsam mit
der errechneten EC50 Nikotin-Konzentration in Bezug auf die zuvor applizierten alleinigen

EC50 Nikotin-Konzentration bei der nicht-trdchtigen Ratte durch:

Tab. 17: Metyllycaconitin an der endothelintakten A. uterina:

NS-UA-
ME ¢=1x107  ¢=5x10" ¢;=1x10° ¢,=5x10°
V22 13 12 10 7
V23 12 10 8 6
V 24 13 10 8 7
V 25 13 11 9 8
V 26 13 12 10 7
(4] 12,8 11 9 7

Tab. 18: Metyllycaconitin an der endotheldenudierten A. uterina:

NS-UA-
OE ¢=1x107  ¢=5x10" ¢;=1x10° ¢,=5x10°
V27 4 4 3 3
V28 4 4 4 3
V29 4 4 3 2
V 30 4 5 4 3
V 31 5 4 4 3
(4] 4,2 4,2 3,6 2,8

Tab. 19: Dihydro-B-Erythroidin an der endothelintakten A. uterina:

NS-UA-
ME ¢=1x107  ¢=5x10"7 ¢;=1x10° ¢,=5x10°
V 36 12 9 5 -
V37 12 9 7 -
V 38 11 10 7 -
V 39 11 9 6 -
V 40 11 9 6 -
(4] 11,4 9,2 6,2 -

Tab. 20: Dihydro-B-Erythroidin an der endotheldenudierten A. uterina:
NS-UA-

OE ¢=1x107  =5x10" ¢;=1x10° ¢,=5x10°
V 47 4 4 2 -
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Tab. 21: Hexamethonium an der endothelintakten A. uterina:

NS-UA-
ME ¢=5x10°  ¢=1x10" ¢;=5x10° ¢,=1x10"
V41 7 5 2 -
V 42 8 6 2 .
V43 7 4 1 -
V 44 7 5 2 -
V 45 8 5 1 -
(7] 7.4 5 1,6 -

Tab. 22: Hexamethonium an der endotheldenudierten A. uterina:
NS-UA-

OE ¢;=5x10° ¢=1x10"° ¢;=5x10° ¢,=1x10™
V 46 3 3 1 -
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als solche kenntlich gemacht. Bei den von mir durchgefiihrten und in der Dissertation
erwihnten Untersuchungen habe ich die Grundsitze guter wissenschaftlicher Praxis wie sie in
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