
Aus dem Institut für Normale und Pathologische Physiologie  

der Philipps-Universität Marburg 

 

 

Geschäftsführender Direktor: Prof. Dr. med. Dr. phil. Jürgen Daut 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Die Rolle der einwärts-gleichrichtenden Kaliumkanäle  

bei der Regulation des koronaren Blutflusses 

 

 

 

 

 

 

 

Inaugural Dissertation zur Erlangung des Doktorgrades der gesamten Medizin 

dem Fachbereich Humanmedizin der Philipps-Universität Marburg 

 

vorgelegt von Roman Wölfel aus Frankfurt am Main 

Marburg 2000 

 



 II 

Angenommen vom Fachbereich Humanmedizin der Philipps-Universität Marburg 

am 12. Oktober 2000 

gedruckt mit Genehmigung des Fachbereichs 

 

Dekan: Prof. Dr. med. Horst Franz Kern 

Referent: Prof. Dr. med. Dr. phil. Jürgen Daut 

Korreferent: Prof. Dr. med. Bernhard Maisch 



 III 

 INHALT  

ZUSAMMENFASSUNG................................................................... 1 

1 EINLEITUNG ........................................................................ 3 

1.1 Das Koronarsystem und seine Regulation 3 

1.2 K +-Kanäle und das Membranpotential 5 

1.3 Einwärts-gleichrichtende Kaliumkanäle 8 

1.4 Fragestellung 13 

2 METHODIK ....................................................................... 14 

2.1 Das isolierte perfundierte Herz 14 

2.1.1 Prinzip..................................................................................................14 

2.1.2 Sauerstoffversorgung............................................................................17 

2.2 Apparativer Aufbau zur flußkonstanten Perfusion 18 

2.3 Perfusionslösungen und Pharmaka 20 

2.3.1 Zusammensetzung der Perfusionslösungen...........................................20 

2.3.2 Pharmaka und Herstellerverzeichnis .....................................................20 

2.4 Tierhaltung und Präparation 22 

2.5 Wahl des Perfusionsdruckes 25 

2.6 Versuchsbeginn 26 

2.7 Statistik 29 

2.7.1 Mittelwert und Standardfehler ..............................................................29 

2.7.2 Konzentrations-/Wirkungsbeziehungen ................................................29 

2.7.3 Wilcoxon-Test für Paarvergleiche ........................................................30 

2.7.4 Datenverarbeitung ................................................................................30 



 IV 

3 ERGEBNISSE...................................................................... 31 

3.1 Lassen sich typische Anzeichen für eine Anwesenheit einwärts-

gleichrichtender Kaliumkanäle im Koronarsystem finden? 31 

3.2 Für die Untersuchung des koronaren Blutflusses sind stillgestellte 

Herzen besser geeignet  als schlagende Herzen. 36 

3.3 Konzentrations-/Wirkungsverhältnis für Gefäßkonstriktionen bei 

Blockade von Kir -Kanälen durch Bariumionen 36 

3.4 Welchen Einfluß haben einwärts-gleichrichtende Kaliumkanäle auf 

die hypoxische Vasodilatation? Kann man die Blockade von Kir -

Kanälen gegen die Blockade von KATP-Kanälen abgrenzen? 41 

3.5 Gibt es eine direkte intrazelluläre Wirkung von Bariumionen an 

den Koronargefäßen? 45 

3.6 Wie ist die Beteiligung endothelialer Kir -Kanäle an der Regulation 

des koronaren Blutflusses? 49 

4 DISKUSSION ...................................................................... 55 

4.1 Anwendbarkeit des Versuchsmodells 55 

4.2 Einwärts-gleichrichtende Kaliumkanäle sind an der Regulation des 

koronaren Gefäßsystems beteiligt 56 

4.3 Der K i-Wert für den Anstieg des koronaren Perfusionsdruckes 

durch Bariumionen liegt höher als der Ki-Wert für die Blockade 

des Kir -Kanals in isolierten Zellen 57 

4.4 K ATP-Kanäle haben keinen bedeutenden Einfluß auf beobachtete 

Vasokonstriktion durch Barium 60 

4.5 Der beobachtete Einfluß auf die Gefäßregulation wird 

hauptsächlich durch Kir -Kanäle der glatten Muskelzellen vermittelt 60 



 V 

4.6 Die Bedeutung einwärts-gleichrichtender Kaliumkanäle für die 

Regulation des koronaren Blutflusses 62 

5 LITERATURVERZEICHNIS ................................................. 63 

6 BILDTAFELN ..................................................................... 73 



 1 

ZUSAMMENFASSUNG 

Die Durchblutung des Herzens wird durch die im Koronarsystem zusammengefaßten 

Blutgefäße in engen Grenzen reguliert. Für bestimmte Bereiche dieser Regulation wer-

den im Zusammenhang mit lokal erhöhten Kaliumkonzentrationen einwärts-

gleichrichtende Kaliumkanäle (Kir) als wesentlich angesehen. Untersuchungen an ein-

zelnen Zellen und isolierten Gefäßabschnitten haben die Bedeutung dieser Kanäle un-

terstrichen. In der vorliegenden Arbeit wurde der Beitrag von Kir-Kanälen an der Regu-

lation des koronaren Blutflusses an isolierten perfundierten Meerschweinchenherzen 

untersucht. Die Herzen wurden mit physiologischen Salzlösungen retrograd bei kon-

stanter Flußrate perfundiert. Bei retrograder Perfusion durch die Aorta schließt sich die 

Aortenklappe, und die Lösung fließt über die Koronararterien ab. Dabei ist der – bei 

konstanter Perfusionsrate über der Aortenklappe gemessene – koronare Perfusionsdruck 

ein Maß für den koronaren Widerstand. Der variable Abschnitt des koronaren Wider-

standes wird durch die terminalen Arteriolen gebildet. Dort wird der Durchmesser der 

Gefäße durch den Kontraktionszustand von glatten Muskelzellen in der Gefäßwand be-

stimmt.  

Die meisten Versuche wurden an Herzen durchgeführt, deren Myokardkontraktionen 

durch Erhöhung der K+-Konzentration der Perfusionslösung auf 15 mM unterbunden 

worden waren. Dies hat die experimentelle Situation für die Beurteilung des Einflusses 

von Kir-Kanälen auf den koronaren Perfusionsdruck begünstigt und vereinfacht. 

Gleichwohl wurden auch der Beitrag von Kir-Kanälen an schlagenden Herzen mit 5 mM 

K+ untersucht. 

Untersucht wurde die Blockierbarkeit von einwärts-gleichrichtenden Kaliumkanälen mit 

mikromolaren Konzentrationen von Bariumionen und die Auswirkungen dieses Vorge-

hens auf den koronaren Perfusionsdruck. Bariumionen führten sowohl an schlagenden 

als auch an stillgestellten Herzen im Konzentrationsbereich von 0.5 µM bis 160 µM zu 

deutlichen, reversiblen Anstiegen des koronaren Perfusionsdruckes. An stillgestellten 

Herzen konnte eine Konzentrations-/Wirkungsbeziehung für die vasokonstriktive Wir-

kung von Bariumionen ermittelt werden. Da Bariumionen in dem verwendeten Konzen-

trationsbereich einwärts-gleichrichtende Kaliumkanäle spezifisch blockieren, kann da-

von ausgegangen werden, daß es sich bei den beobachteten Druckanstiegen um die Fol-

ge der Blockade von Kir-Kanälen gehandelt hat. Der typische Verlauf der Konzentrati-

ons-/Wirkungsbeziehung weicht von dem an einzelnen Kir-Kanälen, Einzelzellen oder 



 2 

Gefäßabschnitten ermittelten Verlauf ab. Die Unterschiede lassen sich jedoch mit me-

thodischen Differenzen hinreichend erklären. 

Andere Kaliumkanäle wie ATP-abhängige Kaliumkanäle werden durch die verwende-

ten Ba2+-Konzentrationen nicht oder nur in geringem Ausmaß blockiert. Es konnte  wei-

terhin herausgefunden werden, daß der Einfluß von Kir-Kanälen auf die hypoxische 

Vasodilatation gering ist. 

Direkte intrazelluläre Wirkungen von Bariumionen, als Substituent von intrazellulären 

Calciumionen konnten durch vergleichende Experimente mit Strontiumionen und ge-

ringen Konzentrationen eines Calciumkanalantagonisten ausgeschlossen werden. 

Eine direkte Differenzierung zwischen Kir-Kanälen von Endothelzellen und Kir-Kanälen 

der glatten Gefäßmuskulatur war mit dem verwendeten Versuchsmodell nicht möglich. 

Dennoch konnten durch vergleichende Messungen der Ba2+-Wirkung vor und nach 

Blockade zahlreicher endothelialer Mediatoren (NO, Prostaglandine, EDHF, Endothe-

lin-1) Hinweise dafür gefunden werden, daß hauptsächlich einwärts-gleichrichtende 

Kaliumkanäle der glatten Muskulatur an der Gefäßregulation beteiligt sind. Diese An-

nahme wird auch durch Beobachtungen zum Verlauf der Konzentrations-/ Wirkungs-

kurve unterstützt. 

Insgesamt ergibt sich das Bild, daß einwärts-gleichrichtende Kaliumkanäle einen we-

sentlichen Beitrag zur Regulation des koronaren Blutflusses leisten. Sie ermöglichen 

zum einen, durch ihre spezifischen Eigenschaften eine Stabilisierung des Membranpo-

tentials glatter Gefäßmuskelzellen und zum anderen die unmittelbare Anpassung des 

regionalen Blutflusses durch Reaktion auf lokale extrazelluläre Kaliumerhöhungen. 

Die vorliegende Arbeit zeigt, daß die Übertragung der an isolierten Zellen und Gefäßen 

gewonnen Erkenntnisse über die diesem Mechanismus zugrundeliegenden Zusammen-

hänge, auf ein ganzes komplexes Organsystem möglich ist. 
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1 EINLEITUNG  

1.1 Das Koronarsystem und seine Regulation 

Das Herz nimmt innerhalb der Medizin in mehrfacher Hinsicht eine zentrale Stellung 

ein. Durch seine Funktion wird jedes Organ des Körpers bis in die letzte Zelle mit sau-

erstoff- und nährstoffreichem Blut versorgt. Erst dadurch wird der Stoffwechsel eines 

differenzierten Organismus überhaupt ermöglicht. Ist die Arbeitsweise des Herzens ge-

stört, leidet es nicht nur selbst darunter; in noch viel stärkerer Weise wirkt sich eine der-

artige Funktionseinschränkung auf den Gesamtorganismus aus. 

Es war schon immer faszinierend, wie das Herz bedarfsgerecht auf Anforderungen des 

Körpers durch das differenzierte Zusammenwirken einer Reihe physikalischer Gesetz-

mäßigkeiten und biochemischer Funktionsabläufe reagieren kann.  

Eine Besonderheit in diesem System stellt die Eigenversorgung des Herzens dar: Die 

beiden Koronararterien und ihre Hauptäste und Verzweigungen sind am menschlichen 

Herzen durch Anastomosen zwischen ihren Ästen und zwischen der rechten und linken 

Kranzader verbunden und dadurch zum Koronarsystem geschlossen (Abb.1). Dieses 

System wird nach dem Maße der aktuellen Herzleistung und des dadurch gegebenen 

wechselnden Blut- und Sauerstoffbedarfs des Herzmuskels durchströmt. Dabei unterlie-

gen die einzelnen Bereiche unterschiedlichen, sich überlappenden Regulationsmecha-

nismen (Abb.2). 

 

Abbildung 1  Koronares Gefäßsystem 
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Die tatsächliche Feinregulation der Koronardurchblutung findet vor allem durch klein-

ste Gefäße am Ende der arteriellen Aufzweigung statt (Kanatsuka et al. 1989, Marcus et 

al. 1990).  Diese Gefäße haben typischerweise einen Durchmesser von weniger als 

100 µm und werden wegen ihrer Lage unmittelbar vor der kapillären Endstrecke auch 

als terminale Arteriolen bezeichnet (Bildtafeln 1 und 2). Die glatten Muskelzellen dieser 

Arterien befinden sich normalerweise in einem Zustand der submaximalen Kontraktion 

und können daher entsprechend den Anforderungen weiter konstringieren oder dilatie-

ren. Einen wesentlichen Beitrag zu diesem Umstand leistet der transmurale Gefäßdruck. 

Dieser Effekt wurde schon früh als „myogener Tonus“ beschrieben (Bayliss 1902).  

In vivo sorgt diese myogene Autoregulation dafür, daß in einem bestimmten physiologi-

schen Druckbereich der Fluß im Blutgefäß relativ konstant bleibt (Johnson 1986). 

Autonomes
Nervensystem
α-Rezeptoren
β-Rezeptoren

Autonomes
Nervensystem
α-Rezeptoren
β-Rezeptoren

Metabolische
Regulation
K+, pH, Adenosin,
PO2, PCO2

Metabolische
Regulation
K+, pH, Adenosin,
PO2, PCO2

Gefäßendothel
NO, Endothelin-1, 
EDHF, Prostaglandine

Gefäßendothel
NO, Endothelin-1, 
EDHF, Prostaglandine

 

Abbildung 2  Regulation der koronaren Durchblutung  

Unterschiedliche Mechanismen beeinflussen die Gefäßregulation in verschiedenen Gefäßab-

schnitten des Koronarsystems. 
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1.2 K+-Kanäle und das Membranpotential  

Das Membranpotential der glatten Muskelzellen in Arterien ist ein wichtiger Regulator 

des Gefäßtonus und damit des Gefäßdurchmessers. Kontrolliert wird es durch Kalium-

kanäle in der Zellmembran: Schließen sich K+-Kanäle, so vermindert sich der Kalium-

ausstrom aus der Zelle. Es kommt zur Depolarisation des Membranpotentials. Span-

nungsabhängige Calciumkanäle öffnen sich und erhöhen den Calciumeinstrom. Durch 

die Bildung von Ca2+-Calmodulin-Komplexen wird der Aktin-Myosin-Mechanismus 

aktiviert – das Gefäß verengt sich.  

Öffnen sich hingegen K+-Kanäle, kommt es über eine Hyperpolarisation des Membran-

potentials zur Gefäßerweiterung (Abb. 3).  

Störungen der Funktion von K+-Kanälen können zu dauernder Vasokonstriktion oder 

auch zu einem Verlust der Erweiterungsfähigkeit der Arterie führen. Derartige Verände-

rungen von Kaliumkanälen in glatten Muskelzellen könnten beteiligt sein am Pathome-

chanismus von Bluthochdruck, Ischämien, Vasospasmen, Blutdruckabfall beim Endo-

toxinschock oder Durchblutungsstörungen im Rahmen eines Diabetes mellitus. 

Bisher wurden vier verschieden Arten von Kaliumkanälen in Koronargefäßen entdeckt:  

Spannungsabhängige K+-Kanäle (Kv), Ca2+-aktivierte K+-Kanäle (KCa), ATP-abhängige 

K+-Kanäle (KATP) und einwärts-gleichrichtende Kaliumkanäle (Kir). Für glatte Muskel-

zellen schätzt man die Häufigkeit dieser Kanäle auf ungefähr 100-500 pro Zelle für 

KATP- und Kir-Kanäle und auf 1000 bis 10.000 pro Zelle für Kv- und KCa-Kanäle (Nel-

son und Quayle 1995). 

Durch die Entwicklung der patch-clamp-Technik konnten in den letzten 15 Jahren zahl-

reiche Informationen über die Lokalisation, Funktion und Bedeutung dieser Kanäle im 

Gefäßsystem des Herzens gewonnen werden. 

Glatte Muskelzellen in Arterien und Arteriolen bilden in vivo ein Membranpotential von 

–40 bis –55 mV aus (Neild et al. 1985). Da das Gleichgewichtspotential für Kaliumio-

nen deutlich negativer liegt (etwa –85 mV), wird die Membranleitfähigkeit offensicht-

lich nicht vollständig von der Leitfähigkeit für K+-Ionen bestimmt. Zurückzuführen ist 

dies vermutlich auf eine gleichzeitig hohe Leitfähigkeit für Cl—Ionen – mit einem 

Gleichgewichtspotential von nur –31 mV (Hirst et al. 1989). 

Nach bisherigen Erkenntnissen scheint das Membranpotential (Vm) glatter Muskelzellen 

ein wichtiger Regulator des Tonus von Gefäßwänden zu sein (Daut et al. 1994). 
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Eine Veränderung von Vm um nur wenige Millivolt führt bereits zu deutlichen Ände-

rungen des Gefäßdurchmessers (Nelson et al. 1988, Brayden und Nelson 1992).  

Das Membranpotential reguliert den Kontraktionszustand des glatten Muskel wahr-

scheinlich über eine Veränderung des Calciumeinstroms durch spannungsabhängige 

Ca2+-Kanäle (Abb. 3). Weitere Möglichkeiten wären ein Einfluß auf den Na+/Ca2+-

Austausch (Nelson et al. 1990) oder die intrazelluläre Freisetzung von Ca2+ durch Pro-

duktion von Inositol-1,4,5-Triphosphat (Itoh et al. 1992). Tatsächlich wurde beobachtet, 

daß physiologische und pharmakologische Veränderungen des Membranpotentials zu 

einer Veränderung des Gefäßdurchmessers führen (Brayden und Nelson 1992, Volk et 

al. 1993).  

Elektrophysiologische Messungen mit Hilfe der patch-clamp-Technik konnten zeigen, 

daß nur sehr wenige K+-Kanäle geöffnet sein müssen, um wesentlich zur Membranleit-

fähigkeit beizutragen. Im Umkehrschluß wird bereits eine geringfügige Verminderung 

der Leitfähigkeit durch diese K+-Kanäle zu deutlicher Vasokonstriktion führen (Robert-

son und Nelson 1994, Quayle et al. 1993, Bonev und Nelson 1993 und 1996, Robertson 

et al. 1993).  

In der vorliegenden Arbeit soll der Beitrag der einwärts-gleichrichtenden Kaliumkanäle 

bei der Regulation des koronaren Blutflusses untersucht werden. Daher wird dieser Ka-

naltyp im nächsten Abschnitt näher beschrieben.  
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Abbildung 3  K+-Kanäle im Endothel und in Gefäßmuskelzellen 

Kaliumkanäle beeinflussen den Kontraktionszustand glatter Muskelzellen. 

Calciumkanäle öffnen sich bei einer Depolarisation des Membranpotentials. Ca2+ strömt in 

die Zelle ein und führt über die Aktivierung des Aktin-Myosin-Systems zur Kontraktion der 

glatten Muskelzelle. Ein Kaliumausstrom aus einwärts-gleichrichtenden (Kir) oder ATP-

abhängigen (KATP) Kaliumkanälen hemmt diesen Mechanismus durch Hyperpolarisation des 

Membranpotentials. 

Eine besondere Bedeutung könnten Kir-Kanäle in Endothelzellen haben. Eine Hyperpolarisa-

tion dieser Zellen kann sich unter Umständen über myo-endotheliale gap-Junctions auf die 

glatten Muskelzelle übertragen (Beny und Pacicca 1994). Gleichzeitig hemmt die Hyperpo-

larisation über eine Verminderung des passiven Ca2+-Einstroms in die Endothelzelle die 

Produktion von Stickstoffmonoxid (NO).  Durch den Kaliumausstrom durch Kir-Kanäle von 

Endothelzellen würden somit sowohl  konstringierende, wie auch relaxierende Mechanismen 

getriggert (Luckhoff und Busse 1990, Daut et al. 1994). 
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1.3 Einwärts-gleichrichtende Kaliumkanäle 

Einwärts-gleichrichtende Kaliumkanäle (Kir-Kanäle) wurden in einer Reihe erregbarer 

Zellen nachgewiesen – unter anderem auch im Endothel (Takeda et al. 1987, Himmel et 

al. 1994) und den glatten Muskelzellen arterieller Gefäße (Edwards und Hirst 1988, 

Hille 1992, Hirst et al. 1989, Robertson et al. 1996).  

Der Name „einwärts-gleichrichtend“ beschreibt die Besonderheit dieser Kanäle, bei 

konstant gehaltenem Membranpotential, Kaliumionen überwiegend von der extrazellu-

lären zur intrazellulären Seite durch die Membran zu leiten. Ein K+-Strom in die umge-

kehrte Richtung findet hingegen nur kaum statt (Sakmann und Trube 1984). 

Dieses Verhalten resultiert aus der Eigenschaft von Kir-Kanälen, durch Hyperpolar-

isation aktiviert zu werden. Im Gegensatz dazu werden Kv- und KCa-Kanäle durch 

Membrandepolarisation aktiviert (Hille 1992). 

Unter physiologischen Ruhebedingungen liegt jedoch zum Beispiel an glatten Muskel-

zellen ein Membranpotential vor, das positiver ist als das Gleichgewichtspotential für 

Kaliumionen (EK). Es existiert also ein elektrochemischer Gradient für K+-Ionen, die 

Zelle zu verlassen. So kommt es, daß Kir-Kanäle unter Ruhebedingungen einen kleinen 

hyperpolarisierenden K+-Ausstrom aus der Zelle leiten (vergl. Abb. 5). 

 

Abbildung 4  Topologisches Modell einer Untereinheit eines Kir -Kanals 

In dieser vereinfachten Form sind die Porendomänen als in die Membran eintauchende 

Schleifen (geschwungene Linien) dargestellt. Im Falle der einwärts-gleichrichtenden Kali-

umkanäle wird die Porendomäne von zwei membrandurchspannenden, hydrophoben Seg-

menten flankiert (Röhren) (Ho et al. 1993, Kubo et al. 1993).  
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Einwärts-gleichrichtenden Kaliumkanälen sind aus vier Untereinheiten aufgebaut. Die 

molekulare Struktur eines Kir-Kanals (Kir 1.1) wurde erstmals von Ho et al. 1993 be-

schrieben (Abb. 4).  

Kir-Kanäle sind zur Zeit Gegenstand intensiver molekularbiologischer Forschung. Es 

konnten bislang zahlreiche Subtypen von Kir-Kanälen in verschiedenen Geweben iso-

liert werden. In mehreren Fällen gelang die heterologe Expression in artfremden Wirts-

zellen (u.a.: Fakler et al. 1996, Doring et al. 1998, Topert et al.1999)  

An isolierten Einzelzellen und Gefäßabschnitten mit einem Durchmesser größer 100 µm 

wurde bisher das folgende elektrophysiologische Wissen gewonnen:   

• Kir-Kanäle in arteriellen Gefäßen zeigen die gleichen grundlegenden Eigenschaften 

wie Kir-Kanäle in anderen Geweben: Sie leiten einen Einwärtsstrom bei einem 

Membranpotential, das negativer ist als das Kaliumgleichgewichtspotential EK und 

einen kleinen Auswärtsstrom bei einem Membranpotential, das positiver ist als EK 

(Hirst et al. 1986). 

• Die Aktivität von Kir-Kanälen wird sowohl vom Membranpotential Vm wie auch 

von der extrazellulären K+-Konzentration K+O bestimmt. Verändert sich K+
O, so lei-

tet der Kir-Kanal auch weiterhin einen Einwärtsstrom bei einem Membranpotential, 

das negativer ist als das neue Kaliumgleichgewichtspotential; gleichzeitig bleibt der 

mögliche Auswärtsstrom klein. Damit paßt sich im Gegensatz zu anderen Kalium-

kanälen (Kv, KCa) der Spannungsbereich, in dem ein Kir-Kanal leitet, der extrazellu-

lären Kaliumkonzentration an (Quayle et al. 1993).   

Die Öffnungswahrscheinlichkeit von Kir-Kanälen steigt mit steigender Konzentra-

tion von Kaliumionen in der extrazellulären Lösung (Knot et al. 1996) an. 

• Einwärts-gleichrichtende Kaliumkanäle konnten bei elektrophysiologischen Mes-

sungen an Einzelzellen und isolierten Gefäßabschnitten durch mikromolare Konzen-

trationen von Bariumionen vollständig gehemmt werden. Die blockierende Wirkung 

von Bariumionen wird bei zunehmend negativem Membranpotential verstärkt.  

Bariumionen sind zwar auch Blocker zahlreicher anderer Kaliumkanäle in Einzel-

zellen und isolierten Gefäßabschnitten, jedoch nur bei wesentlich höheren Konzen-

tration (Bonev et al. 1993, Wible et al. 1995): 
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2 µM  
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100 µM 
(Vm –80 mV) > 1 mM 
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Blocker anderer Kaliumkanäle (Charybdotoxin, TEA, Sulfonylharnstoffe, Amino-

pyridine) haben keinen oder nur einen geringen Effekt auf Kir-Kanäle im Gefäßsy-

stem (Brayden 1996). Andere Hemmstoffe von Kir-Kanälen, wie das Benzopyran-

derivat Terikalant (RP 58866) sind nicht ausreichend spezifisch für diesen Kanal 

und sind daher für systematische Untersuchungen der Funktion einwärts-

gleichrichtender Kaliumkanäle kaum geeignet (Escande et al. 1992, Jurkiewicz et 

al. 1996). 

Die physiologische Bedeutung und Funktion von Kir-Kanälen in Blutgefäßen ist bisher 

nur teilweise verstanden worden.  

Diskutiert wurden in der Vergangenheit folgende Möglichkeiten: 

• Einwärts-gleichrichtende Kaliumkanäle haben eine hohe Leitfähigkeit bei negati-

vem Membranpotential. Möglicherweise sind sie daher für die Aufrechterhaltung 

des Ruhepotentials der Zellen zuständig. Hinweise hierfür konnten Hirst et al. be-

reits 1986 finden. In anderen Arbeiten an isolierten Gefäßen wurden allerdings mit 

Ba2+-Konzentrationen von 50 µM nur schwache Hinweise für eine Beteiligung von 

Kir-Kanälen gefunden (Brayden 1990, McCarron und Halpern 1990). 

• Die Endothelzellen kleiner Gefäße leisten durch chemische und elektrische Interak-

tion mit glatten Muskelzellen der terminalen Arteriolen einen entscheidenden Bei-

trag zur Regulation des Blutfluß (Daut et al. 1994, Beny 1990). Beckerath et al. 

konnten 1996 zeigen, daß etwa fünf bis sechzig aktive Kir-Kanäle das Membranpo-

tential frisch isolierter Endothelzellen entscheidend bestimmen. Es wurde vermutet, 

daß die Kir-Kanäle der Endothelzellen entweder über die Ca2+-getriggerte Freiset-

zung vasoaktiver Substanzen (NO, Prostaglandine) oder durch direkte elektrische 

Kopplung (Beny und Pacicca 1994) an glatte Muskelzellen den Gefäßtonus beein-

flussen können (Xie & Bevan 1998, Flynn et al.1999). 



 11 

• Der Blutfluß in fast allen Organen ist an die Anforderungen des Stoffwechsels ge-

koppelt. Geregelt wird dies nicht zuletzt durch die lokale Freisetzung gefäßerwei-

ternden Substanzen aus dem die Blutgefäße umgebenden Gewebe. Neben zahlrei-

chen anderen Mediatoren wie Adenosin und dem pH-Wert, wurde auch die Kalium-

konzentration als einer dieser möglichen Regulatoren vorgeschlagen. So führt ein 

Anstieg der extrazellulären Kaliumkonzentration im Bereich von 1 mM bis 15 mM 

zur Erweiterung kleiner Gefäße in Herz und Gehirn (Knot et al. 1996, McCarron 

und Halpern 1990). K+ wird als eine Folge von verstärkter Herztätigkeit aus Myozy-

ten freigesetzt und könnte als ein Faktor zur verstärkten koronaren Durchblutung bei 

steigender Herzarbeit beitragen.  

• Die beschriebene Erweiterung der Gefäße durch die erhöhte K+-Konzentration er-

folgt durch mindestens zwei Mechanismen: Zum einen wird die Aktivität der 

Na+/K+-Pumpe im Bereich einer extrazellulären Kaliumkonzentration (K+
O) von 

1 mM bis 5 mM stimuliert (Brace et al. 1974, Mitani et al. 1992). Zum anderen 

werden einwärts-gleichrichtende Kaliumkanäle im Bereich von 5 mM bis 10 mM 

K+
O aktiviert (McCarron und Halpern 1990). Eine Erhöhung von K+

O innerhalb die-

ser Spannweite hyperpolarisiert glatte Gefäßmuskelzellen von Arteriolen. Diese 

Hyperpolarisation wird durch Ba2+ in einer Konzentration wieder aufgehoben, die 

dazu geeignet ist, Kir-Kanäle zu blockieren (Edwards et al. 1988). Weder die Ent-

fernung des Endothels noch Hemmstoffe anderer Kaliumkanäle oder Mediatoranta-

gonisten konnten den beobachteten Effekt aufheben (Knot et al. 1994). 

Ein hypothetischer Mechanismus für die Wirkung einer K+
O-Erhöhung wurde von Nel-

son und Quayle vorgeschlagen (Abb. 5): Nimmt K+
O von 5 mM auf 15 mM zu, so ver-

ändert sich das Kaliumgleichgewichtspotential EK von etwa -85 mV auf etwa -56 mV. 

Das Membranpotential der glatten Gefäßmuskelzellen ist mit -40 mV bis -50 mV posi-

tiver als EK. Die oben beschriebene Aktivierung der Kir-Kanäle könnte nun dazu führen, 

daß sich das Membranpotential in Richtung EK verschiebt.  

Letztendlich ist der typische n-förmige Verlauf der Strom-/Spannungskurve von Kir-

Kanälen dafür verantwortlich, daß ein Anstieg von K+
O innerhalb eines bestimmten Po-

tentialbereichs  zu einer Erhöhung des Kaliumausstroms führen kann.  

Der dabei auftretende Stromfluß von ~1 pA soll in der Lage sein, daß Membranpotential 

der glatten Gefäßmuskelzellen entscheidend zu beeinflussen (Nelson und Quayle 1995). 

Der geringe Auswärtsstrom ist gleichwohl zu klein, um an isolierten glatten Muskelzel-

len quantitativ sicher gemessen zu werden.  
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Membran-
potential

I auswärts

5 mM K+ 15 mM K+

I einwärts

~ -85 mV 

~ -56 mV 

K+-Ausstrom

 

Abbildung 5  Möglicher Mechanismus der K+-induzierten Vasodilatation 

Eine Erhöhung der extrazellulären Kaliumionenkonzentration von 5 mM auf 15 mM führt zu 

einer Verschiebung des K+-Gleichgewichtpotentials von -85 mV auf -56 mV. Befindet sich 

das Membranpotential der glatten Muskelzelle dabei im Bereich von -40 mV bis -50 mV, 

kann dies zu einem Anstieg des K+-Ausstroms aus der Zelle führen (großer offener Pfeil).  

Kaliumionenausstrom bedeutet Hyperpolarisation und somit Relaxierung der glatten Mus-

kelzelle (nach Nelson und Quayle 1995). Der Auswärtsstrom aus dem Kanal ist zur besseren 

Verdeutlichung stark überhöht eingezeichnet. 
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1.4 Fragestellung 

Die bisher durchgeführten und oben beschriebenen Untersuchungen über einwärts-

gleichrichtenden Kaliumkanälen haben starke Hinweise dafür erbracht, daß Kir-Kanäle 

an der Regulation des Blutflusses in zahlreichen Organen und unter anderem auch dem 

des Herzens beteiligt sind. 

Gleichwohl beruhen alle bisher geäußerten Hypothesen auf Beobachtungen, die an ein-

zelnen isolierten Zellen, präparierten Gefäßringen oder an unter Druck gesetzten Gefäß-

abschnitten gemacht wurden. Das Zusammenspiel von einwärts-gleichrichtenden Kali-

umkanälen mit anderen Ionenkanälen oder den zahlreichen in Blutgefäßen vorhanden 

Mediatorsubstanzen wurde, wenn überhaupt, nur in Einzelfällen untersucht. 

In der vorliegenden Arbeit sollte nun am Modell des isolierten perfundierten Herzens 

versucht werden, die zahlreichen Erkenntnisse über die Bedeutung der Kir-Kanäle an 

der Regulation des koronaren Blutfluß zu überprüfen. Der Vorteil dieses Vorhabens 

liegt in der automatischen Berücksichtigung vieler interagierender Regulations-

mechanismen, ohne die einzelnen Vorgänge auf zellulärer Ebene durch eine intensive 

Präparation zu (zer-)stören. 

Selbstverständlich führt ein derart kompliziertes Modell wie das isolierte Herz zahlrei-

che nicht lineare Zusammenhänge in die beobachteten Reaktionen auf Versuchsmanipu-

lationen ein. Es sollte jedoch der Versuch gemacht werden, durch eine Zusammenschau 

der bisherigen elektrophysiologischen Erkenntnisse mit den gemachten Beobachtungen, 

Hypothesen zu überprüfen und neue Erkenntnisse zu gewinnen. Insbesondere sollten 

folgende Fragen beantwortet werden: 

• Können einwärts-gleichrichtenden Kaliumkanälen als Regulatoren des Blutflusses 

am isolierten Herzen nachgewiesen werden? 

• Wie groß ist das relative Gewicht der Kir-Kanäle und der (recht gut erforschten) 

KATP-Kanäle an der Regulation des Gefäßtonus? 

• Läßt sich zwischen Kir-Kanälen der Endothelzellen und Kir-Kanälen der glatten 

Muskelzellen differenzieren? 

• Wie groß ist der Beitrag der NO-Synthese zur Kir-Kanal vermittelten Änderung des 

koronaren Blutflusses? 

• Lassen sich Hinweise auf mediator-vermittelte Einflüsse von Kir-Kanälen finden? 
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2 METHODIK  

2.1 Das isolierte perfundierte Herz 

2.1.1 Prinzip 

Oscar Langendorff beschrieb 1895 erstmals eine Methode, die es gestattet, die Tätigkeit 

eines aus dem Körper vollständig isolierten Säugetierherzens ohne Einschränkungen zu 

untersuchen. Das Prinzip der Methode besteht darin, eine sauerstoffangereicherte Flüs-

sigkeit entgegen der ursprünglichen Flußrichtung durch den Anfangsteil der Aorta herz-

wärts zu drücken. Die Aortenklappen werden dabei infolge des rückwärts gerichteten 

Perfusionsflusses geschlossen, und die Flüssigkeit wird in die Kranzarterien geleitet 

geschlossene 
Aortenklappe

linkes
Koronarostiumrechtes

Koronarostium

Perfusat

 

Abbildung 6  Ventrale Ansicht des Gefäßsystems des Herzen 

Darstellung der retrograden Perfusionstechnik. Die Aortenklappen sind geschlossen. Die 

Perfusionsflüssigkeit verläßt das Herz über den rechten Vorhof (nicht dargestellt) und läuft 

an der Herzspitze ab. 
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Dieser Vorgang entspricht in etwa der Durchblutung des Herzens im Körper während 

der Diastole.  

Nachdem das Perfusat das Herzkranzgefäßsystem durchlaufen hat, fließt es über den 

Sinus coronarius und den eröffneten rechten Vorhof ab. Die Herzkammern bleiben bei 

diesem Verfahren überwiegend leer. 

An diesem Herzpräparat können mechanische Parameter des Herzmuskels (Kontrakti-

onskraft,  Ventrikeldruck, -durchmesser und Volumen), der Fluß durch die Kranzgefä-

ße, der Herzrhythmus sowie bioelektrische Größen (z.B. EKG) über lange Zeit gemes-

sen werden. 

Zur Untersuchung des koronaren Widerstandes bieten sich sowohl die flußkonstante 

wie auch die druckkonstante Perfusion an. In beiden Fallen läßt sich der Gefäßwider-

stand durch eine konstant gehaltene Größe und eine gemessene variable Größe ermit-

teln. In Anlehnung an das Ohmsche Gesetz läßt sich der Strömungswiderstand R aus 

den Meßgrößen „Druckdifferenz ∆p“ und „Fluß Φ“ errechnen: 

 

Der Strömungswiderstand wird aber auch nach Hagen-Poiseuille durch folgende Glei-

chung beschrieben: 

 

Die Länge des Röhrensystems l und die Viskosität der Flüssigkeit η werden bei der Per-

fusion des isolierten Herzens konstant gehalten, lediglich der Gefäßradius ist zu berück-

sichtigen. Unter Weglassen aller Konstanten ergibt sich dann: 

 

 

π
η 81

4

⋅⋅⋅= l

r
R
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Für physiologische Fragestellungen ist das Verhalten der glatten Gefäßmuskelzellen in 

den Koronararterien und Arteriolen von Interesse. Änderungen des Tonus dieser Zellen 

kommen in einer Änderung des Gefäßradius zu Geltung. Eine direkte Messung dieses 

Radius am intakten Herzen ist jedoch nur an großen, oberflächlich gelegenen Arterien 

möglich. Besonders der Kontraktionszustand der für die Regulation des koronaren Blut-

flusses entscheidenden terminalen Arteriolen läßt sich jedoch nur über den Gesamtwi-

derstand ermitteln: 

 

Aus diesem Zusammenhang zwischen Druck und Fluß ergeben sich prinzipiell zwei 

Möglichkeiten der Versuchsdurchführung, nämlich die druckkonstante oder die fluß-

konstante Perfusion:  Eine Perfusion mit konstantem Druck entspräche weitestgehend 

den physiologischen Bedingungen in vivo, da es Ziel der Kreislaufregulation ist, den 

Blutdruck im Körper  konstant zu halten. 

Für die durchgeführten Versuche wurden die Herzen dagegen flußkonstant perfundiert. 

Nur mit dieser Methode ist es möglich, bei einer Änderung des koronaren Widerstandes 

durch vasoaktive Substanzen die O2-Versorgung im Gewebe konstant zu halten und so 

eine Interpretation der Ergebnisse überhaupt zu ermöglichen. Ein weiterer Vorteil be-

steht darin, daß kleine Änderungen des Perfusionsdruckes exakter zu messen sind als 

kleine Flußänderungen. Mißt man also den Perfusionsdruck bei konstantem Fluß, so 

zeigen Veränderungen des Perfusionsdruckes eine Dilatation oder Konstriktion der Ge-

fäße an: 

Äußere Faktoren wie die Temperatur, pH-Wert, transmuraler Ventrikeldruck oder der 

Sauerstoffbedarf des Herzens müssen dabei möglichst konstant gehalten werden.  

Wie eingangs beschrieben, erfolgt die Feinregulation des Gefäßwiderstandes durch glat-

te Muskelzellen vor allem im Bereich der terminalen Arteriolen. Die Messung der Dila-

tation oder Konstriktion der Herzkranzgefäße läßt somit direkte Rückschlüsse auf den 

Kontraktionszustand der glatten Muskelzellen in der terminalen Strombahn zu.  

4)(
1

~
sGefäßradiuFluß

Druck
R =

4)(

1
~
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2.1.2 Sauerstoffversorgung 

Bei der Verwendung wäßriger Salzlösungen führt die Perfusionslösung pro Volumen 

nur ein Zehntel der Sauerstoffmenge, die arterielles Blut mit demselben Volumen führt. 

Dies hat zu der Vermutung geführt, daß in isolierten, salin perfundierten Herzen die 

Sauerstoffversorgung ständig mangelhaft ist (Paradise et al. 1984). Obwohl für Herzen 

von Meerschweinchen und Ratten dieser Einwand aufgrund der geringen Organgröße 

als nicht zutreffend angesehen wird (Opie 1984, Neely et al. 1967), konnte sogar an 

Hunde und Kaninchenherzen eine ausreichende Sauerstoffversorgung bei saliner Perfu-

sion nachgewiesen werden (Murashita 1991). 

Trotzdem ist insbesondere bei Versuchen, die mit einer künstlichen Vasokonstriktion 

einhergehen, die geringere Sauerstoffkapazität einer wäßrigen Perfusionslösung zu be-

denken. Bei der technischen Ausführung des Versuchsaufbaues war deshalb auf einen 

größtmöglichen Schutz vor Sauerstoffverlusten im Perfusionsapparat zu achten. 

Bei der für die hier beschriebenen Experimente verwendeten Anlage wurde der Schutz 

vor Sauerstoffverlusten während des Lösungstransportes durch die Verwendung von 

Glasröhren und durch die direkte Messung der Sauerstoffpartialdrücke an der laufenden 

Apparatur sichergestellt. 



 18 

2.2 Apparativer Aufbau zur flußkonstanten Perfusion 

Der konstante Fluß der Perfusionslösung wurde mit einer Mehrkanal-Schlauchpumpe 

(Minipuls 3, Abimed, Langenfeld) gewährleistet Alle Lösungen wurden in Glasflaschen 

(Duran®, Schott, Mainz) gefüllt und in einem Wasserbad auf 37 °C erwärmt. Zeitgleich 

wurden die Lösungen entweder mit Carbogen (95% O2, 5% CO2) oder mit einem Gas-

gemisch aus 95% N2, 5% CO2 für mindestens 15 Minuten äquilibriert.  

Die erwärmte Lösung wurde dann über Glasröhren zu einem 4-Wege-Hahn geführt. Die 

Umschaltmöglichkeit vor der Pumpe stellte eine gleichmäßigen herzwärtigen Fluß, un-

abhängig vom momentanen Zustand des Pumpschlauchmaterials, sicher.  Bei der Um-

schaltung zwischen den beiden Pumpkanälen kam es nicht zu meßbaren Druckänderun-

gen in der Aortenkanüle. 

An die Schlauchpumpe schloß sich über ein T-Stück ein kurzer Kunststoffschlauch als 

Windkessel an. Auf diese Weise konnte ein Perfusatfluß ohne peristaltische Schwan-

kungen erreicht werden.  

 

Abbildung 7   Versuchsaufbau zur retrograden, flußkonstanten Perfusion 

Erwärmtes und begastes Perfusat wird über den 4-Wege-Hahn von einer Schlauchpumpe 

zum Herzen gepumpt. Ein kleiner Windkessel sorgt für pulsationsfreien Fluß. Ein zusätzli-

cher Wärmetauscher gewährleistet eine gleichbleibende Temperatur des Perfusates von 

37 °C. Das Herz ist in einem ebenfalls 37 °C warmen Organbad untergetaucht. Die Messung 

des Druckes in den Koronararterien erfolgt am seitlichen Anschluß der Aortenkanüle. 
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Bevor die Perfusionslösung die Koronarien erreichte, wurde sie erneut auf 37 °C er-

wärmt. Der Ausfluß des Wärmetauschers war über ein Winkelstück mit der 

Aortenkanüle verbunden (Bildtafel 6). 

Während des Durchflusses durch die Perfusionsapparatur konnte keine unerwünschte 

Aufnahme oder Abgabe von Sauerstoff in die äquilibrierten Lösungen gemessen werden 

(Messung mit Sauerstoffelektrode, Chemical Microsensor 1201, Diamond General, Ann 

Arbor, USA):  

 

Lösung begast mit: pO 2 in der Vorratsflasche pO 2 am Ausfluß Aortenkanüle 

95% N2, 5% CO2 0% <1% (<7,5 mmHg) 

95% O2, 5% CO2 95% (722 mmHg) 94,9% (721 mmHg) 

 

Während des Versuches war das Herz ständig in einem gläsernen Organbad unterge-

taucht und schwamm in dem aus dem rechten Vorhof fließenden Effluat (Bildtafel 7). 

Diese Maßnahme sicherte eine konstante Temperatur des Herzens. Als weiterer Effekt 

wurde bei dem untergetauchten Herzen der Gewebedruck erhöht und so ein transkapil-

lärer Flüssigkeitsaustritt mit Ödembildung verhindert (Döhring und Dehnert, 1985). 

Noch im umgebenden Effluat vorhandene Pharmakareste hatten keinen Einfluß auf die 

Koronargefäße. 

Der koronare Perfusionsdruck in der Aorta wurde mit einem Drucksensor (NT144, Data 

Instruments, Friedberg) über ein T-Stück etwa 3 mm vor den Koronarostien kontinuier-

lich gemessen. Die Verbindung zum Drucksensor wurde über einen 10 cm langen, star-

ren Kunststoffschlauch hergestellt (Bildtafel 6). Die entstehende Luftbrücke diente dem 

Schutz des Meßkopfes. Die Drucksignale wurden von einem digitalen Kassettenrecor-

der (BioLogic, Echirolles, Frankreich) mit 12 Bit Auflösung und einer Abtastrate von 

44 kHz aufgenommen. Gleichzeitig wurde der Verlauf der Druckkurve auf einem Pa-

pierschreiber aufgezeichnet  

Für die Experimente an schlagenden Herzen wurden Elektroden aus Platindraht und ein 

Elektrostimulator (S9, Grass Instruments, West Warwick, USA) verwendet. Eine Elek-

trode wurde mit der das Herz im Organbad umgebenden Flüssigkeit verbunden. Die 

andere Elektrode wurde am oberen Herzrand, medial des rechten Herzohres, plaziert 

(Bildtafel 8).  
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2.3 Perfusionslösungen und Pharmaka 

2.3.1 Zusammensetzung der Perfusionslösungen 

Zu Beginn jedes Versuchstages wurden 5 Liter Perfusionslösung hergestellt. Alle Teil-

lösungen dieses Tages wurden aus diesem Vorrat entnommen und enthielten somit 

identische Ionenkonzentrationen: 

 

Substanz Stillgestelltes Herz Schlagendes Herz  

NaCl 105 mM / l 115 mM / l 

KCl 15 mM / l 5 mM / l 

CaCl2  1 mM / l 1 mM / l 

MgCl2  0,8 mM / l 0,8 mM / l 

NaHPO4 1 mM / l 1 mM / l 

NaHCO3 24 mM / l 24 mM / l 

Glucose  10 mM / l 10 mM / l 

Na-Pyruvat 5 mM / l 5 mM / l 

 

Um eine eventuelle Verunreinigung der verwendeten Salze mit Spuren von Bariumver-

bindungen auszuschließen, wurde eine Probe der Perfusionslösung im Labor für Was-

serhygiene der Universität Marburg untersucht. Mittels „Atomabsorptionsspektroskopie 

mit Graphitrohr“ (AAS 4100, HGA 700, Perkin Elmer, Norwalk, USA) konnten keine 

Bariumionen in der Perfusionslösung nachgewiesen werden. Die Nachweisgrenze des 

verwendeten Verfahrens liegt bei 0,0025 mg Ba2+ pro Liter. Dies entspricht einer maxi-

malen Bariumionenverunreinigung von 10 nM.  

2.3.2 Pharmaka und Herstellerverzeichnis 

Die bei den Versuchen eingesetzten Bariumkonzentrationen wurden aus einer 50 mM 

BaCl2-Stammlösung entnommen. 

Alle übrigen eingesetzten Pharmaka wurden ebenfalls aus Stammlösungen der Perfusi-

onslösung zugesetzt. In einigen Fällen war es notwendig, die Substanzen in Dimethyl-
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sulfoxid (DMSO, Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen) zu lösen. Die Konzentration von 

DMSO in der dann tatsächlich eingesetzten Perfusionslösung war stets < 0,05%.  

DMSO in diesen Konzentrationen zeigte keinen Effekt auf den koronaren Perfusions-

druck oder andere Verhaltensweisen des isolierten Herzens. 

Die Stammlösungen wurden lichtgeschützt bei +4°C oder –20°C (Peptide) gelagert. 

Der pH-Wert aller verwendeten und mit einem 5% CO2-haltigen Gasgemisch begasten 

Lösungen betrug 7,4. Der pH-Wert wurde vor jeder Applikation kontrolliert. 

Zur Begasung der Perfusionslösungen wurde Carbogen (95% O2, 5% CO2) oder ein 

Gasgemisch aus 95% N2, 5% CO2 verwendet (Messer Griesheim, Frankfurt). 

 

Substanz Stammlösung Hersteller 

NaCl, KCl  Riedel-de Haen, Seelze 

CaCl2 , NaHPO4, 

NaHCO3, Glucose, 

Na-Pyruvat 

 
Sigma-Aldrich Chemie, 

Steinheim 

MgCl2   Merck AG, Darmstadt 

Angiotensin II 1 mM (DMSO) 

Glibenclamid 

Indomethacin 
10 mM (DMSO) 

Nifedipine 1 mM (DMSO) 

Nω-Nitro-L-Arginin  10 mM (H2O) 

17-Octodecynoic Acid 10 mM (DMSO) 

Sigma-Aldrich Chemie, 

Steinheim 

Levcromakalim 10 mM (DMSO) Smith Kline, Betchworth, UK 

humanes Endothelin-1,  

BQ-123 
(H2O) 

Research Biochemicals 

International, Natick, USA 
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2.4 Tierhaltung und Präparation 

Für die Versuche wurden weibliche Meerschweinchen des Tierstammes „BFA bunt“ 

(Charles River, Sulzfeld) mit einem Gewicht von 180-300 g verwendet Jeweils sechs 

bis acht Tiere wurden in einer Plastikwanne unter Raumbedingungen und natürlichem 

Lichteinfall gehalten. Die Tiere erhielten bis zum Versuchstag als Futter Altromin® 

1320 und Wasser. 

Auf eine Heparininjektion wurde wegen der verlängerten Gerinnungszeit bei Meer-

schweinchen (Prothrombinzeit 29 s; Hwang und Wosilait, 1970) und der durch die In-

jektion bedingten zusätzlichen Streßbelastung verzichtet 

Unmittelbar vor Versuchsbeginn wurde ein Meerschweinchen direkt aus dem Stall in 

eine durchsichtige Kunststoffbox mit dicht schließendem Deckel umgesetzt. Im Labor 

wurden unter einem Abzug 10 ml Äther (zu Narkosezwecken, Hoechst AG, Frankfurt) 

auf einem Wattebausch in die Box gegeben. Sofort nach Erlöschen des Lidschlußrefle-

xes und deutlicher Abnahme des Muskeltonus (Narkosestadium III nach Guedel) wurde 

das betäubte Tier entnommen und mit Hilfe einer Guillotine dekapitiert. 

Die Vorder- und Hinterbeine des auf dem Rücken liegenden Meerschweinchens wurden 

mit Nadeln auf einer Hartgummiplatte befestigt (Bildtafel 3). Mit Pinzette und Schere 

wurde das Fell über dem Brustbein abpräpariert, anschließend der Schwertfortsatz des 

Brustbeins gefaßt und quer durchtrennt. Mit zwei weiteren Schnitten wurden die Rippen 

in der Medioclavicularlinie durchtrennt und der vordere Brustkorbteil oberhalb der er-

sten Rippe scharf abgetrennt. Nun wurde der Herzbeutel mit zwei Pinzetten abgehoben 

und eröffnet (Bildtafel 4). Am freiliegenden Herzen konnte dann der aufsteigende Teil 

der Aorta aufgesucht und der Aortenbogen möglichst weit nach distal verfolgt werden. 

Die Aorta wurde mit einer feinen, gebogenen Pinzette gefaßt und distal abgetrennt. An-

schließend konnten die Lungengefäße ebenfalls sicher durchtrennt werden. Ohne die 

Pinzette zu öffnen, wurde das Herz an der Aorta in die bereits mit sauerstoffhaltiger 

Perfusionslösung gefüllte Präparationsschale überführt. Die Präparationsschale diente 

dazu, unter optimalen Sichtverhältnissen eine schnelle Anbindung des Aortenstumpfes 

an die T-förmige Aortenkanüle (Abb. 8) zu gewährleisten. Die Temperatur der Lösung 

in der Präparationsschale betrug 21°C.  

Die Aortenkanüle war mit einem Ende an einem Dorn an der Innenseite der Präpara-

tionsschale befestigt. Über einen seitlichen Anschluß wurde oxigenierte Perfusionslö-

sung mit einer Rate von 5 ml min-1 gepumpt. Der Aortenstumpf wurde über das dritte 
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Ende gezogen und mit zwei vorgelegten Baumwollfäden festgebunden (Bildtafel 5). 

Unmittelbar danach konnte man das Ausspülen des Blutes aus den Koronargefäßen 

durch die Perfusionslösung erkennen. Bei der Verwendung eines Perfusates mit erhöh-

tem Kaliumgehalt kam es innerhalb weniger Sekunden zu einer Hemmung von Erre-

gungsbildung und Erregungsweiterleitung im Herzen, und die Herzaktionen endeten in 

der Diastole.  

Die Zeit zwischen der Dekapitierung des narkotisierten Meerschweinchens und der Re-

perfusion der Koronargefäße in der Präparationsschale betrug in der Regel weniger als 

eine Minute. 

 

Abbildung 8  Aortenkanüle zur retrograden Perfusion der Koronararterien 

Während der Versuche erfolgte der Zufluß der Perfusionslösung von oben. Am seitlichen An-

schluß war während des Anbindens in der Präparationsschale das Perfusionssystem ange-

schlossen. Während der Versuche erfolgte über diesen Anschluß die Druckmessung. Der Aor-

tenstumpf war über den unteren Anschluß gezogen. Eine endständige Aufballung ermöglichte 

ein Zurückziehen der Kanüle bis zu den Haltefäden und gewährleistet eine sichere extraven-

trikuläre Lage der Aortenkanüle unmittelbar vor den Koronarostien. 
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Nach etwa 2 Minuten  Perfusion in der Präparationsschale wurde das eine Ende der 

Aortenkanüle vom Dorn an der Innenseite der Schale gelöst und an den Ausfluß des 

Wärmetauschers angeschlossen. Die Perfusion über den seitlichen Anschluß der Aor-

tenkanüle wurde dabei zunächst beibehalten, um zu verhindern, daß Luft in das Koro-

narbett eindringt. Unmittelbar nachdem die Aortenkanüle sicher mit dem Wärmetau-

scher verbunden war, wurde statt dessen der Drucksensor mit dem seitlichen Anschluß 

verbunden. 

Durch kleine, direkt in die linke Herzkammer mündende Venen (venae cardiacae mini-

mae) kann es während der Perfusion zu einer Volumenbelastung des linken Ventrikels 

kommen. Um dies zu verhindern, wurde eine etwa 8 mm lange Stahlkanüle nahe der 

Herzspitze in den linken Ventrikel gesteckt (Bildtafel 6). Anschließend wurde das Herz 

im Organbad versenkt (Bildtafel 7).  
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2.5 Wahl des Perfusionsdruckes 

Entscheidend für die durchgeführten Experimente war die richtige Wahl von Perfu-

sionsrate und Perfusionsdruck.  

Dabei sind folgende Eigenheiten von Versuchstier und Methode berücksichtigt worden: 

• Der Druck in den Koronargefäßen von Warmblütern in situ entspricht weitgehend 

dem diastolischen Aortendruck. Dieser liegt im Bereich von 70 bis 90 mmHg (Dö-

ring und Dehnert 1985). Voraussetzung für diese Druckwerte ist allerdings eine Per-

fusion mit einer Flüssigkeit, die in allen Strömungseigenschaften mit Blut identisch 

ist. 

• Der Strömungswiderstand bei Perfusion mit salinen Lösungen beträgt nur etwa die 

Hälfte des Plasmawertes. Die relative Viskosität von Plasma beträgt 2.01 (bei 18 °C, 

Wissenschaftliche Tabellen Geigy 1979), die von Wasser hingegen nur 1.0. Für 

gleiche Druckwerte wäre also der Fluß bei Verwendung einer salinen Lösung dop-

pelt so hoch. Dies ist von besonderer Bedeutung, berücksichtigt man die scherkraft-

induzierte Ausschüttung von NO aus Endothelzellen.  

• Ein andauernd hohes Niveau des Perfusionsdruckes während den Versuchen fördert 

das Gewebsödem. Aufgrund des fehlenden kolloidosmotischen Druckes tritt dieses 

Ödem ohnehin in geringem Umfang auf. 

• Eine unphysiologische Dauerbelastung der Aortenklappe mit Druckwerten von 

mehr als 70 mmHg kann zum Durchschlagen der Klappe führen (Döring und Deh-

nert 1985). 

• Im Gegensatz zum Druck in den Koronargefäßen ist der Koronarfluß  stark abhän-

gig vom Herzgewicht, dem Tierstamm, dem Alter des Versuchstieres und dem Kör-

pergewicht. In der Literatur findet sich für Meerschweinchen die Angabe eines Ko-

ronarflusses von 5.4 ml min-1 g-1 bei einem Herzgewicht von 1.3 g und einem Tier-

gewicht von 310 g (Döring und Dehnert 1985); keine Angaben zum Tierstamm oder 

Alter. 

Aus diesen Gründen wurden für die durchgeführten Versuche ein Ausgangsdruckbe-

reich von 55-65 mmHg gewählt. Als Perfusionsrate wurde derjenige Fluß eingestellt, 

der gerade zu einem stabilen Druckniveau in diesem Bereich führte. 
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2.6 Versuchsbeginn 

Nach dem Absenken des Herzens in das Organbad stieg der koronare Perfusionsdruck 

(KPD) innerhalb von 15 Minuten auf 60 bis 90 mmHg. Anschließend erfolgte ein Reak-

tionstest auf einen hypoxischen Stimulus. Die Perfusion mit einer Lösung, welche mit 

95% N2 und 5% CO2 begast worden war, führte zu einer deutlichen Vasodilatation. 

Herzen, deren Perfusionsdruck in dieser Phase nicht unter 30 mmHg abfiel, wurden 

nicht für Messungen verwendet Die Zeitspanne der Hypoxie sollte nicht mehr als 

3 Minuten am stillgestellten Herzen betragen, um Schäden zu vermeiden (einzelne Her-

zen tolerierten jedoch auch längere hypoxische Phasen, ohne daß Veränderungen des 

Grundlinienverlaufs danach zu beobachten waren). 

Bei anschließender Perfusion mit normoxischer Perfusionslösung (95% O2, 5% CO2) 

stieg der Perfusionsdruck wieder auf den Ausgangsdruck. Durch Herabsetzen der Perfu-

sionsrate wurde die niedrigste Flußrate eingestellt, die ein stabiles Druckniveau von 

mindestens 55 mmHg und höchstens 65 mmHg ergab. Die benötigten Perfusionsraten 

waren abhängig vom Gewicht der Herzen und davon, ob es sich um ein Experiment mit 

schlagendem oder stillgestellten Herzen handelte. 
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Abbildung 9  Typischer Druckverlauf zu Versuchsbeginn 

Start der Druckaufzeichnung bereits während Präparation. Flußkonstante Perfusion mit 

5 ml min-1. Nach Anschluß des Drucksensors Einstechen der Kanüle in den linken Ventrikel 

(großer Pfeil).  Nach Erreichen eines stetigen Druckniveaus Reaktionstest auf hypoxischen 

Stimulus. Regeln der Perfusionsrate auf stabilen Perfusionsdruck für Versuchsdurchführung 

(kleine Pfeile). 
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Versuche an einem Herzen konnten bis zu acht Stunden lang geführt werden. Die 

durchschnittliche Versuchsdauer betrug 4½ Stunden. Alle Meßwerte für eine quantitati-

ve Auswertung wurden in den ersten drei Stunden des Versuchs erhoben. 

Nach dem Ende des Versuchs wurden das Körpergewicht des Meerschweinchens sowie 

das Herzgewicht gemessen:  

 

 

 
Stillgestellte Herzen 

Mittelwert ± SEM 
Schlagende Herzen  

Mittelwert ± SEM 

Körpergewicht  240 g  ± 5.6  273 g ± 9.4  

Herzgewicht  1.37 g  ± 0.03 1.64 g ± 0.10  

Flußrate zu 
Versuchsbeginn 

4.3 ml min -1 ± 0.13  8.3 ml min –1 ± 0.41  

n 
(Anzahl der 

Versuchstiere) 
84 17 
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Abbildung 10  Zusammenhang zwischen Herzgewicht, Körpergewicht (Dreiecke 

oben) und Perfusionsrate zu Versuchsbeginn (Kreise unten)   

Die Variationsbreite der benötigten Perfusionsrate in Abhängigkeit vom Herzgewicht verdeut-

lichen die Notwendigkeit einer individuellen Flußeinstellung zu Versuchsbeginn.   

Im Mittel ergab sich ein Perfusionsfluß von 3.1 ml pro Gramm Herzgewicht für Versuche am 

stillgestellten Herzen. 



 29 

n

s
sx

=

2.7   Statistik 

Insgesamt wurden 101 Meerschweinchenherzen untersucht. 84 Herzen waren durch eine 

Kaliumkonzentration von 15 mM in der Perfusionslösung stillgestellt, 17 Experimente 

wurden an schlagenden Meerschweinchenherzen mit einer extrazellulären Kaliumkon-

zentration von 5 mM durchgeführt.  

2.7.1 Mittelwert und Standardfehler 

Die Meß- und Auswertungsergebnisse sind, wenn nicht anders gekennzeichnet, als Mit-

telwerte (arithmetisches Mittel) ± SEM angegeben. Alle im Text verwendeten Formulie-

rungen wie „durchschnittlich“ oder „im Mittel“ beziehen sich auf den arithmetischen 

Mittelwert. 

Als SEM (Standard Error of the Mean, Standardfehler) wird die Standardabweichung des 

arithmetischen Mittelwertes bezeichnet: Standardabweichung dividiert durch die Wur-

zel aus der Anzahl der Einzelmessungen: 

2.7.2 Konzentrations-/Wirkungsbeziehungen 

Zur Beschreibung von Konzentrations-/Wirkungsbeziehungen wurde als mögliches Mo-

dell eine  Michaelis-Menten-Gleichung zugrunde gelegt: 

 

∆KPDmax beschreibt dabei das in der jeweiligen Versuchsreihe aufgetretene maximale 

Druckänderungsniveau. Der Ki-Wert gibt dann die sogenannte halbmaximale Hemm-

konzentration an – also diejenige Konzentration Bariumionen, die notwendig war, um 

einen Anstieg des koronaren Perfusionsdruckes auf die Hälfte des bei diesem Herzen 

mit der größten Ba2+-Konzentration beobachteten Druckanstiegs zu erzielen. 

Für die gemessenen Werte wurde aus der oben angegeben Gleichung eine Näherungs-

funktion bestimmt. 
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Dabei wurde die Funktion als Ergebnis angenommen, die das kleinste Summenabweich-

ungsquadrat zu den tatsächlichen Meßwerten bildete. 

 

2.7.3 Wilcoxon-Test für Paarvergleiche 

In den Fällen, in denen Signifikanzen angeben sind oder Ergebnisse als „signifikant“ 

bezeichnet werden, wurde der Wilcoxon-Test für Paarvergleiche zur Prüfung verwendet 

Irrtumswahrscheinlichkeiten α von kleiner oder gleich 0,05 wurden als „signifikant“ 

angesehen und in Abbildungen mit einem Stern (*) gekennzeichnet Irrtumswahrschein-

lichkeiten α von kleiner oder gleich 0,01 wurden als „hochsignifikant“ angesehen und 

in Abbildungen mit zwei Sternen (** ) gekennzeichnet 

Die Berechnungen wurden mit Hilfe des Tabellenkalkulationsprogrammes „Microsoft 

Excel 97“ durchgeführt. Die den Testwerten entsprechenden Irrtumswahrscheinlich-

keiten wurden den Wissenschaftlichen Tabellen Geigy 1985 entnommen. 

 

2.7.4 Datenverarbeitung 

Die gewonnenen Meßdaten wurden zur weiteren Bearbeitung auf einen Personalcompu-

ter übertragen. Die Auswertung und Darstellung der Ergebnisse erfolgte mit den Pro-

grammen „Microsoft Excel 97“, „PowerPoint 97“ und „Word 97“. 

Einzelne Papierausdrucke wurden mit einem Flachbettscanner (600 II CD, Mustek, 

Neuss) digitalisiert und ebenfalls auf den PC übertragen. 

Diagramme und Schaubilder wurden entweder mit „PowerPoint 97“ oder mit „Adobe 

Corel Draw 7“ erstellt. 
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3 ERGEBNISSE  

3.1 Lassen sich typische Anzeichen für eine Anwesenheit einwärts-

gleichrichtender Kaliumkanäle im Koronarsystem finden?  

In der ersten Serie von Versuchen wurde die Wirkung von Bariumionen an schlagenden 

(5 mM K+ im Perfusat) und stillgestellten (15 mM K+) Herzen untersucht. 

40 µM Bariumchlorid (BaCl2) wurden der Perfusionslösung zugesetzt und die Wirkung 

auf den koronaren Perfusionsdruck (KPD) beobachtet (Abb. 11). 

Sowohl an schlagenden Herzen als auch an stillgestellten Herzen führten wiederholte 

Ba2+-Gaben zu deutlichen Anstiegen des koronaren Perfusionsdruckes. Die Kontraktio-

nen der glatten Gefäßmuskulatur erreichten ihr Maximum innerhalb von 2-3 Minuten 

und waren vollständig reversibel. Sie konnten mehrfach wiederholt werden, ohne daß 

sich dabei eine wesentliche Änderung der Amplitude ergeben hätte (Abb. 11). Die Am-

plitude der Gefäßkontraktionen war bei schlagenden und stillgestellten Herzen deutlich 

unterschiedlich: Im Mittel ergab sich für schlagende Herzen ein Druckanstieg von 

3.59 ± 0.48 mmHg (n=10) und für stillgestellte Herzen ein Druckanstieg von 

12.74 ± 0.96 mmHg (n=30) (Abb. 13). 

Beim Umschalten von einer Perfusionslösung mit hohem Kaliumgehalt (15 mM K+) auf 

eine Perfusionslösung mit niedrigem Kaliumgehalt (5 mM K+) kam es zu typischen 

Veränderungen des koronaren Perfusionsdruckes: Ein initialer Druckanstieg ging in 

eine deutliche Vasodilatation über (siehe Abb. 12). 

Dieses Übergangsphänomen kann als Ergebnis mehrerer sich überlagernder Reaktionen 

in den Herzkranzgefäßen gewertet werden: 

• Durch die Verminderung der K+-Konzentration im extrazellulären Medium werden 

die Gefäßmuskelzellen direkt depolarisiert. Über den elektrogenen Einstrom von 

Calciumionen kommt es zur Vasokonstriktion. Eine unmittelbar einsetzende Hem-

mung der Na+/K+-ATPase antagonisiert diesen Effekt innerhalb weniger Minuten. 

(Bolton 1973, Hendrickx und Casteels 1974, Kuriyama et al. 1971) 

• Die Depolarisation von Endothelzellen in den Gefäßen führt auch dort zu einem 

Calciumeinstrom und einer folgenden Aktivierung der endothelialen NO-Synthetase 

(Moncada et al. 1991, Lincoln 1989). Mit kurzer Latenz fördert die ansteigende NO-

Produktion die Vasodilatation (Calver et al.1993). 
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• Ebenfalls durch die Erniedrigung der extrazellulären Kaliumkonzentration wird dem 

Erregungsbildungssystem des Herzens die Möglichkeit zu erneuter Spontanaktivität 

gegeben. Es kommt zu einem erhöhten Energieverbrauch in der Herzmuskulatur mit 

einem entsprechenden Anstieg von vasodilatatorisch wirksamen Substanzen wie 

zum Beispiel Adenosin (Berne 1980), NO und EDHF in den Koronargefäßen. 

Schaltet man die Perfusionslösung von niedriger Kaliumkonzentration auf höhere Kali-

umkonzentration um, verhält sich der Druckverlauf in den Koronargefäßen entspre-

chend entgegengesetzt. Der Herzschlag arretiert, und der koronare Perfusionsdruck 

steigt aufgrund der Konstriktion glatter Gefäßmuskelzellen auf einen höheren Wert an. 

 

Für die verminderte Wirkung von Bariumionen auf den Perfusionsdruck am schlagen-

den Herzen bieten sich folgende Erklärungen an: 

• Wie oben beschrieben, sind im schlagenden Herzen vermehrt vasodilatatorische 

Effektoren wirksam (Adenosin, NO, EDHF). Eine Wirkung von Bariumionen in den 

verwendeten Konzentrationen, die nicht eine dieser gefäßerweiternden Komponen-

ten vermindert, wird an einem schlagenden Herz geringer ausfallen. 

• Eine geringere extrazelluläre Kaliumkonzentration wird zu einer geringeren Aktivie-

rung einwärts-gleichrichtender Kaliumkanäle in den Gefäßen führen (Nelson und 

Quayle 1995). Eine spezifische Blockade dieser Kanäle durch Bariumionen würde 

dann ebenfalls geringere Auswirkungen haben als an einem mit 15 mM K+ stillge-

stellten Herzen (vergleiche Abb. 11 und 12). 
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Abbildung 11  Vergleich der Wirkung von 40 µM Bariumionen an schlagenden 

und stillgestellten Herzen 

A wurde am schlagenden Herzen mit 5 mM K+ im Perfusat durchgeführt. Die Perfusionsrate 

betrug 8 ml min-1. B zeigt die Wirkung von Ba2+ am stillgestellten Herzen mit 15 mM K+ im 

Perfusat. Die Perfusionsrate betrug hier 4 ml min-1. 
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Abbildung 12  Gleiche Konzentrationen Ba2+ verursachen am schlagenden und 

stillgestellten Herzen unterschiedlich starke Vasokonstriktion. 

An mit 15 mM K+ stillgestellten Herzen wurden Konstriktionen der glatten Gefäßmuskelzel-

len mit 100 µM Ba2+ (20.3 ± 1.0 mmHg, n=6) sowie mit 10 nM Angiotensin II (Ang II; 

25.8 mmHg, n=2) ausgelöst.  

Anschließend wurde die Perfusion auf eine Lösung mit 5 mM K+ umgestellt. 

Direkt nach Verringerung der Kaliumkonzentration trat eine transiente Vasokonstriktion auf, 

die jedoch rasch in eine Vasodilatation von 20.0 ± 2.6 mmHg (n=6) überging. Innerhalb von 

zwei Minuten begann das Herz rhythmisch zu schlagen. Die Vasokonstriktion durch 100 µM 

Ba2+ fielen bei einer K+-Konzentration von 5 mM signifikant geringer aus (7.3 ± 

0.56 mmHg, n=6). 

Als Erklärung bietet sich zum einen, die vermehrte Ausschüttung vasodilatierender Mediato-

ren am schlagenden Herzen, als auch die verminderte Aktivierung von Kir-Kanälen bei nied-

rigeren K+-Konzentrationen an (siehe oben). 
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Abbildung 13   Vergleich der Wirkung von Bariumionen in der Perfusionslösung 

an stillgestellten Herzen (links) und schlagenden Herzen (rechts) 

Gleiche Konzentrationen Bariumionen (Ba2+) führen an stillgestellten Herzen zu stärkerer 

Gefäßverengung (12.74 ± 0.96 mmHg, n=30) als an schlagenden Herzen (3.59 ± 0.48 mmHg, 

n=10). 
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3.2 Für die Untersuchung des koronaren Blutflusses sind stillgestellte 

Herzen besser geeignet  als schlagende Herzen.  

Bei den eben beschriebenen Experimenten fiel neben der geringeren Amplitude der Ge-

fäßkontraktionen  an schlagenden Herzen ein weiterer Punkt auf:  

Die maximal mögliche Versuchsdauer war bei den Experimenten an schlagenden Her-

zen erheblich kürzer als bei den Experimenten an stillgestellten Herzen. Das Basisni-

veau des koronaren Perfusionsdruckes fiel mit zunehmender Dauer und mehrfacher 

Wiederholung der Ba2+-Gabe deutlich ab. Nachdem das Ba2+-haltige Perfusat abgestellt 

wurde, sank der koronare Perfusionsdruck häufig auf konstant tiefere Werte als vor der 

Bariumionengabe.  

Im weiteren Verlauf wurden daher zunächst nur Experimente an stillgestellten Herzen 

durchgeführt. Dieses Vorgehen bot mehrere Vorteile: Neben der bereits oben eingehend 

besprochenen Aktivierung der Kir-Kanäle durch erhöhte extrazelluläre Kaliumkonzen-

trationen konnte dadurch die Regulation des Gefäßbettes unabhängig von der Herzfunk-

tion untersucht werden. Veränderungen von Chronotropie, Dromotropie und Inotropie  

durch die Beeinflussung einwärts-gleichrichtender Kaliumkanäle des Myokards sowie 

des Reizleitungsapparates wurden so als mögliche Ursachen einer Änderung des Ge-

fäßwiderstandes ausgeschaltet 

 

3.3 Konzentrations-/Wirkungsverhältnis für Gefäßkonstriktionen bei 

Blockade von Kir-Kanälen durch Bariumionen 

Um die Wirkung von mikromolaren Ba2+-Konzentrationen auf den koronare Gefäßregu-

lation besser beschreiben zu können, wurde an sechs stillgestellten Herzen das Konzen-

tration-/Wirkungsverhältnis für den Bereich von 0.5 µM bis 160 µM Bariumionen im 

Perfusat bestimmt. 

Die einzelnen Ba2+-Konzentrationen wurden in zwei aufsteigenden (Abb. 14), zwei ab-

steigenden (Abb. 15) und in zwei Reihen zufällig wechselnder Konzentrationen ange-

wendet  
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Aus den gemessenen Druckanstiegen konnten nun Konzentrations-/Wirkungs-

beziehungen ermittelt werden (Abb. 16): 

Für die maximale Änderung des koronaren Perfusionsdruckes (∆max) errechnete sich 

ein Mittelwert von 36.07 ± 4.71 mmHg. Die hierbei erkennbaren Abweichungen der 

maximalen Vasokonstriktionen der einzelnen Herzen voneinander hatten für die Größe 

des Ki-Wertes jedoch keinerlei Bedeutung. Unabhängig vom Wert der maximal durch 

Bariumionen auslösbaren Vasokonstriktion bei einem Herz ergab die Berechnung der 

halbmaximalen Hemmkonzentration (Ki) für alle Einzelmessungen einen Mittelwert 

von 44.05 ± 1.02 µM Ba2+.  

Wurden die Einzelwerte jeder Bariumkonzentration zuvor zu einem Mittelwert zusam-

mengefaßt und der Ki-Wert berechnet, so ergab sich der halbmaximale Wert bei 

43.93 ± 1.03 µM Ba2+. 

Bei der Auswertung der Versuchsreihen fiel auf, daß im unteren Konzentrationsbereich 

von 0.5 µM bis 3 µM Ba2+ sowohl die Einzelwerte als auch der Mittelwert der Versuche 

sämtlich über dem Kurvenverlauf der errechneten einfachen Michaelis-Menten-

Funktion lagen. Die Meßpunkte in diesem Konzentrationsbereich ließen durch eine ei-

genständige Michaelis-Menten-Funktion mit einem Ki-Wert von etwa 1 µM Bariumio-

nen beschreiben (Abb. 16 B). Aufgrund der geringen Differenzen zwischen den Druck-

werten für 1, 2 und 3 µM Bariumionen und der einfachen Michaelis-Menten-Funktion 

war es jedoch nicht möglich, einen statistisch signifikanten Unterschied zwischen die-

sen beiden Funktionen zu sichern. Dies hätte als Ergebnis zweier sich überlagernder 

Phänomene gewertet werden können. 

Es war auch nicht möglich, durch Änderung des Druckbereichs bei der Perfusion, 

Variation der Kaliumkonzentration im Perfusat, Blockade anderer Kaliumkanäle oder 

anderer Änderungen der Versuchsbedingungen, einen signifikanten Unterschied dieser 

beiden Bereiche in der Konzentrations-Wirkungsbeziehung zu erzielen. 

Auffällig war jedoch, daß nach Blockade zahlreicher endothelialer Mediatoren der va-

sokonstriktive Effekt von 40 µM und 100 µM Ba2+ verstärkt wurde, die Wirkung von 

4 µM Ba2+ jedoch sogar eher vermindert wurde  (vergl. Abschnitt 3.6). 
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Abbildung 14  Aufsteigende Ba2+-Konzentrationsreihe 

Die Skalierung ist in A und B verschieden, um die kleineren Druckänderungen im Bereich 

von 1 µM bis 5 µM Ba2+ besser zu verdeutlichen. 
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Abbildung 15  Absteigende Ba2+-Konzentrationsreihe 

160 µM Ba2+ wurden in diesem Experiment nicht angewandt, um eine frühzeitige hypoxi-

sche Schädigung des Herzens durch die starke Vasokonstriktion zu vermeiden. Auch auf 

dieser Abbildung wurde der hohe und niedrige Konzentrationsbereich getrennt skaliert.  
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Abbildung 16  Konzentrations-/Wirkungsbeziehung für durch Bariumionen 

ausgelöste Vasokonstriktion am  stillgestellten Herzen 

A Darstellung der Mittelwerte ± SEM über den gesamten Konzentrationsbereich. Die 

durchgezogenen Linie entspricht der ermittelten Michaelis-Menten-Funktion mit einem 

Ki-Wert von 43.95 µM Ba2+. 

B Vergrößerte Darstellung des unteren Konzentrationsbereiches. Auffällig ist die deutliche 

Abweichung der Mittelwerte von 0.5 µM  bis 3 µM Ba2+ von der einfachen Michaelis-

Menten-Funktion (durchgezogene Linie). Gestrichelt eingezeichnet ist eine weitere hypothe-

tische Michaelis-Menten-Funktion mit einem Ki-Wert von 1 µM. 
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3.4 Welchen Einfluß haben einwärts-gleichrichtende Kaliumkanäle auf 

die hypoxische Vasodilatation? Kann man die Blockade von Kir-

Kanälen gegen die Blockade von KATP-Kanälen abgrenzen? 

Nachdem in der vorangegangenen Versuchsreihe die Wirkung von Bariumionen in mi-

kromolaren Konzentrationen auf die Koronardurchblutung gezeigt werden konnte, ging 

es nun darum, die zugrundeliegenden Mechanismen an den Gefäßen näher einzugren-

zen.  

Ein erster Schritt hierzu war die Beobachtung der gefäßverengenden Wirkung während 

gefäßerweiternder Interventionen am stillgestellten Herzen. Eine Möglichkeit dazu stellt 

die Gabe von Bariumionen während der Perfusion mit sauerstoffarmer Perfusionslösung 

dar. Der Mechanismus der durch dieses Vorgehen ausgelösten hypoxischen Vasodilata-

tion ist am perfundierten Herzen gut untersucht (Daut et al. 1990, Beckerath et al. 

1991). Er beruht auf der Aktivierung  von ATP-abhängigen Kaliumkanälen mit darauf-

folgender Hyperpolarisation und Relaxierung der glatten Muskelzellen in der Gefäß-

wand. Legt man die in der Einleitung vorgestellten bisherigen Ansichten über Vertei-

lung und Einfluß von KATP- und Kir-Kanäle im Gefäßsystem zugrunde, wäre bei voll-

ständiger Aktivierung der KATP-Kanäle im Koronarsystem eine deutliche Abnahme des 

Einflusses einwärts-gleichrichtender Kaliumkanäle und damit auch der Bariumwirkung 

zu erwarten. Weiterhin könnten Bariumionen in der eingesetzten Konzentration nicht 

die sich öffnenden KATP-Kanäle blockieren und dadurch die hypoxische Vasodilatation 

aufheben. 

Tatsächlich nahm die durch 40 µM Ba2+ ausgelöste Vasokonstriktion bei Gabe inner-

halb einer hypoxischen Vasodilatation stark ab (Abb. 17 A und C): 

Konnte unter normoxischen Bedingungen ein Druckanstieg von 9.0 ± 1.9 mmHg festge-

stellt werden, so verschwand dieser Druckanstieg fast völlig unter hypoxischen Perfusi-

onsbedingungen: 0.6 ± 0.3 mmHg  (n=6).  

Durch Einsatz der Pharmaka Glibenclamid und Levcromakalim kann ausgeschlossen 

werden, daß die durch Bariumionen hervorgerufenen Vasokonstriktionen überwiegend 

auf die Blockade von KATP-Kanälen zurückzuführen sind:  

2 µM Glibenclamid sind dazu geeignet, geöffnete KATP-Kanäle vollständig zu blockie-

ren (Quayle et al.1995, Beech et al. 1993a). Diese Konzentration führt unter normoxi-

schen Bedingungen im Gegensatz zu 40 µM Ba2+ aber zu keinem wesentlichen Anstieg 

des koronaren Perfusionsdruckes.  
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Öffnet man KATP-Kanäle bei normalem Sauerstoffangebot jedoch künstlich durch Zu-

gabe von 500 nM des KATP-Kanalöffners Levcromakalim (Beech et al. 1993b), so läßt 

sich der entstehende Abfall des koronaren Perfusionsdruckes durch Glibenclamid wie-

der vollständig aufheben. Entsprechend der Beobachtung unter Hypoxie führen 40 µM 

Bariumionen bei Anwesenheit von Levcromakalim zu keinem wesentlichen Druckan-

stieg. Hebt man schließlich eine durch Levcromakalim erzielte Öffnung von KATP-

Kanälen durch Glibenclamid wieder auf und gibt gleichzeitig Bariumionen zum Perfu-

sat, so läßt sich der vasokonstriktive Effekt von Bariumionen wieder im gleichen Aus-

maß beobachten wie vor Öffnen und Blockieren der KATP-Kanäle (Abb. 17 B). 

Die Absolutwerte der durchgeführten Versuche sind in folgender Tabelle dargestellt: 

 

 Ba2+ Ba2+   + 
Glibenclamid 

Glibenclamid 

∆ KPD 
(mmHg)  10.8 ± 1.27 9.9 ± 2.20 2.2 ± 0.63 

 

 Ba2+ Levcroma Levcroma + 
Ba2+ 

Levcroma + 
Glibenclamid 

∆ KPD 
(mmHg) 

10.8 ± 1.27 - 40.3 ± 1.91 0.7 ± 0.12 0.15 ±  0.67 

 

Angegeben ist jeweils die Druckänderung (∆KPD in mmHg) im Verhältnis zum Ausgangsdruck bei nor-

moxischer Perfusion ohne Pharmaka (Mittelwerte ± SEM; n = 16). 

 

Die Ergebnisse der oben dargestellten Versuche lassen die Blockade von KATP-Kanälen 

durch Bariumionen als Ursache für die im Bereich bis 100 µM Ba2+ beobachtete Vaso-

konstriktion als unwahrscheinlich erscheinen. Vielmehr kann vermutet werden, daß 

unter normoxischen Versuchsbedingungen nur eine kleine Anzahl von KATP-Kanälen 

aktiviert ist. Unter hypoxischen Versuchsbedingungen ist der Einfluß dieser Kanäle 

jedoch entscheidend (Daut et al. 1990). Der durch mikromolare Mengen Bariumionen 

blockierte Mechanismus scheint unter hypoxischen Bedingungen hingegen nur eine 

geringe Rolle zu spielen. 
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Abbildung 17  Die durch Bariumionen hervorgerufene Vasokonstriktion wird 

nicht durch Blockade von KATP-Kanälen ausgelöst.  

A Originalmessung mit Einsatz von 40 µM Bariumionen (Ba2+) nach Umschalten auf eine 

mit 95% N2 / 5% CO2 begaste Perfusionslösung. Deutlich wird die kurze Latenz bis zum 

Auftreten der hypoxischen Vasodilatation nach Umschalten der Lösungen (Daut et al. 

1990). 

B Vergleichende Gabe von  40 µM Bariumionen in Anwesenheit von 500 nM Levcromaka-

lim und 2 µM Glibenclamid (Glib).  

C Vergleichende Auswertung des koronaren Druckanstieges durch Bariumionen in Anwe-

senheit zweier KATP-Kanalmodulatoren (n=16). Der Anstieg des koronaren Perfusionsdruk-

kes (KPD) durch Gabe von 40 µM BaCl2 ist in Anwesenheit des KATP-Kanalblockers Gli-

benclamid nicht signifikant verändert, er verschwindet aber in Anwesenheit des KATP-

Kanalöffners Levcromakalim. Unter hypoxischen Bedingungen bleibt Ba2+ wirkungslos 

(n=6). 
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Abbildung 17 B und C 

Legende siehe vorne 
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3.5 Gibt es eine direkte intrazelluläre Wirkung von Bariumionen an den 

Koronargefäßen?  

Es ist bereits lange bekannt, daß Ionen von Erdalkalimetallen wie Barium und Stron-

tium Calciumionen bei Kontraktions- und Relaxationsvorgängen in glatter Gefäßmus-

kulatur ersetzen können (Ebashi & Endo 1968, Saeki et al. 1984, Aloamaka & Ebeigbe 

1985). Ba2+ und Sr2+ können dabei unter bestimmten Bedingungen durch spannungsab-

hängige Ca2+-Kanäle in Zellen eindringen (Diaz et al. 1995). In der Zelle setzen sie 

dann entweder Ca2+ aus intrazellulären Speichern frei (Kreye et al. 1986) oder bilden 

direkt mit Calmodulin einen aktivierten Komplex (Satoh et al. 1987). Nahezu alle Un-

tersuchungen zu diesem Vorgang wurden zur Aufklärung enzymatischer Vorgänge im 

Zellinneren oder zum Studium kontraktiler Proteine durchgeführt. Bei der Interpretation 

der Ergebnisse der Versuche wurden daher direkte Wirkungen an Ionenkanälen und 

insbesondere Kir-Kanälen auf der Ebene der gesamten Zelle kaum berücksichtigt. 

Die für die hier bearbeitet Fragestellung relevanten, bisher mitgeteilten Erkenntnisse 

lassen sich wie folgt zusammenfassen: 

• Eine deutliche durch Ba2+/Sr2+-induzierten Kontraktur läßt sich nur in nahezu calci-

umfreier Lösung und an durch stark erhöhte extrazelluläre Kaliumkonzentrationen 

(>100 mM) depolarisierten Zellen nachweisen (Hansen et al. 1984).  

• Die Konzentrationen für die kleinste meßbare Wirkung unter derartigen Bedingun-

gen liegen zwischen 100 µM Ba2+ für Messungen an Herzmuskelzellen (Saeki et al. 

1981) und 250 µM Ba2+ für Messungen an isolierten Gefäßen (Kreye et al. 1986).     

• In Endothelzellen kann unter ähnlichen äußeren Bedingungen über Bildung aktivier-

ter Calmodulin-Komplexe die Produktion von NO stimuliert werden (Yamazaki 

et al. 1995, Ohashi et al. 1995). Untersuchungen zum Zusammenspiel dieses vasodi-

latatorischen Effektes und der oben beschriebenen gefäßverengenden Wirkung wur-

den noch nicht veröffentlicht. 

• Die Affinität von Barium- und Strontiumionen zu Ca2+-Bindungsstellen ist geringer 

als die Affinität von Calciumionen selbst. Insgesamt ergibt sich für die Wirkung an 

glatter Muskulatur arterieller Gefäße mit intaktem Endothel die Reihenfolge Ca2+ >  

Sr2+  =  Ba2+ (Ebeigbe & Aloamaka 1987). 

• Da Ba2+ und Sr2+ durch spannungsabhängige Calciumkanäle in die Zelle eindringen, 

konkurrieren diese Ionen bei geringer Menge vorhandener Ca2+-Ionen um die Ka-

nalpassage. Die Verringerung der Öffnungswahrscheinlichkeit dieser Kanäle durch 
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eine kleine Menge eines Calciumkanalblockers läßt die durch Ba2+ und Sr2+ direkt 

hervorgerufenen Wirkungen fast völlig verschwinden ohne die direkte Ca2+-

Wirkung wesentlich zu vermindern (Karaki et al. 1986, Satoh et al. 1987). 

Es bestand nun die zumindest hypothetische Möglichkeit, daß die eben beschriebene 

direkte intrazelluläre Wirkung von Ba2+ zum beobachteten Anstieg des koronaren Per-

fusionsdruck beiträgt. 

Um dies zu überprüfen wurden folgende Versuchsreihen durchgeführt: 

40 µM Ba2+ wurden mit 40 Sr2+ und 400 µM Sr2+ bezüglich ihrer Wirkung auf den ko-

ronaren Perfusionsdruck verglichen. Strontiumionen sind wie oben beschrieben im Aus-

lösen einer direkten intrazellulären Wirkung im Endothel oder der glatten Gefäßmusku-

latur ebenso potent wie Bariumionen. Sie sind jedoch etwa 400fach weniger effektiv im 

Blockieren von einwärts-gleichrichtenden Kaliumkanälen (Standen und Stanfield 1978). 

Weder 40 µM  Sr2+ noch 400 µM Sr2+ erhöhten den koronaren Perfusionsdruck signifi-

kant (∆KPD 0.12 ± 0.12 mmHg, n=6 und  0.36 ± 0.36 mmHg, n=6). Lediglich einmal 

kam es nach Gabe von 400 µM Sr2+ zu einer biphasischen Druckschwankung (Abb. 18). 

Bei den später noch durchgeführten Versuchen mit vorheriger Blockade zahlreicher 

endothelialer Mediatoren (siehe 3.6.) konnte bei Applikation von 40 µM Sr2+ sogar ein 

leichter Druckabfall beobachtet werden (∆KPD -2.1 ± 0.3 mmHg, n=2). An schlagen-

den Herzen mit einer Kaliumkonzentration von 5 mM im Perfusat hatte keine der bei-

den Strontiumionenkonzentrationen einen Effekt auf den koronaren Perfusionsdruck. 

Die Wirkung von äquimolaren Konzentrationen Bariumionen wurde vor und nach der 

Gabe von 2 nM Nifedipine verglichen. 2 nM Nifedipine senkten den koronaren Perfusi-

onsdruck auf etwa halbmaximale Werte (verglichen mit den unter Hypoxie erreichten 

Druckwerten). Die dann durch 100 µM hervorgerufenen Gefäßkontraktionen (∆KPD 

20.0 ± 5.94 mmHg, n=6) unterschieden sich nicht signifikant von den Kontrollen 

(∆KPD 17.9 ± 4.36 mmHg, n=6). 

In der Gesamtbeurteilung dieser Versuche läßt sich eine der oben beschriebenen intra-

zellulären Wirkungen von Ba2+ als Ursache für die beobachteten Druckanstiege mit 

hoher Wahrscheinlichkeit ausschließen. Unter den gegeben Versuchsbedingungen 

scheinen Bariumionen nicht in das Innere von Endothel oder Gefäßmuskelzellen ein-

dringen zu können. 
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Abbildung 18  Mikromolare Konzentrationen Strontiumionen führen nicht zu 

einem Anstieg des koronaren Perfusionsdruckes. 

Das Ausbleiben einer Vasokonstriktion nach Gabe von 40 µM Strontiumionen (Sr2+) und 

sogar 400 µM Sr2+ läßt eine  direkte Wirkung von Bariumionen und Strontiumionen im Zell-

inneren als unwahrscheinlich erscheinen (n=6). 
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Abbildung 19  Die Blockade einer geringen Anzahl spannungsabhängiger Cal-

ciumkanäle verringert nicht die vasokonstriktive Wirkung mi-

kromolarer Konzentrationen Ba2+.  

Die durch Bariumionen hervorgerufene Vasokonstriktion (4 µM Ba2+ und 100 µM Ba2+) 

wird in Anwesenheit von 2 nM Nifedipine nicht signifikant reduziert. Wenn die durch Ba-

riumionen hervorgerufenen Kontraktionen auf eine intrazelluläre Wirkung zurückzuführen 

wären, hätte der Effekt durch einen Calciumkanalblocker deutlich reduziert werden müssen

(Karaki et al. 1986). 
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3.6   Wie ist die Beteiligung endothelialer Kir-Kanäle an der Regulation 

des koronaren Blutflusses? 

Nachdem in den vorangegangenen Versuchen andere Ursachen als Gründe für die durch 

Bariumionen hervorgerufenen Vasokonstriktion ausgeschlossen werden konnten, er-

schien jetzt die Blockade von einwärts-gleichrichtenden Kaliumkanälen als die wahr-

scheinlichste Interpretation. 

Im nächsten Schritt sollten nun (im Rahmen der Möglichkeiten des Versuchsmodelles) 

Hinweise für die mögliche Lokalisation der Kir-Kanälen im Gefäßsystem gefunden 

werden:  

Wie bereits eingangs beschrieben verfügen auch Endothelzellen über Kir-Kanälen. Die-

se Kanäle sind wesentlich an der Regulation des Ruhepotentials der Endothelzellen be-

teiligt (Daut et al. 1994, Beckerath et al. 1996). Gleichzeitig ist das Endothel eine Quel-

le zahlreicher vasodilatierender Mediatoren wie Stickstoffmonoxid (NO), endothelium-

derived hyperpolarizing factor (EDHF), Produkten der Cyclooxygenase aus dem Arach-

noidonsäurestoffwechsel und des gefäßverengenden Endothelin-1. 

Möglicherweise könnte die Blockade von Kir-Kanälen des Endothels zu einer veränder-

ten Ausschüttung eines dieser Stoffe führen und so die Vasokonstriktion auslösen. Ob 

die Kir-Kanäle in Endothelzellen aber tatsächlich zur Regulation des koronaren Blut-

flusses beitragen, ist noch unklar. 

Bereits durch Veränderung der eingestellten Flußrate während eines Versuches konnten 

erste Erkenntnisse über den Einfluß von NO auf den beobachteten Druckanstieg ge-

wonnen werden: Es ist bekannt, daß die Freisetzung von NO aus dem Endothel flußab-

hängig erfolgt. Höhere Flußraten führen wegen vermehrter Scherkräfte der Lösung am 

Endothel zu einer gesteigerten NO-Ausschüttung (Griffith und Edwards 1990). Gleich-

mäßige Erhöhungen der Flußrate am perfundierten Herzen führen daher im oberen 

Druckbereich nicht zu linearen Erhöhungen des koronaren Perfusionsdruckes.  

Würde die Blockade von einwärts-gleichrichtenden K+-Kanälen im Endothel die NO-

Freisetzung vermindern, so müßten mit steigender Flußrate größere Druckänderungen 

durch Bariumionen auslösbar sein.  

In mehreren Versuchen konnten für diese Annahme keine Hinweise gefunden werden.  

Zwar nahm bei gleichmäßiger Flußsteigerungen der Anstieg des KPD wie erwartet ab 

(Abb. 20 A). Mit steigender Flußrate sank jedoch auch die Amplitude der durch mikro-

molare Mengen Ba2+ auslösbaren Vasokonstriktion (Abb. 20 B).  
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Abbildung 20   Mit steigender Flußrate sinkt die durch mikromolare Mengen 

Bariumionen auslösbare Vasokonstriktion.  

A Absenken der Flußrate von 13 ml min-1 auf  0 ml min-1 in ½ ml Schritten. Deutlich er-

kennbar wird der lineare Verlauf  im Bereich von 75 mmHg bis 45 mmHg (Flußrate 

2 ml min-1 bis 7 ml min-1). Oberhalb dieses Bereiches führen gleichmäßige Flußsteigerungen 

nicht mehr zu entsprechenden Erhöhungen des koronaren Perfusionsdruckes (n=3). 

B: Die durch gleiche Konzentrationen Bariumionen (40 µM) auslösbaren Kontraktionen der

glatten Gefäßmuskulatur fallen bei höheren Flußraten geringer aus. Die Flußrate wurde von 

9,5 ml min-1 auf 5,5 ml min-1 in 1 ml  Schritten gesenkt (Pfeile). 

Die beiden dargestellten Messungen wurden an unterschiedlichen Herzen vorgenommen. 



 51 

Diese Beobachtungen führen zu folgender Hypothese:  

Mit steigender Flußrate steigt die NO-Freisetzung aus dem Endothel. Bariumionen be-

einflussen diesen Vorgang nicht, sondern blockieren überwiegend Kir-Kanäle an glatten 

Gefäßmuskelzellen. Erhöht sich der koronare Fluß, so kommt es insgesamt zu einem 

Überwiegen des gefäßerweiternden Effektes an den glatten Gefäßmuskelzellen und zu 

einer Abnahme der Vasokonstriktion bei Blockade der einwärts-gleichrichtenden 

K+-Kanäle.  

Um dies weiter zu überprüfen, wurde in einer weiteren Serie von Versuchen 

Nω-Nitro-L-arginine (NNA) der Perfusionslösung zugesetzt. Eine Konzentration von 

10 µM dieser Substanz blockiert die endotheliale NO-Synthase und bringt die NO-

Freisetzung zum Erliegen (Ishii et al. 1990). Mit den Messungen wurde 30-40 Minuten 

nach Anwendung von NNA begonnen. Der koronare Perfusionsdruck stieg in den ersten 

10 Minuten um 32% ± 10% (n=5) gegenüber dem Ausgangsdruck an. Der Erfolg der 

NO-Blockade wurde durch Gabe von 100 nM Acetylcholin überprüft (Goodmann und 

Gilman 1990, Brayden 1990): Eine dadurch ausgelöste deutliche Vasodilatation auf-

grund von NO-Freisetzung verschwand nach Gabe von Nω-Nitro-L-arginine.  

Der nach NNA-Gabe erhöhte koronare Perfusionsdruck wurde durch schrittweises Sen-

ken der Flußrate wieder auf Kontrollniveau gebracht. Verglichen wurde die Wirkung 

von 4 µM, 40 µM und 100 µM Ba2+ sowie Sr2+ (n=2, siehe 3.5).  

Im Mittel verstärkten sich die Kontraktionen bei 40 µM und 100 µM Bariumionen um 

etwa 25% gegenüber der Kontrolle am gleichen Herzen, die Wirkung von 4µM Ba2+ 

wurde eher abgeschwächt (n=5): 

 4 µM Ba2+ 40 µM Ba2+ 100 µM Ba2+ 

Verhältnis  
Blocker / 
Kontrolle 

0.94 ± 0.18 1.21 ±  0.10 1.29 ± 0.11 

 

Um den möglichen Beitrag weiterer bekannter endothelialer Mediatoren zu untersuchen 

wurden in sechs weiteren Versuchen zusätzlich noch weitere Hemmstoffe eingesetzt: 

Die Produktion von Prostaglandinen durch die Cyclooxygenase wurde mit 10 µM In-

domethacin blockiert (Newby und Henderson 1990, Goodmann und Gilman 1990). 
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Mit 3 µM 17-octadecynoic acid (17-ODYA) wurde die Entstehung von Endothelium-

derived hyperpolarizing factor (EDHF) (Zou et al. 1994, Popp et al. 1996) und gleich-

zeitig die Wirkung von Bradykinin gehemmt (Fulton et al. 1995). Weiterhin wurden 

wieder 2 µM Glibenclamid zur Blockade von KATP-Kanälen eingesetzt.   

Auch mit diesem erweiterten „Blocker-Cocktail“ zeigte sich die eben beschriebene Ver-

änderung der Wirkung einer Kir-Blockade (Abb. 21, n=7): 

 

 4 µM Ba2+ 40 µM Ba2+ 100 µM Ba2+ 

Verhältnis  
Blocker / 
Kontrolle 

0.83 ± 0.18 1.23 ±  0.08 1,27 ± 0,09 

 

In einem weiteren Experiment wurden in nochmaliger Erweiterung dieser Versuche 

zusätzlich 3 µM des Endothelin-1 Rezeptorantagonisten BQ123 (Deng et al. 1995) ein-

gesetzt, ohne daß eine Änderung der Reaktion auf Bariumgabe beobachtet werden 

konnte. 

 

Es läßt sich schließen, daß Bariumionen im Konzentrationsbereich von 40 µM bis 

100µM hauptsächlich durch Blockade von Kir-Kanälen in der glatten Gefäßmuskulatur 

wirken.  

Da die Wirkung von 4 µM Bariumionen nach Endothelblockade eher geringer ausfiel, 

wäre eine Blockierung von Kir-Kanälen des Endothels durch diese Ba2+-Konzentration 

zu diskutieren. Möglicherweise fände sich hier ein weiterer Hinweis für die bereits ein-

gangs geäußerte Vermutung der Beteiligung zweier Vorgänge an der auftretenden Va-

sokonstriktion (vergl. Abschnitt 3.1). 
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Abbildung 21  Endotheliale Mediatoren sind nicht an den durch Ba2+ ausgelö-

sten Kontraktionen der glatten Gefäßmuskulatur beteiligt. 

A und C: Vergleich der Druckanstiege nach Gabe von Bariumionen vor und nach Blockade 

endothelialer Mediatoren und KATP-Kanäle.  

B: Gabe von 2 µM Glibenclamid, 10 µM Indomethacin, 10 µM Nω-Nitro-L-arginine und 

3 µM 17-ODYA  zur Endothelblockade. Anschließend Wiedereinstellen des Druckniveaus 

durch Senkung des Perfusionsflusses (Pfeile). 
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Abbildung 22  Die Blockade endothelialer Mediatoren verändert die Reaktion des Gefäß-

systems auf mikromolare Konzentrationen Ba2+ nicht gleichmäßig.  

Nach der oben beschriebenen Endothelblockade verstärkten sich im Mittel die Kontraktionen bei 40 µM

und 100 µM Ba2+ um 25%. Dieser Unterschied ist für beide Bariumionenkonzentration signifikant 

(p<0.05; n=7).  

Die Wirkung von 4 µM Ba2+ wurde nicht verstärkt, sondern sogar eher abgeschwächt. 

Möglicherweise trägt eine bei dieser Ba2+-Konzentration auftretende Blockade von Kir-Kanälen in Endo-

thelzellen durch eine verminderte NO-Freisetzung zur Vasokonstriktion bei. 
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4 DISKUSSION 

4.1 Anwendbarkeit des Versuchsmodells 

Das Modell eines isolierten perfundierten Organs kann zur Untersuchung von komple-

xen, zum Teil unbekannten Regulationssystemen eingesetzt werden. Erkenntnisse, die 

an kleineren Systemuntereinheiten erworben wurden, lassen sich so auf einem hohen 

Plausibilitätsniveau überprüfen. Interpretationsschwierigkeiten ergeben sich vor allem 

aus der biologischen Variation der einzelnen Untersuchungsobjekte. Im vorliegenden 

Fall einer Untersuchung an isolierten Meerschweinchenherzen wurden daher zahlreiche 

Einflüsse standardisiert und vereinfacht:  

Äußere Faktoren wie Temperatur, Elektrolytzusammensetzung, pH-Wert und Perfusi-

onsdruck wurden mit einem standardisierten Modell in einem engen Bereich konstant 

gehalten. Die Messungen wurden an zumeist stillgestellten Herzen unter optimaler Sau-

erstoffversorgung durchgeführt. Die Verwendung eines optimierten Versuchsprotokolls 

wurde stets dem Einsatz regulierender Pharmaka zur Beseitigung von Störfaktoren vor-

gezogen. 

Es konnte gezeigt werden, daß die meßbaren Veränderungen des Gefäßwiderstandes bei 

den gegebenen Versuchsbedingungen direkt abhängig sind vom Membranpotential der 

glatten Gefäßmuskelzellen in den Koronargefäßen (Knot et al. 1996). 

Gleichwohl ist es nicht möglich, bei der Messung des Widerstandes des Gesamtsystems 

direkt zwischen einzelnen Abschnitten der Strombahn zu differenzieren. Es gilt jedoch 

als sicher, daß der Gefäßwiderstand in physiologischen Druckgrenzen weit überwiegend 

von glatten Muskelzellen im Bereich der terminalen Strombahn („terminale Arteriolen”, 

∅ <100 µm) reguliert wird (Tillmanns et al. 1981, Kanatsuka et al. 1989, Marcus et al. 

1990). 

Weiterhin ist wichtig festzuhalten, daß insbesondere eine quantitativen Messung von 

Modellwerten einer Einschränkungen unterworfen ist: Da sich die einzelnen Untersy-

steme des Regelsystems „Organperfusion“ nicht-linear gegeneinander verhalten, ist 

insbesondere bei direkten Größenvergleichen mit Unterschieden zu Ergebnissen aus 

Untersuchungen der Einzelsysteme zu rechnen.  
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Trotz dieser Grenzen haben Messungen am isolierten Herzen erhebliche Vorteile: 

• Durch die Meßmethode werden zwangsläufig alle zum Gesamtwiderstand der Gefä-

ße beitragenden Abschnitte des Koronarsystems erfaßt. Die Beobachtungen unter-

liegen nicht einer „Meßbarkeitsgrenze“ im Sinne eines technisch zu kleinen Gefäß-

durchmessers. 

• Die Mikroarchitektur sämtlicher beteiligter Zellarten bleibt auf allen Ebenen der 

Strombahn intakt. Dies ist für das Zusammenspiel der von Endothel-, Herzmuskel- 

und glatten Muskelzellen von erheblicher Bedeutung (Daut et al. 1994). Weder die 

Ausbildung eines myogenen Tonus noch die direkte Übertragung von Mediatorsub-

stanzen von Zelle zu Zelle wird wesentlich beeinträchtigt. 

• Elektrophysiologische Methoden, wie die patch-clamp-Technik, haben viel zum 

Wissen über Ionenkanäle beigetragen. Dennoch versetzt insbesondere die inside-

out- oder die whole-cell-Konfiguration die untersuchte Zelle in eine künstliche Ver-

suchsumgebung. Die tatsächliche Feinregulation einer Kanalfunktion läßt sich dann 

oftmals nur schwer rekonstruieren. Das isolierte Organ bietet hier die Möglichkeit 

der sinnvollen Ergänzung der elektrophysiologischen Untersuchungen an Einzelzel-

len und isolierten Gefäßabschnitten. Hypothesen zur physiologischen Bedeutung 

von Einzelbeobachtungen können unter größtmöglicher „Realitätsnähe“ überprüft 

werden. 

 

4.2 Einwärts-gleichrichtende Kaliumkanäle sind an der Regulation des 

koronaren Gefäßsystems beteiligt 

Ein wichtiges Charakteristikum von einwärts-gleichrichtenden Kaliumkanälen ist es, 

daß ihre Öffnungswahrscheinlichkeit mit steigender extrazellulärer Kaliumkonzentra-

tion zunimmt (Knot et al. 1996). Daraus folgt, daß bei einer Erhöhung der K+-

Konzentration in der Perfusionslösung Kir-Kanäle geöffnet werden müßten. Tatsächlich 

konnte beim Umschalten von einer Lösung mit 5 mM K+ auf eine Lösung mit 15 mM 

K+ stets eine Vasodilatation beobachtet werden. Da gleichzeitig jedoch die vorher vor-

handenen rhythmischen Kontraktionen des Herzens durch eine Unterbrechung der Erre-

gungsbildung aufhörten, konnte durch diese Beobachtung nicht ohne weiteres zwischen 

einer Abnahme vasoaktiver Metabolite und der vermehrten Aktivierung von Kir-

Kanälen unterschieden werden. Erst durch Einsatz von 40 µM des eingangs beschriebe-
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nen spezifischen Blockers Ba2+ konnte mit hoher Wahrscheinlichkeit eine Beteiligung 

von Kir-Kanälen an diesem Effekt gezeigt werden. 

Es ist wichtig festzuhalten, daß auch an schlagenden Herzen mit 5 mM K+ im Perfusat 

ein Anstieg des koronaren Perfusionsdruckes durch Blockade von Kir-Kanälen ausgelöst 

werden konnte. In den folgenden Experimenten konnte gezeigt werden, daß es sich da-

bei nicht um Kanäle gehandelt hat, die etwa durch eine unphysiologische Hypoxie ge-

öffnet worden wären. Die kontrollierten, eher niedrigen Herzfrequenzen legen vielmehr 

nahe, daß es sich bei den blockierten Kir-Kanälen, um physiologischerweise unter „Ru-

hebedingungen“ geöffnete Kanäle gehandelt hat. 

Durch die Fortführung der Experimente mit stillgestellten Herzen konnte die Beteili-

gung von Kir-Kanälen an der Gefäßregulation näher untersucht werden, ohne daß eine 

gleichzeitige, von außen schwer beeinflußbare massive Freisetzung von Mediatorsub-

stanzen aus den Cardiomyozyten die Versuchsauswertung erschwert hätte. 

Eine mögliche Wirkung von Bariumionen im Sinne einer direkten Aktivierung eigent-

lich calciumabhängiger Zellvorgänge, konnte durch die im Abschnitt 3.5 beschriebenen 

vergleichenden Versuche mit Strontiumionen und niedrig dosiertes Nifedipine klar aus-

geschlossen werden. 

 

4.3 Der Ki-Wert für den Anstieg des koronaren Perfusionsdruckes durch 

Bariumionen liegt höher als der Ki-Wert für die Blockade des Kir-

Kanals in isolierten Zellen 

Die Messung der Konzentrations-/Wirkungsbeziehung für den Anstieg des koronaren 

Perfusionsdruckes (KPD) durch mikromolare Mengen Bariumionen ergab relativ kon-

stante Ki-Werte von 42-43 µM Ba2+. Diese Werte liegen höher, als die für die Blockade 

von Kir-Kanälen an Einzelzellen und Gefäßabschnitten ermittelten Ki-Werte (siehe Ein-

leitung  - Bonev et al. 1993, Wible et al. 1995). 

Es ist prinzipiell nicht zu erwarten, daß die einzelnen Kennwerte der Ionenkanäle in 

einem derartig komplexen Versuchsmodell wie dem isolierten perfundierten Herzen 

genau wiedergefunden werden können. 

Trotzdem stellte sich die Frage, ob eine derartige Verschiebung der Größenordnung 

eines Ki-Wertes ausreichend durch Modellunterschiede erklärbar ist: 

Die bisher mitgeteilten Werte aus Messungen an isolierten Zellen beziehen sich auf den 

Gesamtzellstrom (Quayle et al. 1996, Flynn et al.1999) oder sogar auf den Ionenfluß 
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durch einzelne Ionenkanäle (Robertson et al. 1996). Videooptische Messungen an iso-

lierten Gefäßabschnitten fanden aus technischen Gründen nur an Gefäßen mit einem 

Durchmesser größer als 100 µm statt (Knot et al. 1996).  

Für die Messungen an heterolog exprimierten Kir-Kanälen gilt die nur eingeschränkte 

Übertragbarkeit der quantitativen Ergebnisse auf ein intaktes Organ oder zwischen so 

unterschiedlichen Organen wie Gehirn und Herz (Doring et al. 1998, Topert et al.1999, 

Bradley et al. 1999). 

Es ist wahrscheinlich, daß durch die Anwesenheit der zahlreichen anderen Regelsyste-

me im intakten Koronarsystem und die grundsätzlich andere Art der Meßgröße, die 

beobachtete Verschiebung des Ki-Wertes aufgetreten ist. 

Gerade im oberen Bereich des Konzentrations-/Wirkungsverhältnisses ist zu erwarten, 

daß sich die zunehmend starken gefäßverengenden Wirkungen von Bariumionen mit 

den (gegen-)regulatorischen Wirkungen anderer im Modell nicht abgrenzbarer Mecha-

nismen vermischt haben.  

Das es sich bei den beobachteten vasokonstriktiven Effekten um die Wirkung an 

Kir-Kanälen handelt, wird auch durch Messungen des Gesamtzellstroms an glatten 

Muskelzellen isolierter terminaler Arteriolen bestätigt. Die Versuche hierzu wurden von 

Dr. Hans-Georg Klieber am Physiologischen Institut Marburg durchgeführt (Abb. 23): 

Die Gefäße wurden aus Meerschweinchenherzen isoliert und hatten einen Durchmesser 

von nur 20-40 µm. Das umgebende  Medium entsprach der am isolierten Herzen ver-

wandten 5 K+-Perfusionslösung. Die Messungen ergaben für die Depolarisation des 

Gesamtzellstroms durch Bariumionen Ki-Werte von 17-20 µM (Wölfel, Klieber und 

Daut 1998). Bereits durch diese bessere Anpassung an die am isolierten Herzen vorhan-

denen Außenparameter, wurde also bereits ein höherer Ki-Wert für die Blockade von 

Kir-Kanälen beobachtet als bei den Einzelzellmessungen. Eine weitere Verschiebung 

des Ki-Wertes bis auf 40 µM ist an isolierten Herzen mit im übrigen intakter Autoregu-

lation gut vorstellbar. 

Die Blockade anderer Ionenkanäle, die möglicherweise auch zu dieser Beobachtung 

beigetragen hätte, konnte in den folgenden Experimenten ebenfalls ausgeschlossen wer-

den: 
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(Originalabbildung, wiedergegeben mit freundlicher Genehmigung von Dr. Hans-Georg Klieber) 

Abbildung 23   Extrazelluläre Bariumionen depolarisieren isolierte terminale Arteriolen 

des Koronarsystems.  

A: Aufzeichnung des Membranpotentials der glatten Muskelzelle einer terminalen Arteriole (whole-cell, 

current-clamp). Die Blockade von Kir-Kanälen in terminalen Arteriolen durch Ba2+ führt zu reversiblen, 

konzentrationsabhängigen Depolarisationen der glatten Muskelzelle. Durch die Aktivierung spannungs-

abhängiger Calciumkanäle kommt es dann zur Vasokonstriktion. B: Konzentrations-/Wirkungskurve der 

Barium-abhängigen Depolarisation beschrieben durch eine Michaelis-Menten-Funktion (hier: Ki=17µM, 

Vmax 18 mV). (Messungen von Dr. Hans-Georg Klieber, Marburg) 
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4.4 KATP-Kanäle haben keinen bedeutenden Einfluß auf beobachtete Va-

sokonstriktion durch Barium 

Für eine Blockade durch mikromolare Mengen Bariumionen kommen außer Kir-

Kanälen nur noch ATP-abhängige Kaliumkanäle in Frage (siehe Einleitung). Glückli-

cherweise ist die Wirkung dieser Kanäle gut untersucht (Daut et al. 1990). Wichtige 

Erkenntnisse zur Beteiligung von KATP-Kanälen wurden sogar am gleichen Versuchs-

modell gewonnen (Beckerath et al. 1991). Die mit Hilfe des spezifischen Blockers Gli-

benclamid und des KATP-Kanalöffners Levcromakalim gemachten Beobachtungen legen 

jedoch nahe, daß der Beitrag von KATP-Kanälen an der Regulation des koronaren Blut-

flusses unter normoxischen Bedingungen gering ist. Dies ist besonders deshalb interes-

sant, da andere Untersuchungen widersprüchliche Ergebnisse zur Beteiligung von KATP-

Kanälen ergeben haben (Samaha et al. 1992, Dunker et al. 1993, Klieber und Daut 

1994, Knot et al. 1996). Eine mögliche Erklärung für die in anderen Arbeiten beobach-

tete Wirkung von Glibenclamid könnte die Aktivierung der KATP-Kanäle durch die Prä-

paration oder eine dennoch vorhandene geringfügige Hypoxie sein.  

Mit den im Abschnitt 3.4 beschriebenen Versuchen konnte zumindest für das Modell 

des isolierten perfundierten Herzens klar zwischen dem Einfluß einwärts-

gleichrichtender und ATP-abhängiger Kaliumkanäle unterschieden werden.  

 

4.5 Der beobachtete Einfluß auf die Gefäßregulation wird hauptsächlich 

durch Kir-Kanäle der glatten Muskelzellen vermittelt 

Es ist schon früher vermutet worden, daß die durch Blockade von Kir-Kanälen auftre-

tenden Gefäßkonstriktionen ohne Beteiligung des Endothels auftreten (McCarron und 

Halpern 1990, Knot et al. 1996, Xie und Bevan 1998). Dem gegenüber konnte gezeigt 

werden, daß Kir-Kanäle in Endothelzellen vorkommen und dort auch wesentlichen  Ein-

fluß auf das Membranpotential haben (Beckerath et al. 1996, Daut et al. 1994). Die 

möglichen Interaktionen zwischen Endothelzelle und glatter Muskelzelle wurden in den 

Abschnitten 1.2 und 1.3 detailliert beschrieben.  
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Wie bereits oben erwähnt, läßt sich am Modell des isolierten perfundierten Herzens 

grundsätzlich keine direkte zelluläre Differenzierung einer beobachteten Wirkung vor-

nehmen. So kann letztendlich nicht unterschieden werden, ob eine Depolarisation des 

Membranpotentials auf die direkte Blockade von Kir-Kanälen der glatten Muskelzellen 

zurückzuführen ist oder ob sich die Depolarisation der Endothelzellen über myo-

endotheliale gap-Junctions übertragen hat (vergleiche Abb. 3, sowie Beny und Pacicca 

1994). Eine vollständige oder auch nur teilweise Entfernung des Endothels aus dem 

Gefäßsystem ist im Modell des isolierten perfundierten Herzens nicht möglich, ohne die 

Integrität des Versuchsobjektes schwer zu stören (vergleiche auch Bildtafel 2). 

Der Einfluß der Blockade von Kir-Kanälen auf die Ausschüttung endothelialer Mediato-

ren konnte jedoch sehr gut untersucht werden. Die Ergebnisse der im Abschnitt 3.6 be-

schriebenen Versuche legen nahe, daß die beobachtete Vasokonstriktion überwiegend 

durch Blockade von Kir-Kanälen glatter Muskelzellen ausgelöst wurden. Auffällig war 

lediglich die fehlende Verstärkung der vasokonstriktiven Wirkung von 4 µM Bariumio-

nen nach Endothelblockade. Zusammen mit der beim Erstellen der Konzentrati-

ons-/Wirkungsbeziehung aufgefallenen Unregelmäßigkeit im Kurvenverlauf zwischen 

0.5 µM und 3 µM Ba2+ läßt sich vermuten, daß nur ein geringer Beitrag zur Vasokon-

striktion durch eine verminderte NO-Freisetzung aus Endothelzellen geleistet wird. 

Die Ermittlung einer Konzentrations-/Wirkungsbeziehung für Bariumionen bei gleich-

zeitiger Blockade endothelialer Mediatoren war nicht möglich: Die durch die Gefäßver-

engung eingetretene Verminderung des Perfusionsflusses durch das Herz führt zu einer 

moderaten Hypoxie in den terminalen Strömungsgebieten. Dies ist dazu geeignet, einen 

„longitudinalen Sauerstoffgradienten“ entlang des Gefäßbaumes zu erzeugen (Chang 

und Detar 1980). Daraus resultiert eine verminderte Toleranz gegenüber weiteren vaso-

konstriktiven Reizen und (selbst wenn die Messungen an einigen Herzen durchführbar 

wären) die mangelnde Vergleichbarkeit mit Ergebnissen von Versuchen in sicher nor-

moxischer Umgebung. 

Neuere Untersuchungen an isolierten Gefäßabschnitten weisen im übrigen ebenfalls auf 

eine geringe Beteiligung endothelialer Kir-Kanäle und einen größeren Einfluß der Kir-

Kanäle glatter Gefäßmuskelzellen hin (Johnson et al. 1998, Xie & Bevan 1998, Flynn et 

al. 1999). 
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4.6   Die Bedeutung einwärts-gleichrichtender Kaliumkanäle für die Re-

gulation des koronaren Blutflusses 

In der Zusammenfassung der in der vorliegenden Arbeit gewonnen Erkenntnisse und 

des bisher bekannten Wissens über Kir-Kanäle ergibt sich folgende Bild: 

Einwärts-gleichrichtende Kaliumkanäle kommen im Endothel und den glatten Muskel-

zellen des koronaren Gefäßsystems vor. Eine Aktivierung dieser Kanäle führt zur Er-

weiterung der terminalen Strombahn und einer vermehrten Durchblutung des Koronar-

bettes. Damit stellen Kir-Kanäle einen wichtigen Kontrollmechanismus für die Regula-

tion des koronaren Blutflusses dar. Einwärts-gleichrichtende Kaliumkanäle sind über 

einen großen Druckbereich in der Lage, die Koronardurchblutung unter physiologischen 

Bedingungen zu regulieren.  

In den letzten 30 Jahren hat sich mehr und mehr die Vorstellung durchgesetzt, daß eine 

Erhöhung der lokalen Kaliumkonzentration durch erhöhte Aktivität von Cardiomyozy-

ten  neben anderen Mechanismen dazu geeignet ist, die Herzkranzgefäße zu erweitern 

und den koronaren Blutfluß zu erhöhen.  

Und obwohl die Verbindung der erhöhten lokalen Kaliumkonzentration und der Erhö-

hung der Durchblutung klar und unstrittig erschien, blieb der zugrundeliegende Mecha-

nismus dennoch lange Jahre unverstanden. Erst mit der Entdeckung und Beschreibung 

der einwärts-gleichrichtenden Kaliumkanäle und ihrem Nachweis in terminalen Arterio-

len des Koronarsystems konnte jetzt ein schlüssiger Mechanismus für die Annahme der 

Regulation durch extrazelluläre Kaliumerhöhung gefunden werden. 

Die vorliegende Arbeit zeigt, daß die Übertragung der an isolierten Zellen und Gefäßen 

gewonnen Erkenntnisse über die diesem Mechanismus zugrundeliegenden Zusammen-

hänge auf ein ganzes komplexes Organsystem möglich ist. 
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6 BILDTAFELN  
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Tafel 1  Terminale Arteriole mit Gefäßaufzweigungen in die Endstrombahn. 
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Tafel 2  Detailaufnahme einer terminale Arteriole.  

Im unteren Schema sind die Umrisse von Endothelzellen (grün/hellgrau) und quer lie-

genden glatten Muskelzellen (rot/dunkelgrau) dargestellt.
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Tafel 3   Organpräparation – Das Brustfell ist bereits entfernt, das Sternum liegt frei. 
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Tafel 4  Organpräparation – Der Thorax ist eröffnet, Herz und Lunge sind sichtbar. 
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Tafel 5  Organpräparation – Das isolierte Herz wird in der Präparierschale an die Aor-

tenkanüle angeschlossen. Die Aorta wird mit zwei vorgelegten Fäden fixiert. Der Zu-

fluß der Perfusionslösung erfolgt noch über den seitlichen Anschluß an der Aortenkanü-

le. Nach dem Umsetzen an die Perfusionsapparatur wird dort der Sensor zur Druckmes-

sung angeschlossen. 
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Tafel 6  Das Herz ist an die Perfusionsapparatur angeschlossen, eine Metallkanüle liegt 

zur Druckentlastung nahe der Herzspitze im linken Ventrikel. 
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Tafel 7  Typische Darstellung eines Versuchs am stillgestellten Herzen. 

Das Herz ist vollständig im Organbad untergetaucht. 
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Tafel 8  Versuch am schlagenden Herzen: Das Herz ist im Organbad untergetaucht, 

Schrittmacherelektroden nahe des rechten Herzohres und im umgebenden Perfusat an-

gelegt.
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