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ZUSAMMENFASSUNG

Die Durchblutung des Herzens wird durch die im Koronarsystem zusammengefaldten
Blutgefal3e in engen Grenzen reguliert. Fur bestimmte Bereiche dieser Regulation wer-
den im Zusammenhang mit lokal erhohten Kaliumkonzentrationen einwarts-
gleichrichtende Kaliumkanéle (K als wesentlich angesehen. Untersuchungen an ein-
zelnen Zellen und isolierten Gefal3abschnitten haben die Bedeutung dieser Kanale un-
terstrichen. In der vorliegenden Arbeit wurde der Beitrag vpiK&halen an der Regu-

lation des koronaren Blutflusses an isolierten perfundierten Meerschweinchenherzen
untersucht. Die Herzen wurden mit physiologischen Salzlésungen retrograd bei kon-
stanter FluRrate perfundiert. Bei retrograder Perfusion durch die Aorta schlief3t sich die
Aortenklappe, und die Losung flie3t Uber die Koronararterien ab. Dabei ist der — bei
konstanter Perfusionsrate Uber der Aortenklappe gemessene — koronare Perfusionsdruck
ein Mal3 fur den koronaren Widerstand. Der variable Abschnitt des koronaren Wider-
standes wird durch die terminalen Arteriolen gebildet. Dort wird der Durchmesser der
Gefalie durch den Kontraktionszustand von glatten Muskelzellen in der GefalBwand be-
stimmt.

Die meisten Versuche wurden an Herzen durchgefuhrt, deren Myokardkontraktionen
durch Erhéhung der KKonzentration der Perfusionslosung auf 15 mM unterbunden
worden waren. Dies hat die experimentelle Situation fur die Beurteilung des Einflusses
von Ki-Kandlen auf den koronaren Perfusionsdruck begunstigt und vereinfacht.
Gleichwohl wurden auch der Beitrag vop-Kanélen an schlagenden Herzen mit 5 mM

K* untersucht.

Untersucht wurde die Blockierbarkeit von einwarts-gleichrichtenden Kaliumkanélen mit
mikromolaren Konzentrationen von Bariumionen und die Auswirkungen dieses Vorge-
hens auf den koronaren Perfusionsdruck. Bariumionen fiihrten sowohl an schlagenden
als auch an stillgestellten Herzen im Konzentrationsbereich von 0.5 pM6®igM zu
deutlichen, reversiblen Anstiegen des koronaren Perfusionsdruckes. An stillgestellten
Herzen konnte eine Konzentrations-/Wirkungsbeziehung fir die vasokonstriktive Wir-
kung von Bariumionen ermittelt werden. Da Bariumionen in dem verwendeten Konzen-
trationsbereich einwarts-gleichrichtende Kaliumkanale spezifisch blockieren, kann da-
von ausgegangen werden, dald es sich bei den beobachteten Druckanstiegen um die Fol-
ge der Blockade von KKanélen gehandelt hat. Der typische Verlauf der Konzentrati-
ons-/Wirkungsbeziehung weicht von dem an einzelngiK#&balen, Einzelzellen oder
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GefalRabschnitten ermittelten Verlauf ab. Die Unterschiede lassen sich jedoch mit me-
thodischen Differenzen hinreichend erklaren.

Andere Kaliumkanéle wie ATP-abhangige Kaliumkanale werden durch die verwende-
ten B&"-Konzentrationen nicht oder nur in geringem Ausmaf blockiert. Es konnte wei-
terhin herausgefunden werden, dafd der Einflui veiKadalen auf die hypoxische
Vasodilatation gering ist.

Direkte intrazellulare Wirkungen von Bariumionen, als Substituent von intrazellularen
Calciumionen konnten durch vergleichende Experimente mit Strontiumionen und ge-
ringen Konzentrationen eines Calciumkanalantagonisten ausgeschlossen werden.

Eine direkte Differenzierung zwischen4Kanélen von Endothelzellen und.4Kanéalen

der glatten Gefal3muskulatur war mit dem verwendeten Versuchsmodell nicht mdglich.
Dennoch konnten durch vergleichende Messungen dér\Bigkung vor und nach
Blockade zahlreicher endothelialer Mediatoren (NO, Prostaglandine, EDHF, Endothe-
lin-1) Hinweise dafir gefunden werden, dafl} hauptsachlich einwéarts-gleichrichtende
Kaliumkanale der glatten Muskulatur an der Gefal3regulation beteiligt sind. Diese An-
nahme wird auch durch Beobachtungen zum Verlauf der Konzentrations-/ Wirkungs-
kurve unterstitzt.

Insgesamt ergibt sich das Bild, dal3 einwarts-gleichrichtende Kaliumkanale einen we-
sentlichen Beitrag zur Regulation des koronaren Blutflusses leisten. Sie ermdglichen
zum einen, durch ihre spezifischen Eigenschaften eine Stabilisierung des Membranpo-
tentials glatter GefalBmuskelzellen und zum anderen die unmittelbare Anpassung des
regionalen Blutflusses durch Reaktion auf lokale extrazellulare Kaliumerh6hungen.

Die vorliegende Arbeit zeigt, daR die Ubertragung der an isolierten Zellen und GefaRen
gewonnen Erkenntnisse Uber die diesem Mechanismus zugrundeliegenden Zusammen-

hange, auf ein ganzes komplexes Organsystem moglich ist.



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 Korpers bis in die letzte Zelle mit sau-
erstoff- und néhrstoffreichem Blut versorgt. Erst dadurch wird der Stoffwechsel eines
differenzierten Organismus uberhaupt ermoglicht. Ist die Arbeitsweise des Herzens ge-
stort, leidet es nicht nur selbst darunter; in noch viel starkerer Weise wirkt sich eine der-
artige Funktionseinschrankung auf den Gesamtorganismus aus.

Es war schon immer faszinierend, wie das Herz bedarfsgerecht auf Anforderungen des
Korpers durch das differenzierte Zusammenwirken einer Reihe physikalischer Gesetz-
mafRigkeiten und biochemischer Funktionsablaufe reagieren kann.

Abbildung 1 Koronares Gefal3system

Eine Besonderheit in diesem System stellt die Eigenversorgung des Herzens dar: Die
beiden Koronararterien und ihre Hauptaste und Verzweigungen sind am menschlichen
Herzen durch Anastomosen zwischen ihren Asten und zwischen der rechten und linken
Kranzader verbunden und dadurch zum Koronarsystem geschlossen (Abb.1). Dieses
System wird nach dem Male der aktuellen Herzleistung und des dadurch gegebenen
wechselnden Blut- und Sauerstoffbedarfs des Herzmuskels durchstromt. Dabei unterlie-
gen die einzelnen Bereiche unterschiedlichen, sich Uberlappenden Regulationsmecha-
nismen (Abb.2).



Die tatsachliche Feinregulation der Koronardurchblutung findet vor allem durch klein-
ste Gefale am Ende der arteriellen Aufzweigung statt (Kanagsakal 989, Marcust

al. 1990). Diese GefalRe haben typischerweise einen Durchmesser von weniger als
100 um und werden wegen ihrer Lage unmittelbar vor der kapillaren Endstrecke auch
als terminale Arteriolen bezeichnet (Bildtafeln 1 und 2). Die glatten Muskelzellen dieser

Arterien befinden sich normalerweise in einem Zustand der submaximalen Kontraktion
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Abbildung 2 Regulation der koronaren Durchblutung

Unterschiedliche Mechanismen beeinflussen die Gefal3regulation in verschiedenen Gefal3ab-

schnitten des Koronarsystems.

und kénnen daher entsprechend den Anforderungen weiter konstringieren oder dilatie-
ren. Einen wesentlichen Beitrag zu diesem Umstand leistet der transmurale Gefal3druck.
Dieser Effekt wurde schon frih als ,myogener Tonus" beschrieben (Bayliss 1902).

In vivo sorgt diese myogene Autoregulation dafir, dafd in einem bestimmten physiologi-
schen Druckbereich der Flul3 im Blutgefal} relativ konstant bleibt (Johnson 1986).



1.2 K'-Kanale und das Membranpotential

Das Membranpotential der glatten Muskelzellen in Arterien ist ein wichtiger Regulator
des Gefaltonus und damit des Gefal3durchmessers. Kontrolliert wird es durch Kalium-
kanale in der Zellmembran: SchlieRen sichKénale, so vermindert sich der Kalium-
ausstrom aus der Zelle. Es kommt zur Depolarisation des Membranpotentials. Span-
nungsabhangige Calciumkanale 6ffnen sich und erh6hen den Calciumeinstrom. Durch
die Bidung von C&-Calmodulin-Komplexen wird der Aktin-Myosin-Mechanismus
aktiviert — das Gefald verengt sich.

Offnen sich hingegen KKanéle, kommt es iiber eine Hyperpolarisation des Membran-
potentials zur GefalRerweiterung (Abb. 3).

Storungen der Funktion von*®¥Kanalen konnen zu dauernder Vasokonstriktion oder
auch zu einem Verlust der Erweiterungsfahigkeit der Arterie fuhren. Derartige Verande-
rungen von Kaliumkanalen in glatten Muskelzellen kénnten beteiligt sein am Pathome-
chanismus von Bluthochdruck, Ischamien, Vasospasmen, Blutdruckabfall beim Endo-
toxinschock oder Durchblutungsstérungen im Rahmen eines Diabetes mellitus.

Bisher wurden vier verschieden Arten von Kaliumkandalen in Koronargefal3en entdeckt:
Spannungsabhéngige’Kanale (K), Ca*-aktivierte K'-Kanale (K5, ATP-abhéngige
K*-Kanale (Kstp) und einwarts-gleichrichtende Kaliumkanale, XKFir glatte Muskel-
zellen schatzt man die Haufigkeit dieser Kanale auf ungefahr 100-500 pro Zelle fur
Karp- und K,-Kanéle und auf 1000 bis 10.000 pro Zelle fir Knd Kcr-Kanale (Nel-

son und Quayle 1995).

Durch die Entwicklung der patch-clamp-Technik konnten in den letzten 15 Jahren zahl-
reiche Informationen Uber die Lokalisation, Funktion und Bedeutung dieser Kanale im
GefalRsystem des Herzens gewonnen werden.

Glatte Muskelzellen in Arterien und Arteriolen bild@nvivo ein Membranpotential von

—40 bis -55 mV aus (Neildt al 1985). Da das Gleichgewichtspotential fir Kaliumio-
nen deutlich negativer liegt (etwa —85 mV), wird die Membranleitfahigkeit offensicht-
lich nicht vollstandig von der Leitfahigkeit fir ‘Konen bestimmt. Zurtickzufiihren ist
dies vermutlich auf eine gleichzeitig hohe Leitfahigkeit furiGhen — mit einem
Gleichgewichtspotential von nur =31 mV (Hiedtal 1989).

Nach bisherigen Erkenntnissen scheint das Membranpotentjplg(&tter Muskelzellen

ein wichtiger Regulator des Tonus von Gefallwénden zu sein éDalitt994).



Eine Veranderung von Yum nur wenige Millivolt fiihrt bereits zu deutlichen Ande-
rungen des Gefalldurchmessers (Ne&taal 1988, Brayden und Nelson 1992).

Das Membranpotential reguliert den Kontraktionszustand des glatten Muskel wahr-
scheinlich Uber eine Veranderung des Calciumeinstroms durch spannungsabhangige
Cd*-Kandle (Abb. 3). Weitere Mdglichkeiten wéren ein EinfluR auf def/Q¢'-
Austausch (Nelsoet al 1990) oder die intrazellulare Freisetzung voA*Gurch Pro-
duktion von Inositol-1,4,5-Triphosphat (It@t al 1992). Tatsachlich wurde beobachtet,

dal3 physiologische und pharmakologische Veranderungen des Membranpotentials zu
einer Veranderung des Gefal3durchmessers fuhren (Brayden und Nelson 1992 Volk
al. 1993).

Elektrophysiologische Messungen mit Hilfe der patch-clamp-Technik konnten zeigen,
daB nur sehr wenige"KKanale gedffnet sein missen, um wesentlich zur Membranleit-
fahigkeit beizutragen. Im Umkehrschlul3 wird bereits eine geringfligige Verminderung
der Leitfahigkeit durch diese'KKanale zu deutlicher Vasokonstriktion fiihren (Robert-
son und Nelson 1994, Quagéal 1993, Bonev und Nelson 1993 und 1996, Robertson

et al. 1993).

In der vorliegenden Arbeit soll der Beitrag der einwéarts-gleichrichtenden Kaliumkanéle
bei der Regulation des koronaren Blutflusses untersucht werden. Daher wird dieser Ka-
naltyp im nachsten Abschnitt ndher beschrieben.



K+ir

Ir

Y

Kontraktion

A

T K*arp
Aktin-Myosin
NO MechaTnismus
NO-Synthase Myosin LK-Kinase
f Catn.
- Ca* Calmodulin
\ Iﬁ > §§
Ca?* Ca?*
Endothelzelle glatte Muskelzelle

Abbildung 3 K*-Kanale im Endothel und in GefaRmuskelzellen

Kaliumkanale beeinflussen den Kontraktionszustand glatter Muskelzellen.

Calciumkanale 6ffnen sich bei einer Depolarisation des Membranpotentialsst@ant in

die Zelle ein und fuhrt Gber die Aktivierung des Aktin-Myosin-Systems zur Kontraktion der
glatten Muskelzelle. Ein Kaliumausstrom aus einwarts-gleichrichtendgh déter ATP-
abhangigen (k) Kaliumkanalen hemmt diesen Mechanismus durch Hyperpolarisation des
Membranpotentials.

Eine besondere Bedeutung konntgaKkanale in Endothelzellen haben. Eine Hyperpolarisa-
tion dieser Zellen kann sich unter Umstanden Uber myo-endotheliale gap-Junctions auf die
glatten Muskelzelle tbertragen (Beny und Pacicca 1994). Gleichzeitig hemmt die Hyperpo-
larisation Uber eine Verminderung des passiveR™-Eiastroms in die Endothelzelle die
Produktion von Stickstoffmonoxid (NO). Durch den Kaliumausstrom dureKafale von
Endothelzellen wirden somit sowohl konstringierende, wie auch relaxierende Mechanismen
getriggert (Luckhoff und Busse 1990, Datital. 1994).



1.3 Einwarts-gleichrichtende Kaliumkanale

Einwarts-gleichrichtende Kaliumkanéle jdKanale) wurden in einer Reihe erregbarer
Zellen nachgewiesen — unter anderem auch im Endothel (Takedlal987, Hmmel et

al. 1994) und den glatten Muskelzellen arterieller Gefalle (Edwards und Hirst 1988,
Hille 1992, Hirst et al. 1989, Robertsenal 1996).

Der Name ,einwarts-gleichrichtend“ beschreibt die Besonderheit dieser Kanale, bei
konstant gehaltenem Membranpotential, Kaliumionen tberwiegend von der extrazellu-
laren zur intrazellularen Seite durch die Membran zu leiten. EiStkom in die umge-
kehrte Richtung findet hingegen nur kaum statt (Sakmann und Trube 1984).

Dieses Verhalten resultiert aus der Eigenschaft veiKéhalen, durch Hyperpolar-
isation aktiviert zu werden. Im Gegensatz dazu werdenukd K-yKandle durch
Membrandepolarisation aktiviert (Hille 1992).

Abbildung 4 Topologisches Modell einer Untereinheit eines kKanals

In dieser vereinfachten Form sind die Porendoménen als in die Membran eintauchende
Schleifen (geschwungene Linien) dargestellt. Im Falle der einwarts-gleichrichtenden Kali-
umkanale wird die Porendomane von zwei membrandurchspannenden, hydrophoben Seg-
menten flankiert (Réhren) (Het al. 1993, Kubcet al 1993).

Unter physiologischen Ruhebedingungen liegt jedoch zum Beispiel an glatten Muskel-
zellen ein Membranpotential vor, das positiver ist als das Gleichgewichtspotential fur
Kaliumionen (k). Es existiert also ein elektrochemischer Gradient flhlaken, die

Zelle zu verlassen. So kommt es, daf3Kanéale unter Ruhebedingungen einen kleinen
hyperpolarisierendenKAusstrom aus der Zelle leiten (vergl. Abb. 5).



Einwarts-gleichrichtenden Kaliumkanalen sind aus vier Untereinheiten aufgebaut. Die

molekulare Struktur einesjKKanals (K, 1.1) wurde erstmals von Het al. 1993 be-
schrieben (Abb. 4).
Ki-Kandle sind zur Zeit Gegenstand intensiver molekularbiologischer Forschung. Es

konnten bislang zahlreiche Subtypen vogpKéanédlen in verschiedenen Geweben iso-

liert werden. In mehreren Fallen gelang die heterologe Expression in artfremden Wirts-
zellen (u.a.: Fakleet al. 1996, Doringet al. 1998, Toperet al.1999)

An isolierten Einzelzellen und Gefal3abschnitten mit einem Durchmesser grofzer 100 pm

wurde bisher das folgende elektrophysiologische Wissen gewonnen:

Ki-Kandle in arteriellen Gefal3en zeigen die gleichen grundlegenden Eigenschaften
wie K;-Kanéle in anderen Geweben: Sie leiten einen Einwartsstrom bei einem
Membranpotential, das negativer ist als das Kaliumgleichgewichtspotegtiahde

einen kleinen Auswartsstrom bei einem Membranpotential, das positiver ist als E
(Hirst et al 1986).

Die Aktivitat von K,-Kanalen wird sowohl vom Membranpotentia}, Wie auch

von der extrazellularen'KKonzentration Ko bestimmt. Verandert sich’K, so lei-

tet der K-Kanal auch weiterhin einen Einwartsstrom bei einem Membranpotential,
das negativer ist als das neue Kaliumgleichgewichtspotential; gleichzeitig bleibt der
mogliche Auswartsstrom klein. Damit pal3t sich im Gegensatz zu anderen Kalium-
kanalen (K, Kcg) der Spannungsbereich, in dem eijpKanal leitet, der extrazellu-
laren Kaliumkonzentration an (Quaygeal 1993).

Die Offnungswahrscheinlichkeit von;KKanalen steigt mit steigender Konzentra-

tion von Kaliumionen in der extrazellularen Losung (Kebal 1996) an.

Einwarts-gleichrichtende Kaliumkanale konnten bei elektrophysiologischen Mes-
sungen an Einzelzellen und isolierten Gefaldabschnitten durch mikromolare Konzen-
trationen von Bariumionen vollstdndig gehemmt werden. Die blockierende Wirkung
von Bariumionen wird bei zunehmend negativem Membranpotential verstarkt.
Bariumionen sind zwar auch Blocker zahlreicher anderer Kaliumkanale in Einzel-
zellen und isolierten Gefal3abschnitten, jedoch nur bei wesentlich htheren Konzen-
tration (Bonewet al. 1993, Wibleet al. 1995):



Kir-Kanéle K atp-Kanéle K y-Kanéle K ca-Kanale

geringe
Ki 2 uM 100 uM : :
[Ba®] | bis20pM | (Vm-80mV) >1mM Vwﬁﬂgfa

Blocker anderer Kaliumkanéale (Charybdotoxin, TEA, Sulfonylharnstoffe, Amino-
pyridine) haben keinen oder nur einen geringen Effekt aukahale im GefalRsy-
stem (Brayden 1996). Andere Hemmstoffe vagpKénalen, wie das Benzopyran-
derivat Terikalant (RP 58866) sind nicht ausreichend spezifisch fur diesen Kanal
und sind daher fur systematische Untersuchungen der Funktion einwarts-
gleichrichtender Kaliumkanale kaum geeignet (Escaetdal. 1992, Jurkiewiczet

al. 1996).

Die physiologische Bedeutung und Funktion vopKanalen in Blutgefal3en ist bisher

nur teilweise verstanden worden.

Diskutiert wurden in der Vergangenheit folgende Mdglichkeiten:

Einwarts-gleichrichtende Kaliumkanale haben eine hohe Leitfahigkeit bei negati-
vem Membranpotential. Mdglicherweise sind sie daher fir die Aufrechterhaltung
des Ruhepotentials der Zellen zustandig. Hinweise hierfur konntenetliedt be-

reits 1986 finden. In anderen Arbeiten an isolierten Gefal3en wurden allerdings mit
Ba®*-Konzentrationen von 50 pM nur schwache Hinweise fiir eine Beteiligung von
Ki-Kanélen gefunden (Brayden 1990, McCarron und Halpern 1990).

Die Endothelzellen kleiner GefalRe leisten durch chemische und elektrische Interak-
tion mit glatten Muskelzellen der terminalen Arteriolen einen entscheidenden Bei-
trag zur Regulation des BlutfluR (Daet al. 1994, Beny 1990). Beckera#t al
konnten 1996 zeigen, dal3 etwa funf bis sechzig aktiv&adfadle das Membranpo-
tential frisch isolierter Endothelzellen entscheidend bestimmen. Es wurde vermutet,
daR die k-Kanale der Endothelzellen entweder (iber dié*Qatriggerte Freiset-

zung vasoaktiver Substanzen (NO, Prostaglandine) oder durch direkte elektrische
Kopplung (Beny und Pacicca 1994) an glatte Muskelzellen den Gefal3tonus beein-
flussen kdnnen (Xie & Bevan 1998, Flyahal1999).
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e Der Blutflu3 in fast allen Organen ist an die Anforderungen des Stoffwechsels ge-
koppelt. Geregelt wird dies nicht zuletzt durch die lokale Freisetzung gefal3erwei-
ternden Substanzen aus dem die Blutgefd3e umgebenden Gewebe. Neben zahlrei-
chen anderen Mediatoren wie Adenosin und dem pH-Wert, wurde auch die Kalium-
konzentration als einer dieser moglichen Regulatoren vorgeschlagen. So fuhrt ein
Anstieg der extrazellularen Kaliumkonzentration im Bereich von 1 mM bis 15 mM
zur Erweiterung kleiner GefalR3e in Herz und Gehirn (Ketoal 1996, McCarron
und Halpern 1990). Kwird als eine Folge von verstarkter Herztatigkeit aus Myozy-
ten freigesetzt und konnte als ein Faktor zur verstarkten koronaren Durchblutung bei

steigender Herzarbeit beitragen.

* Die beschriebene Erweiterung der GefaRe durch die erhdhkeizentration er-
folgt durch mindestens zwei Mechanismen: Zum einen wird die Aktivitat der
Na'/K*-Pumpe im Bereich einer extrazellularen Kaliumkonzentratiofv)(K/on
1 mM bis 5 mM stimuliert (Bracet al 1974, Mitaniet al. 1992). Zum anderen
werden einwarts-gleichrichtende Kaliumkanéle im Bereich von 5 mM bis 10 mM
K*o aktiviert (McCarron und Halpern 1990). Eine Erhéhung vdg iknerhalb die-
ser Spannweite hyperpolarisiert glatte Gefaldmuskelzellen von Arteriolen. Diese
Hyperpolarisation wird durch B&in einer Konzentration wieder aufgehoben, die
dazu geeignet ist, KKanéle zu blockieren (Edwarag al. 1988). Weder die Ent-
fernung des Endothels noch Hemmstoffe anderer Kaliumkanéle oder Mediatoranta-
gonisten konnten den beobachteten Effekt aufheben @radt1994).
Ein hypothetischer Mechanismus fiir die Wirkung einés-Erhohung wurde von Nel-
son und Quayle vorgeschlagen (Abb. 5): Nimmg Kon 5 mM auf 15 mM zu, so ver-
andert sich das Kaliumgleichgewichtspotentiglen etwa -85 mV auf etwa -56 mV.
Das Membranpotential der glatten Gefal3muskelzellen ist mit -40 mV bis -50 mV posi-
tiver als K. Die oben beschriebene Aktivierung deriKanale kénnte nun dazu fuhren,
dald sich das Membranpotential in RichtunrgvErschiebt.
Letztendlich ist der typische n-formige Verlauf der Strom-/Spannungskurve yon K
Kanalen dafurr verantwortlich, daR ein Anstieg von iinerhalb eines bestimmten Po-
tentialbereichs zu einer Erhdhung des Kaliumausstroms flihren kann.
Der dabei auftretende Stromflul3 von ~1 pA soll in der Lage sein, dal? Membranpotential
der glatten GefaRmuskelzellen entscheidend zu beeinflussen (Nelson und Quayle 1995).
Der geringe Auswartsstrom ist gleichwohl zu klein, um an isolierten glatten Muskelzel-

len quantitativ sicher gemessen zu werden.
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Abbildung 5 Méglicher Mechanismus der K-induzierten Vasodilatation

Eine Erhdhung der extrazellularen Kaliumionenkonzentration von 5 mM auf 15 mM fihrt zu
einer Verschiebung des'{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 de&-Kusstroms aus der Zelle fiihren (groRRer offener Pfeil).
Kaliumionenausstrom bedeutet Hyperpolarisation und somit Relaxierung der glatten Mus-
kelzelle (nach Nelson und Quayle 1995). Der Auswartsstrom aus dem Kanal ist zur besseren
Verdeutlichung stark tiberhoht eingezeichnet.
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1.4 Fragestellung

Die bisher durchgefiihrten und oben beschriebenen Untersuchungen uber einwarts-
gleichrichtenden Kaliumkanalen haben starke Hinweise dafur erbracht, jd€&n&le

an der Regulation des Blutflusses in zahlreichen Organen und unter anderem auch dem
des Herzens beteiligt sind.

Gleichwohl beruhen alle bisher geaul3erten Hypothesen auf Beobachtungen, die an ein-
zelnen isolierten Zellen, praparierten Gefal3ringen oder an unter Druck gesetzten Gefal3-
abschnitten gemacht wurden. Das Zusammenspiel von einwarts-gleichrichtenden Kali-
umkanélen mit anderen lonenkanalen oder den zahlreichen in Blutgefal3en vorhanden
Mediatorsubstanzen wurde, wenn Uberhaupt, nur in Einzelféallen untersucht.

In der vorliegenden Arbeit sollte nun am Modell des isolierten perfundierten Herzens
versucht werden, die zahlreichen Erkenntnisse Uber die Bedeutung,-lem#le an

der Regulation des koronaren BlutfluR zu tberprifen. Der Vorteil dieses Vorhabens
liegt in der automatischen Bericksichtigung vieler interagierender Regulations-
mechanismen, ohne die einzelnen Vorgédnge auf zellularer Ebene durch eine intensive
Praparation zu (zer-)storen.

Selbstverstandlich fuhrt ein derart kompliziertes Modell wie das isolierte Herz zahlrei-
che nicht lineare Zusammenhange 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 uberprifen und neue Erkenntnisse zu gewinnen. Insbesondere sollten

folgende Fragen beantwortet werden:

e Konnen einwarts-gleichrichtenden Kaliumkanalen als Regulatoren des Blutflusses

am isolierten Herzen nachgewiesen werden?

* Wie grol3 ist das relative Gewicht der-Kanale und der (recht gut erforschten)
Katp-Kanéle an der Regulation des Gefal3tonus?

e LaRt sich zwischen jkKanalen der Endothelzellen und,-Kanélen der glatten

Muskelzellen differenzieren?

e Wie groR ist der Beitrag der NO-Synthese zyfKénal vermittelten Anderung des

koronaren Blutflusses?

¢ Lassen sich Hinweise auf mediator-vermittelte Einflisse yeKahalen 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 Tatigkeit
eines aus dem Korper vollstandig isolierten Saugetierherzens ohne Einschrankungen zu
untersuchen. Das Prinzip der Methode besteht darin, eine sauerstoffangereicherte Flus-
sigkeit entgegen der urspriinglichen FluRR3richtung durch den Anfangsteil der Aorta herz-
warts zu dricken. Die Aortenklappen werden dabei infolge des rickwarts gerichteten
Perfusionsflusses geschlossen, und die Flussigkeit wird in die Kranzarterien geleitet

Perfusat

linkes

rechtes Koronarostium

Koronarostium 3

geschlossene
Aortenklappe

Abbildung 6 Ventrale Ansicht des Gefal3systems des Herzen

Darstellung der retrograden Perfusionstechnik. Die Aortenklappen sind geschlossen. Die
Perfusionsflissigkeit verlaldt das Herz Uber den rechten Vorhof (nicht dargestellt) und lauft

an der Herzspitze ab.
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Dieser Vorgang entspricht in etwa der Durchblutung des Herzens im Korper wéhrend
der Diastole.

Nachdem das Perfusat das Herzkranzgefal3system durchlaufen hat, flie3t es Uber den
Sinus coronarius und den eroffneten rechten Vorhof ab. Die Herzkammern bleiben bei
diesem Verfahren tiberwiegend leer.

An diesem Herzpraparat kobnnen mechanische Parameter des Herzmuskels (Kontrakti-
onskraft, Ventrikeldruck, -durchmesser und Volumen), der Flul3 durch die Kranzgefa-
e, der Herzrhythmus sowie bioelektrische Grél3en (z.B. EKG) Uber lange Zeit gemes-
sen werden.

Zur Untersuchung des koronaren Widerstandes bieten sich sowohl die fluRkonstante
wie auch die druckkonstante Perfusion an. In beiden Fallen lal3t sich der GefalRwider-
stand durch eine konstant gehaltene Grof3e und eine gemessene variable Grél3e ermit-
teln. In Anlehnung an das Ohmsche Gesetz lal3t sich der Stromungswiderstand R aus
den Mel3grofRen ,Druckdifferedyp” und ,Flu3 ®* errechnen:

R:A_p
()]

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

chung beschrieben:

R = 14d7EIE8

r T

Die Lange des Rohrensystems | und die Viskositat der Flissigkestrden bei der Per-
fusion des isolierten Herzens konstant gehalten, lediglich der Gefal3radius ist zu bertck-

sichtigen. Unter Weglassen aller Konstanten ergibt sich dann:

1
R~ —
(Gefaliradig)
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Fur physiologische Fragestellungen ist das Verhalten der glatten GefalRmuskelzellen in
den Koronararterien und Arteriolen von Interesse. Anderungen des Tonus dieser Zellen
kommen in einer Anderung des GefaRradius zu Geltung. Eine direkte Messung dieses
Radius am intakten Herzen ist jedoch nur an grof3en, oberflachlich gelegenen Arterien
moglich. Besonders der Kontraktionszustand der fiir die Regulation des koronaren Blut-
flusses entscheidenden terminalen Arteriolen laf3t sich jedoch nur Gber den Gesamtwi-
derstand ermitteln:

_ Druck 1
FluR (GefaRradis)*

Aus diesem Zusammenhang zwischen Druck und Flul3 ergeben sich prinzipiell zwei
Moglichkeiten der Versuchsdurchfihrung, namlich die druckkonstante oder die fluf3-
konstante Perfusion: Eine Perfusion mit konstantem Druck entsprache weitestgehend
den physiologischen Bedingungém vivo, da es Ziel der Kreislaufregulation ist, den
Blutdruck im Korper konstant zu halten.

Fur die durchgefuhrten Versuche wurden die Herzen dagegen fluRkonstant perfundiert.
Nur mit dieser Methode ist es moglich, bei einer Anderung des koronaren Widerstandes
durch vasoaktive Substanzen dig-\&rsorgung im Gewebe konstant zu halten und so
eine Interpretation der Ergebnisse uberhaupt zu ermdglichen. Ein weiterer Vorteil be-
steht darin, daR kleine Anderungen des Perfusionsdruckes exakter zu messen sind als
kleine FluRanderungen. Mif3t man also den Perfusionsdruck bei konstantem Flul3, so
zeigen Veranderungen des Perfusionsdruckes eine Dilatation oder Konstriktion der Ge-

falke an:

1
P~ - —
(Gefal3radis)

AuRere Faktoren wie die Temperatur, pH-Wert, transmuraler Ventrikeldruck oder der
Sauerstoffbedarf des Herzens missen dabei mdglichst konstant gehalten werden.

Wie eingangs beschrieben, erfolgt die Feinregulation des GefalRwiderstandes durch glat-
te Muskelzellen vor allem im Bereich der terminalen Arteriolen. Die Messung der Dila-
tation oder Konstriktion der Herzkranzgefal3e 1a3t somit direkte Rickschlisse auf den

Kontraktionszustand der glatten Muskelzellen in der terminalen Strombahn zu.
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2.1.2 Sauerstoffversorgung

Bei der Verwendung waliriger Salzlosungen fuhrt die Perfusionslésung pro Volumen
nur ein Zehntel der Sauerstoffmenge, die arterielles Blut mit demselben Volumen fihrt.
Dies hat zu der Vermutung gefuhrt, dal3 in isolierten, salin perfundierten Herzen die
Sauerstoffversorgung standig mangelhaft ist (Paradisg 1984). Obwohl fir Herzen

von Meerschweinchen und Ratten dieser Einwand aufgrund der geringen Organgréf3e
als nicht zutreffend angesehen wird (Opie 1984, Netlgl. 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 kinstlichen Vasokonstriktion
einhergehen, die geringere Sauerstoffkapazitat einer walirigen Perfusionslésung zu be-
denken. Bei der technischen Ausfihrung des Versuchsaufbaues war deshalb auf einen
grofRtmaoglichen Schutz vor Sauerstoffverlusten im Perfusionsapparat zu achten.

Bei der fur die hier beschriebenen Experimente verwendeten Anlage wurde der Schutz
vor Sauerstoffverlusten wahrend des Ldsungstransportes durch die Verwendung von
Glasrohren und durch die direkte Messung der Sauerstoffpartialdriicke an der laufenden
Apparatur sichergestellt.
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2.2 Apparativer Aufbau zur fluRkonstanten Perfusion

Der konstante Flul3 der Perfusionslésung wurde mit einer Mehrkanal-Schlauchpumpe
(Minipuls 3, Abimed, Langenfeld) gewahrleistet Alle Losungen wurden in Glasflaschen
(Durarf®, Schott, Mainz) gefilllt und in einem Wasserbad auf 37 °C erwarmt. Zeitgleich
wurden die Lésungen entweder mit Carbogen (95%05% CQ) oder mit einem Gas-
gemisch aus 95%IN5% CQ fur mindestens 15 Minuten aquilibriert.

Die erwarmte Losung wurde dann uber Glasréhren zu einem 4-Wege-Hahn gefihrt. Die
Umschaltmdglichkeit vor der Pumpe stellte eine gleichmal3igen herzwartigen Fluf3, un-
abhangig vom momentanen Zustand des Pumpschlauchmaterials, sicher. Bei der Um-
schaltung zwischen den beiden Pumpkanalen kam es nicht zu mel3baren Druckanderun-
gen in der Aortenkantile.

An die Schlauchpumpe schlof3 sich tber ein T-Stick ein kurzer Kunststoffschlauch als
Windkessel an. Auf diese Weise konnte ein Perfusatflu ohne peristaltische Schwan-

kungen erreicht werden.

4-Wege-Hahn Warmetauscher

Gasgzufuhr

I
o

+
4 1 »
T C Organbad

Wasserbad Schlauchpumpe

Abbildung 7 Versuchsaufbau zur retrograden, flukonstanten Perfusion

Erwarmtes und begastes Perfusat wird Uber den 4-Wege-Hahn von einer Schlauchpumpe
zum Herzen gepumpt. Ein kleiner Windkessel sorgt fur pulsationsfreien FluR. Ein zusatzli-

cher Warmetauscher gewahrleistet 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 Anschluf3 der Aortenkanile.
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Bevor die Perfusionslésung die Koronarien erreichte, wurde sie erneut auf 37 °C er-
warmt. Der Ausflul des Warmetauschers war Uber ein Winkelstick mit der
Aortenkanile verbunden (Bildtafel 6).

Wahrend des Durchflusses durch die Perfusionsapparatur konnte keine unerwinschte
Aufnahme oder Abgabe von Sauerstoff in die &quilibrierten Losungen gemessen werden
(Messung mit Sauerstoffelektrode, Chemical Microsensor 1201, Diamond General, Ann
Arbor, USA):

Lésung begast mit: pO ,in der Vorratsflasche pO , am Ausflul3 Aortenkaniile
95% N, 5% CO> 0% <1% (<7,5 mmHg)
95% O3, 5% CO 95% (722 mmHg) 94,9% (721 mmHg)

Wahrend des Versuches war das Herz standig in einem glasernen Organbad unterge-
taucht und schwamm in dem aus dem rechten Vorhof flieRenden Effluat (Bildtafel 7).
Diese MalRnahme sicherte eine konstante Temperatur des Herzens. Als weiterer Effekt
wurde bei dem untergetauchten Herzen der Gewebedruck erhdht und so ein transkapil-
larer Flussigkeitsaustritt mit Odembildung verhindert (D6hring und Dehnert, 1985).
Noch im umgebenden Effluat vorhandene Pharmakareste hatten keinen Einflu auf die
Koronargefalie.

Der koronare Perfusionsdruck in der Aorta wurde mit einem Drucksensor (NT144, Data
Instruments, Friedberg) tber ein T-Stick etwa 3 mm vor den Koronarostien kontinuier-
lich gemessen. Die Verbindung zum Drucksensor wurde tber einen 10 cm langen, star-
ren Kunststoffschlauch hergestellt (Bildtafel 6). Die entstehende Luftbriicke diente dem
Schutz des Mel3kopfes. Die Drucksignale wurden von einem digitalen Kassettenrecor-
der (BioLogic, Echirolles, Frankreich) mit 12 Bit Aufldosung und einer Abtastrate von
44 kHz aufgenommen. Gleichzeitig wurde der Verlauf der Druckkurve auf einem Pa-
pierschreiber aufgezeichnet

Fur 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 Flussigkeit verbunden. Die
andere Elektrode wurde am oberen Herzrand, medial des rechten Herzohres, plaziert
(Bildtafel 8).
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2.3 Perfusionslésungen und Pharmaka

2.3.1 Zusammensetzung der Perfusionslésungen

Zu Beginn jedes Versuchstages wurden 5 Liter Perfusionslosung hergestellt. Alle Teil-
l6sungen dieses Tages wurden aus diesem Vorrat entnommen und enthielten somit

identische lonenkonzentrationen:

Substanz Stillgestelltes Herz Schlagendes Herz
NaCl 105 mM /| 115 mM /|
KCI 15mM /I 5mM/I
CacCl 1mM/I 1mM/I
MgCl, 0,8 mM /I 0,8 mM /I
NaHPO4 1mM/I 1 mM/I
NaHCOs3 24 mM /| 24 mM /|
Glucose 10 mM /| 10mM /I
Na-Pyruvat 5mM/I 5mM/I

Um eine eventuelle Verunreinigung der verwendeten Salze mit Spuren von Bariumver-
bindungen auszuschlie3en, wurde eine Probe der Perfusionslosung im Labor fir Was-
serhygiene der Universitat Marburg untersucht. Mittels ,Atomabsorptionsspektroskopie
mit Graphitrohr* (AAS 4100, HGA 700, Perkin Elmer, Norwalk, USA) konnten keine
Bariumionen in der Perfusionslosung nachgewiesen werden. Die Nachweisgrenze des
verwendeten Verfahrens liegt bei 0,0025 mg Bao 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
BaCb-Stammldsung entnommen.
Alle tbrigen eingesetzten Pharmaka wurden ebenfalls aus Stammlésungen der Perfusi-

onslésung zugesetzt. In einigen Fallen war es notwendig, die Substanzen in Dimethyl-
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sulfoxid (DMSO, Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen) zu ldsen. Die Konzentration von
DMSO in der dann tatsachlich eingesetzten Perfusionsldsung war stets < 0,05%.

DMSO in diesen Konzentrationen zeigte keinen Effekt auf den koronaren Perfusions-
druck oder andere Verhaltensweisen des isolierten Herzens.

Die Stammldsungen wurden lichtgeschutzt bei +4°C ed6fC (Peptide) gelagert.

Der pH-Wert aller verwendeten und mit einem 5%,®@tigen Gasgemisch begasten
Losungen betrug 7,4. Der pH-Wert wurde vor jeder Applikation kontrolliert.

Zur Begasung der Perfusionslésungen wurde Carbogen (956%% CQ) oder ein
Gasgemisch aus 95% No% CQ verwendet (Messer Griesheim, Frankfurt).

Substanz Stammldsung Hersteller
NaCl, KCI Riedel-de Haen, Seelze
CaCl,, NaHPOy,, . . .
Sigma-Aldrich Chemie,
NaHCOs3, Glucose, .
Steinheim
Na-Pyruvat
MgCl; Merck AG, Darmstadt
Angiotensin I 1 mM (DMSO)
Glibenclamid
10 mM (DMSO)
Indomethacin Sigma-Aldrich Chemie,
Nifedipine 1 mM (DMSO) Steinheim
N®-Nitro-L-Arginin 10 mM (H20)
17-Octodecynoic Acid 10 mM (DMSO)
Levcromakalim 10 mM (DMSO) | Smith Kline, Betchworth, UK
humanes Endothelin-1, (H,0) Research Biochemicals
BQ-123 ? International, Natick, USA
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2.4 Tierhaltung und Praparation

Fiar 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 nattrlichem
Lichteinfall gehalten. Die Tiere erhielten bis zum Versuchstag als Futter Alffomin
1320 und Wasser.

Auf eine Heparininjektion wurde wegen der verlangerten Gerinnungszeit bei Meer-
schweinchen (Prothrombinzeit 29 s; Hwang und Wosilait, 1970) und der durch die In-
jektion bedingten zusatzlichen Strel3belastung verzichtet

Unmittelbar vor Versuchsbeginn wurde ein Meerschweinchen direkt aus dem Stall in
eine durchsichtige Kunststoffbox mit dicht schlieRendem Deckel umgesetzt. Im Labor
wurden unter einem Abzug 10 ml Ather (zu Narkosezwecken, Hoechst AG, Frankfurt)
auf einem Wattebausch in die Box gegeben. Sofort nach Erléschen des Lidschlu3refle-
xes und deutlicher Abnahme des Muskeltonus (Narkosestadium Il nach Guedel) wurde
das betaubte Tier entnommen und mit Hilfe einer Guillotine dekapitiert.

Die Vorder- und Hinterbeine des auf dem Ricken liegenden Meerschweinchens wurden
mit Nadeln auf einer Hartgummiplatte befestigt (Bildtafel 3). Mit Pinzette und Schere
wurde das Fell Gber dem Brustbein abprapariert, anschlieend der Schwertfortsatz des
Brustbeins gefal3t 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 eroffnet (Bildtafel 4). Am freiliegenden Herzen konnte dann der aufsteigende Tell
der Aorta aufgesucht und der Aortenbogen mdglichst weit nach distal verfolgt werden.
Die Aorta wurde mit einer feinen, gebogenen Pinzette gefal3t und distal abgetrennt. An-
schlieend konnten die Lungengefal3e ebenfalls sicher durchtrennt werden. Ohne die
Pinzette zu 6ffnen, wurde das Herz an der Aorta in die bereits mit sauerstoffhaltiger
Perfusionslésung gefilite Praparationsschale tberfuhrt. Die Préparationsschale diente
dazu, unter optimalen Sichtverhaltnissen eine schnelle Anbindung des Aortenstumpfes
an die T-formige Aortenkanile (Abb. 8) zu gewahrleisten. Die Temperatur der Losung
in der Praparationsschale betrug 21°C.

Die Aortenkanile war mit einem Ende an einem Dorn an der Innenseite der Préapara-
tionsschale befestigt. Uber einen seitlichen AnschluR wurde oxigenierte Perfusionslo-
sung mit einer Rate von 5 ml iirgepumpt. Der Aortenstumpf wurde (iber das dritte
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Ende gezogen und mit zwei vorgelegten Baumwollfaden festgebunden (Bildtafel 5).
Unmittelbar danach konnte man das Ausspilen des Blutes aus den Koronargefal3en
durch die Perfusionslosung erkennen. Bei der Verwendung eines Perfusates mit erhoh-
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 Koronargefal3e in der Praparationsschale betrug in der Regel weniger als

eine Minute.

Abbildung 8 Aortenkaniile zur retrograden Perfusion der Koronararterien

Wahrend der Versuche erfolgte der Zuflu? der Perfusionslésung von oben. Am seitlichen An-
schiul war wahrend des Anbindens in der Prdparationsschale das Perfusionssystem ange-
schlossen. Wéahrend der Versuche erfolgte tber diesen Anschluf’ die Druckmessung. Der Aor-
tenstumpf war Uber den unteren Anschluf3 gezogen. Eine endstandige Aufballung ermdglichte
ein Zurlckziehen der Kanule bis zu den Haltefaden und gewahrleistet eine sichere extraven-

trikulare Lage der Aortenkantle unmittelbar vor den Koronarostien.
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Nach etwa 2 Minuten Perfusion in der Praparationsschale wurde das eine Ende der
Aortenkanile vom Dorn an der Innenseite der Schale gelést und an den Ausflul3 des
Warmetauschers angeschlossen. Die Perfusion tber den seitlichen Anschlul3 der Aor-
tenkanile wurde dabei zunachst beibehalten, um zu verhindern, dal3 Luft in das Koro-
narbett eindringt. Unmittelbar nachdem die Aortenkantle sicher mit dem Warmetau-
scher verbunden war, wurde statt dessen der Drucksensor mit dem seitlichen Anschluf3
verbunden.

Durch kleine, direkt in die linke Herzkammer mindende Venen (venae cardiacae mini-
mae) kann es wahrend der Perfusion zu einer Volumenbelastung des linken Ventrikels
kommen. Um dies zu verhindern, wurde eine etwa 8 mm lange Stahlkantle nahe der
Herzspitze in den linken Ventrikel gesteckt (Bildtafel 6). AnschlieRend wurde das Herz
im Organbad versenkt (Bildtafel 7).
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2.5 Wahl des Perfusionsdruckes

Entscheidend fur die durchgefihrten Experimente war die richtige Wahl von Perfu-
sionsrate und Perfusionsdruck.

Dabei sind folgende Eigenheiten von Versuchstier und Methode beriicksichtigt worden:

* Der Druck in den Koronargefalien von WarmblUterrsitu entspricht weitgehend
dem diastolischen Aortendruck. Dieser liegt im Bereich von 70 bis 90 mmHg (D6-
ring und Dehnert 1985). Voraussetzung fur diese Druckwerte ist allerdings eine Per-
fusion mit einer Flissigkeit, die in allen Stromungseigenschaften mit Blut identisch
Ist.

* Der Stromungswiderstand bei Perfusion mit salinen Losungen betragt nur etwa die
Halfte des Plasmawertes. Die relative Viskositat von Plasma betragt 2.01 (bei 18 °C,
Wissenschattliche Tabellen Geigy 1979), die von Wasser hingegen nur 1.0. FUr
gleiche Druckwerte ware also der Flul3 bei Verwendung einer salinen Losung dop-
pelt so hoch. Dies ist von besonderer Bedeutung, berlcksichtigt man die scherkraft-

induzierte Ausschuttung von NO aus Endothelzellen.

* Ein andauernd hohes Niveau des Perfusionsdruckes wahrend den Versuchen fordert
das Gewebsddem. Aufgrund des fehlenden kolloidosmotischen Druckes tritt dieses
Odem ohnehin in geringem Umfang auf.

* Eine unphysiologische Dauerbelastung der Aortenklappe mit Druckwerten von
mehr als 70 mmHg kann zum Durchschlagen der Klappe fiihren (Déring und Deh-
nert 1985).

* Im Gegensatz zum Druck in den Koronargefal3en ist der Koronarflul3 stark abhan-
gig vom Herzgewicht, dem Tierstamm, dem Alter des Versuchstieres und dem Kor-
pergewicht. In der Literatur findet sich fur Meerschweinchen die Angabe eines Ko-
ronarflusses von 5.4 ml ming” bei einem Herzgewicht von 1.3 g und einem Tier-
gewicht von 310 g (Doring und Dehnert 1985); keine Angaben zum Tierstamm oder
Alter.

Aus diesen Grinden wurden fur die durchgefiuihrten Versuche ein Ausgangsdruckbe-
reich von 55-65 mmHg gewahlt. Als Perfusionsrate wurde derjenige Flul3 eingestellt,

der gerade zu einem stabilen Druckniveau in diesem Bereich flhrte.
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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. Anschlie3end erfolgte ein Reak-
tionstest auf einen hypoxischen Stimulus. Die Perfusion mit einer Losung, welche mit
95% N, und 5% CQ begast worden war, fuhrte zu einer deutlichen Vasodilatation.
Herzen, deren Perfusionsdruck in dieser Phase nicht unter 30 mmHg abfiel, wurden
nicht fur Messungen verwendet Die Zeitspanne der Hypoxie sollte nicht mehr als

3 Minuten am stillgestellten Herzen betragen, um Schaden zu vermeiden (einzelne Her-
zen tolerierten jedoch auch langere hypoxische Phasen, ohne dald Verdnderungen des

Grundlinienverlaufs danach zu beobachten waren).

Hypoxie
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Abbildung 9 Typischer Druckverlauf zu Versuchsbeginn

Start der Druckaufzeichnung bereits wahrend Préparation. FluRkonstante Perfusion mit
5 ml min*. Nach AnschluR des Drucksensors Einstechen der Kaniile in den linken Ventrikel
(groBRer Pfeil). Nach Erreichen eines stetigen Druckniveaus Reaktionstest auf hypoxischen
Stimulus. Regeln der Perfusionsrate auf stabilen Perfusionsdruck fur Versuchsdurchfiihrung
(kleine Pfeile).

Bei anschlieBender Perfusion mit normoxischer Perfusionslésung (25%%0CQ)

stieg der Perfusionsdruck wieder auf den Ausgangsdruck. Durch Herabsetzen der Perfu-
sionsrate wurde die niedrigste Flul3rate eingestellt, die ein stabiles Druckniveau von
mindestens 55 mmHg und hdchstens 65 mmHg ergab. Die benoétigten Perfusionsraten
waren abhangig vom Gewicht der Herzen und davon, ob es sich um ein Experiment mit

schlagendem oder stillgestellten Herzen handelte.
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Versuche an einem Herzen konnten bis zu acht Stunden lang gefuhrt werden. Die
durchschnittliche Versuchsdauer betrug 4% Stunden. Alle MeRRwerte fur eine quantitati-
ve Auswertung wurden in den ersten drei Stunden des Versuchs erhoben.

Nach dem Ende des Versuchs wurden das Kdrpergewicht des Meerschweinchens sowie

das Herzgewicht gemessen:

Stillgestellte Herzen
Mittelwert + SEM

Schlagende Herzen
Mittelwert + SEM

Versuchsbeginn

Korpergewicht 240g 5.6 2739+9.4
Herzgewicht 1.37g £0.03 1.64g+0.10
FluBrate zu 4.3 ml min*+0.13 8.3 mlmin " +0.41

n
(Anzahl der
Versuchstiere)

84

17
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Abbildung 10 Zusammenhang zwischen Herzgewicht, Kérpergewicl{Dreiecke
oben) und Perfusionsrate zu Versuchsbeginn (Kreise unten)

Die Variationsbreite der benétigten Perfusionsrate in Abhangigkeit vom Herzgewicht verdeut-
lichen die Notwendigkeit einer individuellen Flu3einstellung zu Versuchsbeginn.
Im Mittel ergab sich ein Perfusionsflu3 von 3.1 ml pro Gramm Herzgewicht fir Versuche am

stillgestellten Herzen.
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2.7 Statistik

Insgesamt wurden 101 Meerschweinchenherzen untersucht. 84 Herzen waren durch eine
Kaliumkonzentration von 15 mM in der Perfusionslésung stillgestellt, 17 Experimente
wurden an schlagenden Meerschweinchenherzen mit einer extrazellularen Kaliumkon-

zentration von 5 mM durchgefthrt.

2.7.1 Mittelwert und Standardfehler

Die Mel3- und Auswertungsergebnisse sind, wenn nicht anders gekennzeichnet, als Mit-
telwerte (arithmetisches Mitteh) 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:

S

S;:ﬁ

2.7.2 Konzentrations-/Wirkungsbeziehungen

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

dell eine Michaelis-Menten-Gleichung zugrunde gelegt:

AKPDnax beschreibt dabei das in der jeweiligen Versuchsreihe aufgetretene maximale
Druckanderungsniveau. Deri-Wert gibt dann die sogenannte halbmaximale Hemm-
konzentration an — also diejenige Konzentration Bariumionen, die notwendig war, um
einen Anstieg des koronaren Perfusionsdruckes auf die Hélfte des bei diesem Herzen
mit der gréRRten Bd-Konzentration beobachteten Druckanstiegs zu erzielen.

Fur die gemessenen Werte wurde aus der oben angegeben Gleichung eine Naherungs-

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

ungsquadrat zu den tatsachlichen MelRwerten bildete.

2.7.3 Wilcoxon-Test fur Paarvergleiche

In den Fallen, in denen Signifikanzen angeben sind oder Ergebnisse als ,signifikant”
bezeichnet werden, wurde der Wilcoxon-Test fur Paarvergleiche zur Prifung verwendet
Irrtumswabhrscheinlichkeiterm von kleiner oder gleich 0,05 wurden als ,signifikant®
angesehen und in Abbildungen mit einem Steyrgékennzeichnet Irrtumswahrschein-
lichkeiten a von kleiner oder gleich 0,01 wurden als ,hochsignifikant“ angesehen und
in Abbildungen mit zwei Sterner Y gekennzeichnet

Die Berechnungen wurden mit Hilfe des Tabellenkalkulationsprogrammes ,Microsoft
Excel 97“ durchgefuhrt. Die den Testwerten entsprechenden Irrtumswahrscheinlich-
keiten wurden den Wissenschatftlichen Tabellen Geigy 1985 enthommen.

2.7.4 Datenverarbeitung

Die gewonnenen Mel3daten wurden zur weiteren Bearbeitung auf einen Personalcompu-
ter Ubertragen. 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 Ubertragen.

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 fir eine Anwesenheit einwarts-
gleichrichtender Kaliumkanale im Koronarsystem finden?

In der ersten Serie von Versuchen wurde die Wirkung von Bariumionen an schlagenden
(5mM K im Perfusat) und stillgestellten (15 mM ")K Herzen untersucht.

40 pM Bariumchlorid (BaG) wurden der Perfusionslésung zugesetzt und die Wirkung
auf den koronaren Perfusionsdruck (KPD) beobachtet (Abb. 11).

Sowohl an schlagenden Herzen als auch an stillgestellten Herzen fiihrten wiederholte
Ba**-Gaben zu deutlichen Anstiegen des koronaren Perfusionsdruckes. Die Kontraktio-
nen der glatten GefalBmuskulatur erreichten ihr Maximum innerhalb von 2-3 Minuten
und waren volistandig reversibel. Sie konnten mehrfach wiederholt werden, ohne daf3
sich dabei eine wesentliche Anderung der Amplitude ergeben hatte (Abb. 11). Die Am-
plitude der Gefal3kontraktionen war bei schlagenden und stillgestellten Herzen deutlich
unterschiedlich: Im Mittel ergab sich fir schlagende Herzen ein Druckanstieg von
3.59+ 0.48 mmHg (n=10) und fir stillgestelite Herzen ein Druckanstieg von
12.74+ 0.96 mmHg (n=30) (Abb. 13).

Beim Umschalten von einer Perfusionslésung mit hohem Kaliumgehalt (15 HisiuK

eine Perfusionslosung mit niedrigem Kaliumgehalt (5 mK) Kam es zu typischen
Veréanderungen des koronaren Perfusionsdruckes: Ein initialer Druckanstieg ging in
eine deutliche Vasodilatation Gber (siehe Abb. 12).

Dieses Ubergangsphanomen kann als Ergebnis mehrerer sich tiberlagernder Reaktionen

in den Herzkranzgefal3en gewertet werden:

* Durch die Verminderung der ‘KKonzentration im extrazellularen Medium werden
die GefaRmuskelzellen direkt depolarisiert. Uber den elektrogenen Einstrom von
Calciumionen kommt es zur Vasokonstriktion. Eine unmittelbar einsetzende Hem-
mung der N&K*-ATPase antagonisiert diesen Effekt innerhalb weniger Minuten.
(Bolton 1973, Hendrickx und Casteels 1974, Kuriyanal.1971)

* Die Depolarisation von Endothelzellen in den Gefal3en fuhrt auch dort zu einem
Calciumeinstrom und einer folgenden Aktivierung der endothelialen NO-Synthetase
(Moncadaet al. 1991, Lincoln 1989). Mit kurzer Latenz fordert die ansteigende NO-
Produktion die Vasodilatation (Calvet al1993).
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* Ebenfalls durch die Erniedrigung der extrazellularen Kaliumkonzentration wird dem
Erregungsbildungssystem des Herzens die Mdglichkeit zu erneuter Spontanaktivitat
gegeben. Es kommt zu einem erhdéhten Energieverbrauch in der Herzmuskulatur mit
einem entsprechenden Anstieg von vasodilatatorisch wirksamen Substanzen wie
zum Beispiel Adenosin (Berne 1980), NO und EDHF in den Koronargefal3en.

Schaltet man die Perfusionslésung von niedriger Kaliumkonzentration auf hohere Kali-

umkonzentration um, verhalt sich der Druckverlauf in den Koronargefal3en entspre-

chend entgegengesetzt. Der Herzschlag arretiert, und der koronare Perfusionsdruck
steigt aufgrund der Konstriktion glatter Gefal3muskelzellen auf einen hoheren Wert an.

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

den Herzen bieten sich folgende Erklarungen 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 gefal3erweiternden Komponen-

ten vermindert, wird an einem schlagenden Herz geringer ausfallen.

* Eine geringere extrazellulare Kaliumkonzentration wird zu einer geringeren Aktivie-
rung einwarts-gleichrichtender Kaliumkanale in den GefalRen fihren (Nelson und
Quayle 1995). Eine spezifische Blockade dieser Kanale durch Bariumionen wirde
dann ebenfalls geringere Auswirkungen haben als an einem mit 15 ‘mivili¢fe-
stellten Herzen (vergleiche Abb. 11 und 12).
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Abbildung 11 Vergleich der Wirkung von 40 uM Bariumionen an schlagenden
und stillgestellten Herzen

A wurde am schlagenden Herzen mit 5 mMitd Perfusat durchgefiihrt. Die Perfusionsrate
betrug 8 ml miit. B zeigt die Wirkung von Ba am stillgestelliten Herzen mit 15 mM' kn

Perfusat. Die Perfusionsrate betrug hier 4 mi'min
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Abbildung 12 Gleiche Konzentrationen B&" verursachen am schlagenden und
stillgestellten Herzen unterschiedlich starke Vasokonstriktion.

An mit 15 mM K’ stillgestellten Herzen wurden Konstriktionen der glatten GefaBmuskelzel-
len mit 100 uM B& (20.3+ 1.0 mmHg, n=6) sowie mit 10 nM Angiotensin Ar(g II;

25.8 mmHg, n=2) ausgelst.

AnschlieRend wurde die Perfusion auf eine Losung mit 5 miMrigestellt.

Direkt nach Verringerung der Kaliumkonzentration trat eine transiente Vasokonstriktion auf,
die jedoch rasch in eine Vasodilatation von 20.2.6 mmHg (n=6) Uberging. Innerhalb von
zwei Minuten begann das Herz rhythmisch zu schlagen. Die Vasokonstriktionld@rghvi

Ba® fielen bei einer K-Konzentration von 5 mM signifikant geringer aus (%3

0.56 mmHg, n=6).

Als Erklarung bietet sich zum einen, die vermehrte Ausschittung vasodilatierender Mediato-
ren am schlagenden Herzen, als auch die verminderte Aktivierung;vidarglen bei nied-

rigeren K-Konzentrationen an (siehe oben).
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Abbildung 13 Vergleich der Wirkung von Bariumionen in der Perfusionslésung
an stillgestellten Herzen (links) und schlagenden Herzen (rechts)

Gleiche Konzentrationen BariumiongBa®") fiihren an stillgestellten Herzen zu starkerer
GefalRverengung (12.740.96 mmHg, n=30) als an schlagenden Herzen B.8698 mmHg,
n=10).
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3.2 Fir 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-
faRkontraktionen an schlagenden Herzen ein weiterer Punkt auf:

Die maximal mogliche Versuchsdauer war bei den Experimenten an schlagenden Her-
zen erheblich kirzer als bei den Experimenten an stillgesteliten Herzen. Das Basisni-
veau des koronaren Perfusionsdruckes fiel mit zunehmender Dauer und mehrfacher
Wiederholung der Ba-Gabe deutlich ab. Nachdem das’Bhaltige Perfusat abgestellt
wurde, sank der koronare Perfusionsdruck haufig auf konstant tiefere Werte als vor der
Bariumionengabe.

Im weiteren Verlauf wurden daher zundchst nur Experimente an stillgestellten Herzen
durchgefiihrt. Dieses Vorgehen bot mehrere Vorteile: Neben der bereits oben eingehend
besprochenen Aktivierung deri¥anéle durch erhdhte extrazellulare Kaliumkonzen-
trationen konnte dadurch die Regulation des Gefal3bettes unabhangig von der Herzfunk-
tion untersucht werden. Veranderungen von Chronotropie, Dromotropie und Inotropie
durch die Beeinflussung einwarts-gleichrichtender Kaliumkanale des Myokards sowie
des Reizleitungsapparates wurden so als mogliche Ursachen einer Anderung des Ge-
falBwiderstandes ausgeschaltet

3.3 Konzentrations-/Wirkungsverhaltnis fir Gefal3konstriktionen bei
Blockade von lk-Kanalen durch Bariumionen

Um die Wirkung von mikromolaren BaKonzentrationen auf den koronare GefaRRregu-
lation besser beschreiben zu kénnen, wurde an sechs stillgestellten Herzen das Konzen-
tration-/Wirkungsverhaltnis fir den Bereich von 0.5 pM bis 160 pM Bariumionen im
Perfusat bestimmt.

Die einzelnen B&-Konzentrationen wurden in zwei aufsteigenden (Abb. 14), zwei ab-
steigenden (Abb. 15) und in zwei Reihen zufallg wechselnder Konzentrationen ange-

wendet
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Aus den gemessenen Druckanstiegen konnten nun Konzentrations-/Wirkungs-
beziehungen ermittelt werden (Abb. 16):

Fur die maximale Anderung des koronaren Perfusionsdrusieax] errechnete sich

ein Mittelwert von 36.07+ 4.71 mmHg. Die hierbei erkennbaren Abweichungen der
maximalen Vasokonstriktionen der einzelnen Herzen voneinander hatten fur die GrofRe
des K-Wertes jedoch keinerlei Bedeutung. Unabhéngig vom Wert der maximal durch
Bariumionen auslosbaren Vasokonstriktion bei einem Herz ergab die Berechnung der
halbmaximalen Hemmkonzentration ;YKfur alle Einzelmessungen einen Mittelwert
von 44.05+ 1.02 uM B&".

Wurden die Einzelwerte jeder Bariumkonzentration zuvor zu einem Mittelwert zusam-
mengefal3t und der [KVert berechnet, so ergab sich der halbmaximale Wert bei
43.93+ 1.03 pM B&".

Bei der Auswertung der Versuchsreihen fiel auf, dal’ im unteren Konzentrationsbereich
von 0.5 pM bis 3 pM B4 sowohl die Einzelwerte als auch der Mittelwert der Versuche
samtlich tber dem Kurvenverlauf der errechneten einfachen Michaelis-Menten-
Funktion lagen. Die Mel3punkte in diesem Konzentrationsbereich lie3en durch eine ei-
genstandige Michaelis-Menten-Funktion mit einegert von etwa 1 uM Bariumio-

nen beschreiben (Abb. 1%). Aufgrund der geringen Differenzen zwischen den Druck-
werten fur 1, 2 und 3 pM Bariumionen und der einfachen Michaelis-Menten-Funktion
war es jedoch nicht mdglich, einen statistisch signifikanten Unterschied zwischen die-
sen beiden Funktionen zu sichern. Dies hétte als Ergebnis zweier sich tberlagernder
Phadnomene gewertet werden kdnnen.

Es war auch nicht moglich, durch Anderung des Druckbereichs bei der Perfusion,
Variation der Kaliumkonzentration im Perfusat, Blockade anderer Kaliumkan&le oder
anderer Anderungen der Versuchsbedingungen, einen signifikanten Unterschied dieser
beiden Bereiche in der Konzentrations-Wirkungsbeziehung zu erzielen.

Auffallig war jedoch, dal? nach Blockade zahlreicher endothelialer Mediatoren der va-
sokonstriktive Effekt von 40 pM und 100 pM Baverstarkt wurde, die Wirkung von

4 uM B&" jedoch sogar eher vermindert wurde (vergl. Abschnitt 3.6).
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Abbildung 14 Aufsteigende B&'-Konzentrationsreihe

Die Skalierung ist inA und B verschieden, um die kleineren Druckanderungen im Bereich

von 1 uM bis 5 pM B4 besser zu verdeutlichen.
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Abbildung 15 Absteigende B&'-Konzentrationsreihe

160 pM B&" wurden in diesem Experiment nicht angewandt, um eine friihzeitige hypoxi-
sche Schadigung des Herzens durch die starke Vasokonstriktion zu vermeiden. Auch au

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

ausgeloste Vasokonstriktion am stillgestellten Herzen

A Darstellung der Mittelwertet SEM Uber den gesamten Konzentrationsbereicl. Di
durchgezogenen Linie entspricht der ermittelten Michaelis-Menten-Funktion mitn eine
Ki-Wert von 43.95 uM B4

B VergroRerte Darstellung des unteren Konzentrationsbereiches. Auffallig ist die deutliche
Abweichung der Mittelwerte von 0.5 puM bis 3 pM?Baon der einfachen Michaelis-
Menten-Funktion (durchgezogene Linie). Gestrichelt eingezeichnet ist eine weitere hypothe-

tische Michaelis-Menten-Funktion mit einem\Kert von 1 pM.
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3.4 Welchen Einflul3 haben einwarts-gleichrichtende Kaliumkanale auf
die hypoxische Vasodilatation? Kann man die Blockade vop- K
Kanalen gegen die Blockade vomie-Kanéalen 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 Gefal3en ndher einzugren-
zen.

Ein erster Schritt hierzu war die Beobachtung der gefal3verengenden Wirkung wahrend
gefal3erweiternder Interventionen am stillgestellten Herzen. Eine Mdglichkeit dazu stellt
die Gabe von Bariumionen wéhrend der Perfusion mit sauerstoffarmer Perfusionslosung
dar. Der Mechanismus der durch dieses Vorgehen ausgelosten hypoxischen Vasodilata-
tion ist am perfundierten Herzen gut untersucht (Detual 1990, Beckeratlet al.

1991). Er beruht auf der Aktivierung von ATP-abhangigen Kaliumkanalen mit darauf-
folgender Hyperpolarisation und Relaxierung der glatten Muskelzellen in der Gefal3-
wand. Legt man die in der Einleitung vorgesteliten bisherigen Ansichten tber Vertei-
lung und EinfluR von Krp- und K,-Kanédle im Gefal3system zugrunde, wére bei voll-
standiger Aktivierung der kp-Kanale im Koronarsystem eine deutliche Abnahme des
Einflusses einwarts-gleichrichtender Kaliumkanéle und damit auch der Bariumwirkung
zu erwarten. Weiterhin kbnnten Bariumionen in der eingesetzten Konzentration nicht
die sich 6ffnenden Jgp-Kanale blockieren und dadurch die hypoxische Vasodilatation
aufheben.

Tatséchlich nahm die durch 40 uM “Bausgeldste Vasokonstriktion bei Gabe inner-
halb einer hypoxischen Vasodilatation stark ab (AbbA LindC):

Konnte unter normoxischen Bedingungen ein Druckanstieg voa 9.9 mmHg festge-

stellt werden, so verschwand dieser Druckanstieg fast vollig unter hypoxischen Perfusi-
onsbedingungen: 060.3 mmHg (n=6).

Durch Einsatz der Pharmaka Glibenclamid und Levcromakalim kann ausgeschlossen
werden, dal3 die durch Bariumionen hervorgerufenen Vasokonstriktionen tberwiegend
auf die Blockade von kp-Kanélen zurtickzufihren sind:

2 UM Glibenclamid sind dazu geeignet, gedffnetgpkKanale vollstandig zu blockie-

ren (Quayleet al1995, Beeclet al. 1993a). Diese Konzentration fiihrt unter normoxi-
schen Bedingungen im Gegensatz zu 40 pNf Bher zu keinem wesentlichen Anstieg

des koronaren Perfusionsdruckes.
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Offnet man Krp-Kanale bei normalem Sauerstoffangebot jedoch kiinstlich durch Zu-
gabe von 500 nM desfe-Kanaloffners Levcromakalim @:chet al. 1993b), so 1Rt

sich der entstehende Abfall des koronaren Perfusionsdruckes durch Glibenclamid wie-
der vollstandig aufheben. Entsprechend der Beobachtung unter Hypoxie fiihren 40 uM
Bariumionen bei Anwesenheit von Levcromakalim zu keinem wesentlichen Druckan-
stieg. Hebt man schlieRlich eine durch Levcromakalim erzielte Offnung vep K
Kanalen durch Glibenclamid wieder auf und gibt gleichzeitig Bariumionen zum Perfu-
sat, so lafdt sich der vasokonstriktive Effekt von Bariumionen wieder im gleichen Aus-
maf beobachten wie vor Offnen und Blockieren dge#anale (Abb. 1B).

Die Absolutwerte der durchgefuhrten Versuche sind in folgender Tabelle dargestellt:

2+ Ba2+ + . .
Ba Glibenclamid Glibenclamid
A KPD 10.8 + 1.27 9.9 +2.20 2.2 +0.63
(mmHg)
24 Levcroma + Levcroma +
Ba Levcroma Ba’* Glibenclamid
A KPD 108+1.27 | -403+191 | 07+012 | 015+ 0.67
(mmHg)

Angegeben ist jeweils die DruckanderutdKPD in mmHg) im Verhéltnis zum Ausgangsdruck bei nor-

moxischer Perfusion ohne Pharmaka (MittelwerEM; n = 16).

Die Ergebnisse der oben dargesteliten Versuche lassen die BlockadgrpdfaKalen

durch Bariumionen als Ursache fiir die im Bereich bis 100 uf1 Beobachtete Vaso-
konstriktion als unwahrscheinlich erscheinen. Vielmehr kann vermutet werden, daf}
unter normoxischen Versuchsbedingungen nur eine kleine Anzahl yanKEnalen
aktiviert ist. Unter hypoxischen Versuchsbedingungen ist der EinfluR dieser Kanale
jedoch entscheidend (Daat 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 Karp-Kanalen ausgelost.

A Originalmessung mit Einsatz von 40 uM Bariumionen’{Baach Umschalten auf eine
mit 95% N/ 5% CQ begaste Perfusionslésung. Deutlich wird die kurze Latenz lois zu
Auftreten der hypoxischen Vasodilatation nach Umschalten der Ldsungen éDaalt
1990).

B Vergleichende Gabe von 40 pM Bariumionen in Anwesenheib00nnM Levcromaka-

lim und 2 uM Glibenclamid (Glib).

C Vergleichende Auswertung des koronaren Druckanstieges durch Bariumionen in Anwe-
senheit zweier kp-Kanalmodulatoren (n=16). Der Anstieg des koronaren Perfusionsdruk-
kes (KPD) durch Gabe von 40 uM Ba@t in Anwesenheit des Af-Kanalblockers Gli-
benclamid nicht signifikant verédndert, er verschwindet aber in Anwesenheit ggs K
Kanaloffners Levcromakalim. Unter hypoxischen Bedingungen bleilit ®akungslos
(n=6).
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Legende siehe vorne
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3.5 Gibt es eine direkte intrazellulare Wirkung von Bariumionen an den
Koronargefal3en?

Es ist bereits lange bekannt, dal’3 lonen von Erdalkalimetallen wie Barium und Stron-
tium Calciumionen bei Kontraktions- und Relaxationsvorgangen in glatter Gefal3dmus-
kulatur ersetzen konnen (Ebashi & Endo 1968, Seie&l. 1984, Aloamaka & Ebeigbe
1985). B&" und Sf* kénnen dabei unter bestimmten Bedingungen durch spannungsab-
hangige C&-Kanale in Zellen eindringen (Diagt al. 1995). In der Zelle setzen sie
dann entweder G4 aus intrazellularen Speichern frei (Kregeal. 1986) oder bilden

direkt mit Calmodulin einen aktivierten Komplex (Satethal. 1987). Nahezu alle Un-
tersuchungen zu diesem Vorgang wurden zur Aufklarung enzymatischer Vorgange im
Zellinneren oder zum Studium kontraktiler Proteine durchgefuhrt. Bei der Interpretation
der Ergebnisse der Versuche wurden daher direkte Wirkungen an lonenkanéalen und

insbesondere KkKanalen auf der Ebene der gesamten Zelle kaum bertcksichtigt.

Die fur die hier bearbeitet Fragestellung relevanten, bisher mitgeteilten Erkenntnisse

lassen sich wie folgt zusammenfassen:

e Eine deutliche durch B&Sr**-induzierten Kontraktur &Rt sich nur in nahezu calci-
umfreier Lésung und an durch stark erhohte extrazellulare Kaliumkonzentrationen
(>100 mM) depolarisierten Zellen nachweisen (Haretead. 1984).

* Die Konzentrationen fur die kleinste mel3bare Wirkung unter derartigen Bedingun-
gen liegen zwischen 100 pM Bdiir Messungen an Herzmuskelzellen (Salal.
1981) und 250 pM B fiir Messungen an isolierten GefaRen (Kreal. 1986).

* In Endothelzellen kann unter &hnlichen &uf3eren Bedingungen lber Bildung aktivier-
ter Calmodulin-Komplexe die Produktion von NO stimuliert werden (Yamazaki
et al. 1995, Ohashet al. 1995). Untersuchungen zum Zusammenspiel dieses vasodi-
latatorischen Effektes und der oben beschriebenen gefalverengenden Wirkung wur-

den noch nicht veroffentlicht.

 Die Affinitdt von Barium- und Strontiumionen zu €&indungsstellen ist geringer
als die Affinitdt von Calciumionen selbst. Insgesamt ergibt sich fur die Wirkung an
glatter Muskulatur arterieller GefaRe mit intaktem Endothel die Reihenfoffje>Ca
St = B (Ebeigbe & Aloamaka 1987).

e Da B&" und Sf* durch spannungsabhangige Calciumkandle in die Zelle eindringen,
konkurrieren diese lonen bei geringer Menge vorhanden€rl@aen um die Ka-

nalpassage. Die Verringerung der Offnungswahrscheinlichkeit dieser Kanale durch
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eine kleine Menge eines Calciumkanalblockers [aRt die duréhuBal Sf* direkt
hervorgerufenen Wirkungen fast véllig verschwinden ohne die direkt€- Ca
Wirkung wesentlich zu vermindern (Karakial 1986, Satolet al 1987).
Es bestand nun die zumindest hypothetische Mdoglichkeit, dal3 die eben beschriebene
direkte intrazellulare Wirkung von Bfazum beobachteten Anstieg des koronaren Per-
fusionsdruck beitragt.
Um dies zu uberprifen wurden folgende Versuchsreihen durchgefihrt:
40 pM B&* wurden mit 40 Si¥ und 400 pM St bezuglich ihrer Wirkung auf den ko-
ronaren Perfusionsdruck verglichen. Strontiumionen sind wie oben beschrieben im Aus-
l6sen einer direkten intrazellularen Wirkung im Endothel oder der glatten Gefal3musku-
latur ebenso potent wie Bariumionen. Sie sind jedoch etwa 400fach weniger effektiv im
Blockieren von einwarts-gleichrichtenden Kaliumkanalen (Standen und Stanfield 1978).
Weder 40 uM St noch 400 pM St erhdhten den koronaren Perfusionsdruck signifi-
kant AKPD 0.12+ 0.12 mmHg, n=6 und 0.36 0.36 mmHg, n=6). Lediglich einmal
kam es nach Gabe von 400 pM'Stu einer biphasischen Druckschwankung (Abb. 18).
Bei den spater noch durchgefiuihrten Versuchen mit vorheriger Blockade zahlreicher
endothelialer Mediatoren (siehe 3.6.) konnte bei Applikation von 40 |fMsBgar ein
leichter Druckabfall beobachtet werde®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 aquimolaren 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 uM hervorgerufenen Gefalzkontraktidvi&@?D(
20.0 £ 5.94 mmHg, n=6) unterschieden sich nicht signifikant von den Kontrollen

(AKPD 17.9+ 4.36 mmHg, n=6).

In der Gesamtbeurteilung dieser Versuche lal3t sich eine der oben beschriebenen intra-
zellularen Wirkungen von B4 als Ursache fiir die beobachteten Druckanstiege mit
hoher Wahrscheinlichkeit ausschlieRen. Unter den gegeben Versuchsbedingungen
scheinen Bariumionen nicht in das Innere von Endothel oder Gefalimuskelzellen ein-

dringen zu kdnnen.
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Abbildung 18 Mikromolare Konzentrationen Strontiumionen fihren nicht zu

einem Anstieg des koronaren Perfusionsdruckes.

Das Ausbleiben einer Vasokonstriktion nach Gabe von 40 uM Strontiumiorféh S

sogar 400 uM Sf laRt 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 spannungsabhangiger Cal-
ciumkanéle verringert nicht die vasokonstriktive Wirkung mi-

kromolarer Konzentrationen Ba?*.

Die durch Bariumionen hervorgerufene Vasokonstriktion (4 uN" Bad 100 M B&)

wird in Anwesenheit von 2 nM Nifedipine nicht signifikant reduziert. Wenn die durch Ba-
riumionen hervorgerufenen Kontraktionen auf eine intrazellulare Wirkung zurickzufiihren
waren, hatte der Effekt durch einen Calciumkanalblocker deutlich reduziert werdem misse
(Karaki et al. 1986).
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3.6 Wie ist die Beteiligung endothelialeriyKanale an der Regulation
des koronaren Blutflusses?

Nachdem in den vorangegangenen Versuchen andere Ursachen als Grinde fur die durch
Bariumionen hervorgerufenen Vasokonstriktion ausgeschlossen werden konnten, er-
schien jetzt die Blockade von einwarts-gleichrichtenden Kaliumkanélen als die wahr-
scheinlichste Interpretation.

Im nachsten Schritt sollten nun (im Rahmen der Mdéglichkeiten des Versuchsmodelles)
Hinweise fur die mogliche Lokalisation deri4Kandlen im Gefalisystem gefunden
werden:

Wie bereits eingangs beschrieben verfigen auch Endothelzellen jiHs@m&len. Die-

se Kanale sind wesentlich an der Regulation des Ruhepotentials der Endothelzellen be-
teiligt (Dautet al 1994, Beckeratbt 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-
noidonséaurestoffwechsel und des gefallverengenden Endothelin-1.

Moglicherweise kdnnte die Blockade vop-Kanalen des Endothels zu einer verander-

ten Ausschuttung eines dieser Stoffe fihren und so die Vasokonstriktion auslésen. Ob
die Ki-Kanale in Endothelzellen aber tatséchlich zur Regulation des koronaren Blut-
flusses beitragen, ist noch unklar.

Bereits durch Veranderung der eingestellten Flu3rate wahrend eines Versuches konnten
erste Erkenntnisse Uber den Einflud von NO auf den beobachteten Druckanstieg ge-
wonnen werden: Es ist bekannt, dal3 die Freisetzung von NO aus dem Endothel fluRab-
hangig erfolgt. Hohere FluRraten fuhren wegen vermehrter Scherkrafte der Losung am
Endothel zu einer gesteigerten NO-Ausschuttung (Griffith und Edwards 1990). Gleich-
maRige Erhohungen der FluRrate am perfundierten Herzen fihren daher im oberen
Druckbereich nicht zu linearen Erh6éhungen des koronaren Perfusionsdruckes.

Wirde die Blockade von einwarts-gleichrichtendenKiénalen im Endothel die NO-
Freisetzung vermindern, so miflten mit steigender FluRrate gré3ere Druckanderungen
durch Bariumionen auslosbar sein.

In mehreren Versuchen konnten fur diese Annahme keine Hinweise gefunden werden.
Zwar nahm bei gleichmaRiger Flu3steigerungen der Anstieg des KPD wie erwartet ab
(Abb. 20A). Mit steigender FluRrate sank jedoch auch die Amplitude der durch mikro-

molare Mengen B4 auslésbaren Vasokonstriktion (Abb. B]
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Abbildung 20 Mit steigender Flu3rate sinkt die durch mikromolare Mengen

Bariumionen auslosbare Vasokonstriktion.

A Absenken der FluRrate von 13 ml thiauf O ml mif* in % ml Schritten. Deutlich er-
kennbar wird der lineare Verlauf im Bereich von 75 mmHg bis 45 mmHg (Ful3rat

2 ml min® bis 7 ml min'). Oberhalb dieses Bereiches fiihren gleichmaRige FluRsteigerungen
nicht mehr zu entsprechenden Erhéhungen des koronaren Perfusionsdruckes (n=3).

B: Die durch gleiche Konzentrationen Bariumionen (40 uM) auslésbaren Kontraktionen der
glatten GefaRmuskulatur fallen bei héheren FluRraten geringer aus. Die FluRrate wurde von

9,5 ml mint auf 5,5 ml mirt in 1 ml Schritten gesenkt (Pfeile).

Die beiden dargestellten Messungen wurden an unterschiedlichen Herzen vorgenommen.
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Diese Beobachtungen fiihren zu folgender Hypothese:

Mit steigender Flul3rate steigt die NO-Freisetzung aus dem Endothel. Bariumionen be-
einflussen diesen Vorgang nicht, sondern blockieren Gberwiegeh@héle an glatten
GefalBmuskelzellen. Erhdht sich der koronare Flul3, so kommt es insgesamt zu einem
Uberwiegen des gefaRerweiternden Effektes an den glatten GefalRmuskelzellen und zu
einer Abnahme der Vasokonstriktion bei Blockade der einwarts-gleichrichtenden
K*-Kanale.

Um dies weiter zu uberpriufen, wurde in einer weiteren Serie von Versuchen
N®-Nitro-L-arginine (NNA) der Perfusionslosung zugesetzt. Eine Konzentration von
10 uM dieser Substanz blockiert die endotheliale NO-Synthase und bringt die NO-
Freisetzung zum Erliegen (Islat 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) gegenuber dem Ausgangsdruck an. Der Erfolg der
NO-Blockade wurde durch Gabe von 100 nM Acetylcholin Gberprift (Goodmann und
Gilman 1990, Brayden 1990): Eine dadurch ausgeldste deutliche Vasodilatation auf-

grund von NO-Freisetzung verschwand nach Gabe VoNifio-L-arginine.

Der nach NNA-Gabe erhohte koronare Perfusionsdruck wurde durch schrittweises Sen-
ken der Flu3rate wieder auf Kontrollniveau gebracht. Verglichen wurde die Wirkung
von 4 uM, 40 uM und 100 pM Bhasowie St (n=2, siehe 3.5).

Im Mittel verstarkten sich die Kontraktionen bei 40 uM und 100 puM Bariumionen um
etwa 25% gegeniiber der Kontrolle am gleichen Herzen, die Wirkung von 4fiM Ba

wurde eher abgeschwacht (n=5):

4 uM Ba** 40 uM Ba* 100 pM Ba?*
Verhaltnis
Blocker / 0.94 +£0.18 1.21 + 0.10 1.29 +0.11
Kontrolle

Um den mdglichen Beitrag weiterer bekannter endothelialer Mediatoren zu untersuchen
wurden in sechs weiteren Versuchen zusatzlich noch weitere Hemmstoffe eingesetzt:
Die Produktion von Prostaglandinen durch die Cyclooxygenase wurde mit 10 uM In-
domethacin blockiert (Newby und Henderson 1990, Goodmann imédrd990).

51



Mit 3 uM 17-octadecynoic acid (17-ODYA) wurde die Entstehung von Endothelium-
derived hyperpolarizing factor (EDHF) (Zat al 1994, Popget al 1996) und gleich-
zeitig die Wirkung von Bradykinin gehemmt (Fult@t al. 1995). Weiterhin wurden
wieder 2 uM Glibenclamid zur Blockade vop-Kanalen eingesetzt.

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

anderung der Wirkung einer,#8lockade (Abb. 21, n=7):

4 uM Ba** 40 uM Ba* 100 pM Ba?*
Verhaltnis
Blocker / 0.83+0.18 1.23 + 0.08 1,27 +0,09
Kontrolle

In einem weiteren Experiment wurden in nochmaliger Erweiterung dieser Versuche
zusatzlich 3 uM des Endothelin-1 Rezeptorantagonisten BQ123 @ealg1995) ein-
gesetzt, ohne daR eine Anderung der Reaktion auf Bariumgabe beobachtet werden

konnte.

Es laRt sich schlieBen, dal3 Bariumionen im Konzentrationsbereich von 40 uM bis
100uM hauptséchlich durch Blockade vop-tKanalen in der glatten Gefal3muskulatur
wirken.

Da die Wirkung von 4 uM Bariumionen nach Endothelblockade eher geringer ausfiel,
wére eine Blockierung von KKanélen des Endothels durch dies€ Bfonzentration

zu diskutieren. Moglicherweise fande sich hier ein weiterer Hinweis fur die bereits ein-
gangs geaul3erte Vermutung der Beteiligung zweier Vorgange an der auftretenden Va-

sokonstriktion (vergl. Abschnitt 3.1).
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Abbildung 21 Endotheliale Mediatoren sind nicht an den durch B&" ausgelo-
sten Kontraktionen der glatten GefalRmuskulatur beteiligt.

A und C: Vergleich der Druckanstiege nach Gabe von Bariumionen vor und nach Blockade
endothelialer Mediatoren undi-Kanale.

B: Gabe von 2 puM Glibenclamid, 10 uM Indomethacin, 10 pMN¥Wro-L-arginine und

3 uM 17-ODYA zur Endothelblockade. AnschlieBend Wiedereinstellen des Druckniveaus

durch Senkung des Perfusionsflusses (Pfeile
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Abbildung 22 Die Blockade endothelialer Mediatoren verandert die Reaktion des Gefal3-
systems auf mikromolare Konzentrationen B4 nicht gleichméRig.

Nach der oben beschriebenen Endothelblockade verstarkten sich im Mittel die Kontraktionen bei 40 uM
und 100 uM B& um 25%. Dieser Unterschied ist fiir beide Bariumionenkonzentration signifikant
(p<0.05; n=7).

Die Wirkung von 4 pM B& wurde nicht verstérkt, sondern sogar eher abgeschwécht.

Méglicherweise tragt eine bei dieser’BKonzentration auftretende Blockade vop-ianalen 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
Plausibilitatsniveau Uberprifen. Interpretationsschwierigkeiten ergeben sich vor allem
aus der biologischen Variation der einzelnen Untersuchungsobjekte. Im vorliegenden
Fall einer Untersuchung an isolierten Meerschweinchenherzen wurden daher zahlreiche
Einflisse standardisiert und vereinfacht:

AuRere 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 durchgefihrt. Die Verwendung eines optimierten Versuchsprotokolls
wurde stets dem Einsatz regulierender Pharmaka zur Beseitigung von Storfaktoren vor-
gezogen.

Es konnte gezeigt werden, dal3 die mel3baren Veranderungen des GefaRwiderstandes bei
den gegebenen Versuchsbedingungen direkt abhangig sind vom Membranpotential der
glatten GefaRmuskelzellen in den Koronargefal3en (Khat 1996).

Gleichwohl ist es nicht mdglich, bei der Messung des Widerstandes des Gesamtsystems
direkt zwischen einzelnen Abschnitten der Strombahn zu differenzieren. Es gilt jedoch
als sicher, dal} der GefaRwiderstand in physiologischen Druckgrenzen weit Uberwiegend
von glatten Muskelzellen im Bereich der terminalen Strombahn (,terminale Arteriolen”,

[0 <100 pm) reguliert wird (fmannset al 1981, Kanatsukat al. 1989, Marcust al

1990).

Weiterhin ist wichtig festzuhalten, dal3 insbesondere eine quantitativen Messung von
Modellwerten einer Einschrankungen unterworfen ist: Da sich die einzelnen Untersy-
steme des Regelsystems ,Organperfusion” nicht-linear gegeneinander verhalten, ist
insbesondere bei direkten Grdl3envergleichen 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 MelBmethode werden zwangslaufig alle zum Gesamtwiderstand der Gefa-
Be beitragenden Abschnitte des Koronarsystems erfal3t. Die Beobachtungen unter-
liegen nicht einer ,Mel3barkeitsgrenze® im Sinne eines technisch zu kleinen Gefal3-

durchmessers.

* Die Mikroarchitektur samtlicher beteiligter Zellarten bleibt auf allen Ebenen der
Strombahn intakt. Dies ist fur das Zusammenspiel der von Endothel-, Herzmuskel-
und glatten Muskelzellen von erheblicher Bedeutung (2awatl. 1994). Weder die
Ausbildung eines myogenen Tonus noch die direkte Ubertragung von Mediatorsub-

stanzen von Zelle zu Zelle wird wesentlich beeintrachtigt.

* Elektrophysiologische Methoden, wie dmatch-clampTechnik, haben viel zum
Wissen uber lonenkandle beigetragen. Dennoch versetzt insbesondersiddie
out- oder diewhole-cellKonfiguration die untersuchte Zelle in eine kinstliche Ver-
suchsumgebung. Die tatsachliche Feinregulation einer Kanalfunktion 1&3t sich dann
oftmals nur schwer rekonstruieren. Das isolierte Organ bietet hier die Moglichkeit
der sinnvollen Erganzung der elektrophysiologischen Untersuchungen an Einzelzel-
len und isolierten Gefaldabschnitten. Hypothesen zur physiologischen Bedeutung
von Einzelbeobachtungen kdnnen unter gro3tmdglicher ,Realitatsndhe” tberprift

werden.

4.2 Einwarts-gleichrichtende Kaliumkanale sind an der Regulation des
koronaren Gefal3systems beteiligt

Ein wichtiges Charakteristikum von einwarts-gleichrichtenden Kaliumkanélen ist es,
daR ihre Offnungswahrscheinlichkeit mit steigender extrazellularer Kaliumkonzentra-
tion zunimmt (Knotet al 1996). Daraus folgt, dalR bei einer Erhohung dér K
Konzentration in der Perfusionslosung-Kanéale gedffnet werden mufdten. Tats&chlich
konnte beim Umschalten von einer Losung mit 5 mMakif eine Losung 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 aufhdrten, konnte durch diese Beobachtung nicht ohne weiteres zwischen
einer Abnahme vasoaktiver Metabolite und der vermehrten Aktivierung ven K
Kandalen unterschieden werden. Erst durch Einsatz von 40 uM des eingangs beschriebe-
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nen spezifischen Blockers Bakonnte mit hoher Wahrscheinlichkeit eine Beteiligung
von Ki-Kandalen an diesem Effekt gezeigt werden.

Es ist wichtig festzuhalten, daB auch an schlagenden Herzen mit 5 niivl erfusat

ein Anstieg des koronaren Perfusionsdruckes durch Blockadex&arnélen ausgeldst
werden konnte. In den folgenden Experimenten konnte gezeigt werden, dal3 es sich da-
bei nicht um Kanéle gehandelt hat, die etwa durch eine unphysiologische Hypoxie ge-
offnet worden waren. Die kontrollierten, eher niedrigen Herzfrequenzen legen vielmehr
nahe, dal3 es sich bei den blockiertgaklianalen, um physiologischerweise unter ,Ru-
hebedingungen” gedffnete Kanale gehandelt hat.

Durch die Fortfuhrung der Experimente mit stillgestellten Herzen konnte die Betelli-
gung von k-Kandlen an der Gefal3regulation naher untersucht werden, ohne daf3 eine
gleichzeitige, von auf3en schwer beeinflulbare massive Freisetzung von Mediatorsub-
stanzen aus den Cardiomyozyten die Versuchsauswertung erschwert hatte.

Eine mogliche Wirkung von Bariumionen im Sinne einer direkten Aktivierung eigent-
lich calciumabhangiger Zellvorgange, konnte durch die im Abschnitt 3.5 beschriebenen
vergleichenden Versuche mit Strontiumionen und niedrig dosiertes Nifedipine klar aus-

geschlossen werden.

4.3 Der K-Wert fir den Anstieg des koronaren Perfusionsdruckes durch
Bariumionen liegt héher als der KWert fur die Blockade des ik
Kanals in isolierten Zellen

Die Messung der Konzentrations-/Wirkungsbeziehung fiir den Anstieg des koronaren
Perfusionsdruckes (KPD) durch mikromolare Mengen Bariumionen ergab relativ kon-
stante K-Werte von 42-43 uM Ba Diese Werte liegen hoher, als die fiir die Blockade
von Ki-Kanélen an Einzelzellen und Gefal3abschnitten ermitteltéefte (siehe Ein-
leitung - Bonewet al. 1993, Wibleet al. 1995).

Es ist prinzipiell nicht zu erwarten, dal3 die einzelnen Kennwerte der lonenkanale in
einem derartig komplexen Versuchsmodell wie dem isolierten perfundierten Herzen
genau wiedergefunden werden kdnnen.

Trotzdem stellte sich die Frage, ob eine derartige Verschiebung der Gréf3enordnung
eines K-Wertes ausreichend durch Modellunterschiede erklarbar ist:

Die bisher mitgeteilten Werte aus Messungen an isolierten Zellen beziehen sich auf den
Gesamtzellstrom (Quaylet al. 1996, Flynnet al1999) oder sogar auf den lonenfluf3
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durch einzelne lonenkandle (Robertsiral 1996). Videooptische Messungen an iso-
lierten GefalRabschnitten fanden aus technischen Grinden nur an Gefal3en mit einem
Durchmesser grof3er als 100 um statt (Katcdl 1996).

Fur die Messungen an heterolog exprimiertgnKidnalen gilt die nur eingeschrankte
Ubertragbarkeit der quantitativen Ergebnisse auf ein intaktes Organ oder zwischen so
unterschiedlichen Organen wie Gehirn und Herz (Doeingl. 1998, Toperet al.1999,
Bradleyet al. 1999).

Es ist wahrscheinlich, dal3 durch die Anwesenheit der zahlreichen anderen Regelsyste-
me im intakten Koronarsystem und die grundsétzlich andere Art der Mel3grol3e, die
beobachtete Verschiebung des\Wertes aufgetreten ist.

Gerade im oberen Bereich des Konzentrations-/Wirkungsverhaltnisses ist zu erwarten,
dal’ sich die zunehmend starken gefal3verengenden Wirkungen von Bariumionen mit
den (gegen-)regulatorischen Wirkungen anderer im Modell nicht abgrenzbacbaM
nismen vermischt haben.

Das es sich bei den beobachteten vasokonstriktiven Effekten um die Wirkung an
Ki-Kandlen handelt, wird auch durch Messungen des Gesamtzellstroms an glatten
Muskelzellen isolierter terminaler Arteriolen bestatigt. Die Versuche hierzu wurden von
Dr. Hans-Georg Klieber am Physiologischen Institut Marburg durchgeftihrt (Abb. 23):

Die Gefal3e wurden aus Meerschweinchenherzen isoliert und hatten einen Durchmesser
von nur 20-40 pm. Das umgebende Medium entsprach der am isolierten Herzen ver-
wandten 5 R-Perfusionslésung. Die Messungen ergaben fir die Depolarisation des
Gesamtzellstroms durch Bariumionern-\Werte von 17-20 uM (Wolfel, Klieber und

Daut 1998). Bereits durch diese bessere Anpassung an die am isolierten Herzen vorhan-
denen Aul3enparameter, wurde also bereits ein hoheifeK fur die Blockade von
Ki-Kanalen beobachtet als bei den Einzelzellmessungen. Eine weitere Verschiebung
des K-Wertes bis auf 40 uM ist an isolierten Herzen mit im tbrigen intakter Autoregu-
lation gut vorstellbar.

Die Blockade anderer lonenkanale, die mdoglicherweise auch zu dieser Beobachtung
beigetragen hatte, konnte in den folgenden Experimenten ebenfalls ausgeschlossen wer-

den:
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Abbildung 23 Extrazellulare Bariumionen depolarisieren isolierte terminale Arteriolen
des Koronarsystems.

A: Aufzeichnung des Membranpotentials der glatten Muskelzelle einer terminalen Arteriole (whole-cell,
current-clamp). Die Blockade von,Hanalen in terminalen Arteriolen durch Bdihrt zu reversiblen,
konzentrationsabhangigen Depolarisationen der glatten Muskelzelle. Durch die Aktivierung spannungs-
abhangiger Calciumkanale kommt es dann zur VasokonstriBiokdonzentrations-/Wirkungskurve der
Barium-abhangigen Depolarisation beschrieben durch eine Michaelis-Menten-Funktion ;& M,

Vmax 18 mV). (Messungen von Dr. Hans-Georg Klieber, Marburg)
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4.4 Karp-Kanale haben keinen bedeutenden Einfluld auf beobachtete Va-
sokonstriktion durch Barium

Fur eine Blockade durch mikromolare Mengen Bariumionen kommen aufer K
Kanalen nur noch ATP-abhangige Kaliumkanéle in Frage (siehe Einleitung). Glickli-
cherweise ist die Wirkung dieser Kandle gut untersucht (Bt 1990). Wichtige
Erkenntnisse zur Beteiligung vonaie-Kanalen wurden sogar am gleichen Versuchs-
modell gewonnen (Beckera#t al. 1991). Die mit Hilfe des spezifischen Blockers Gli-
benclamid und des A¢p-Kanaloffners Levcromakalim gemachten Beobachtungen legen
jedoch nahe, dal3 der Beitrag vopriKanalen an der Regulation des koronaren Blut-
flusses unter normoxischen Bedingungen gering ist. Dies ist besonders deshalb interes-
sant, da andere Untersuchungen widerspruchliche Ergebnisse zur Beteiligungaon K
Kandlen ergeben haben (Samagtaal 1992, Dunkeret al 1993, Klieber und Daut
1994, Knotet al 1996). Eine mdgliche Erklarung fur die in anderen Arbeiten beobach-
tete Wirkung von Glibenclamid kdnnte die Aktivierung degrgkKandale durch die Préa-
paration oder eine dennoch vorhandene geringfiigige Hypoxie sein.

Mit den im Abschnitt 3.4 beschriebenen Versuchen konnte zumindest fir das Modell
des isolierten perfundierten Herzens klar zwischen dem Einflud einwarts-

gleichrichtender und ATP-abhéngiger Kaliumkanéle unterschieden werden.

4.5 Der beobachtete Einflu auf die Gefal3regulation wird hauptsachlich
durch Ki-Kanale der glatten Muskelzellen vermittelt

Es ist schon fruher vermutet worden, dal® die durch Blockade wdfailen auftre-
tenden Gefallkonstriktionen ohne Beteiligung des Endothels auftreten (McCarron und
Halpern 1990, Knoget al. 1996, Xie und Bevan 1998). Dem gegeniiber konnte gezeigt
werden, dal3 kKanale in Endothelzellen vorkommen und dort auch wesentlichen Ein-
fluld auf das Membranpotential haben (Beckerdtttal 1996, Dautet al. 1994). Die
moglichen Interaktionen zwischen Endothelzelle und glatter Muskelzelle wurden in den
Abschnitten 1.2 und 1.3 detailliert beschrieben.
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Wie bereits oben erwéahnt, lalt sich am Modell des isolierten perfundierten Herzens
grundsatzlich keine direkte zellulare Differenzierung einer beobachteten Wirkung vor-
nehmen. So kann letztendlich nicht unterschieden werden, ob eine Depolarisation des
Membranpotentials auf die direkte Blockade vopKanalen der glatten Muskelzellen
zuruckzufuhren ist oder ob sich die Depolarisation der Endothelzellen Gber myo-
endotheliale gap-Junctions Ubertragen hat (vergleiche Abb. 3, sowie Beny und Pacicca
1994). Eine vollstandige oder auch nur teilweise Entfernung des Endothels aus dem
Gefal3system ist im Modell des isolierten perfundierten Herzens nicht moglich, ohne die
Integritat des Versuchsobjektes schwer zu stdren (vergleiche auch Bildtafel 2).

Der Einflud der Blockade von;KKanélen auf die Ausschittung endothelialer Mediato-

ren konnte jedoch sehr gut untersucht werden. Die Ergebnisse der im Abschnitt 3.6 be-
schriebenen Versuche legen nahe, dal3 die beobachtete Vasokonstriktion Uberwiegend
durch Blockade von kKanalen glatter Muskelzellen ausgelost wurden. Auffallig war
lediglich die fehlende Verstarkung der vasokonstriktiven Wirkung von 4 uM Bariumio-
nen nach Endothelblockade. Zusammen mit der beim Erstellen der Konzentrati-
ons-/Wirkungsbeziehung aufgefallenen Unregelmaligkeit im Kurvenverlauf zwischen
0.5 uM und 3 pM B# IaRt sich vermuten, daR nur ein geringer Beitrag zur Vasokon-
striktion durch eine verminderte NO-Freisetzung aus Endothelzellen geleistet wird.

Die Ermittlung einer Konzentrations-/Wirkungsbeziehung fiir Bariumionen bei gleich-
zeitiger Blockade endothelialer Mediatoren war nicht moglich: Die durch die Gefal3ver-
engung eingetretene Verminderung des Perfusionsflusses durch das Herz fuhrt zu einer
moderaten Hypoxie in den terminalen Stromungsgebieten. Dies ist dazu geeignet, einen
J{ongitudinalen Sauerstoffgradienten” entlang des Gefallbaumes zu erzeugen (Chang
und Detar 1980). Daraus resultiert eine verminderte Toleranz gegeniber weiteren vaso-
konstriktiven Reizen und (selbst wenn die Messungen an einigen Herzen durchfuhrbar
waren) die mangelnde Vergleichbarkeit mit Ergebnissen von Versuchen in sicher nor-
moxischer Umgebung.

Neuere Untersuchungen an isolierten Gefal3abschnitten weisen im Ubrigen ebenfalls auf
eine geringe Beteiligung endothelialer-Kanale und einen gréReren Einfluld der- K
Kandle glatter Gefalimuskelzellen hin (Johnsbal. 1998, Xie & Bevan 1998, Flynet

al. 1999).
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4.6 Die Bedeutung einwarts-gleichrichtender Kaliumkandle fir die Re-
gulation des koronaren Blutflusses

In der Zusammenfassung der in der vorliegenden Arbeit gewonnen Erkenntnisse und
des bisher bekannten Wissens Ubgiliénéle ergibt sich folgende Bild:
Einwarts-gleichrichtende Kaliumkanale kommen im Endothel und den glatten Muskel-
zellen des koronaren Gefal3systems vor. Eine Aktivierung dieser Kanale fuhrt zur Er-
weiterung der terminalen Strombahn und einer vermehrten Durchblutung des Koronar-
bettes. Damit stellen KKanéle einen wichtigen Kontrollmechanismus fir die Regula-
tion des koronaren Blutflusses dar. Einwarts-gleichrichtende Kaliumkanale sind tber
einen grof3en Druckbereich in der Lage, die Koronardurchblutung unter physiologischen
Bedingungen zu regulieren.

In den letzten 30 Jahren hat sich mehr und mehr die Vorstellung durchgesetzt, dal3 eine
Erhdhung der lokalen Kaliumkonzentration durch erhdhte Aktivitdt von Cardiomyozy-
ten neben anderen Mechanismen dazu geeignet ist, die Herzkranzgefal3e zu erweitern
und den koronaren Blutfluf3 zu erhéhen.

Und obwohl die Verbindung der erh6hten lokalen Kaliumkonzentration und der Erho-
hung der Durchblutung klar und unstrittig erschien, blieb der zugrundeliegende Mecha-
nismus dennoch lange Jahre unverstanden. Erst mit der Entdeckung und Beschreibung
der einwarts-gleichrichtenden Kaliumkanéle und ihrem Nachweis in terminalen Arterio-
len des Koronarsystems konnte jetzt ein schliissiger Mechanismus fur die Annahme der
Regulation durch extrazellulare Kaliumerhohung gefunden werden.

Die vorliegende Arbeit zeigt, daB die Ubertragung der an isolierten Zellen und GefaRen
gewonnen Erkenntnisse Uber die diesem Mechanismus zugrundeliegenden Zusammen-

hange auf ein ganzes komplexes Organsystem moglich ist.
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Tafel 1 Terminale Arteriole mit Gefalaufzweigungen in die Endstrombahn.

74




Tafel 2 Detailaufnahme einer terminale Arteriole.
Im unteren Schema sind die Umrisse von Endothelzellen (grin/hellgrau) und quer lie-
genden glatten Muskelzellen (rot/dunkelgrau) dargestellt.
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Tafel 3 Organpréparation — Das Brustfell ist bereits entfernt, das Sternum liegt frei.
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Tafel 4 Organpraparation — Der Thorax ist er6ffnet, Herz und Lunge sind sichtbar.

1



Tafel 5 Organpraparation — Das isolierte Herz wird in der Préaparierschale an die Aor-
tenkanule angeschlossen. Die Aorta wird mit zwei vorgelegten Faden fixiert. Der Zu-

flufd der Perfusionslosung erfolgt noch Uber den seitlichen Anschlul® an der Aortenkanu-

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 Metallkanule 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 vollstandig im Organbad untergetaucht.




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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