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1 Einleitung

1.1 Nitrovasodilatatoren

Die vorliegende Arbeit beschéftigt sich mit der pharmakologischen Wirkung von
exogenen, organischen Nitraten (GTN) und spontanen NO-Liberatoren (SNAP,

DEA/NO) auf verschiedene Zerebralarterien (A. basilaris, A. cerebri anterior).
1.1.1 Historischer Riickblick

Ausgehend von der ersten empirischen medizinischen Anwendung der
pharmakologischen NO-Substitution bis zur Entschliisselung des Wirkprinzips sind fast
150 Jahre vergangen. Bald nach der Erstsynthese von Nitroglycerin durch den Italiener
Sobrero im Jahr 1846 wurde eine biologische Wirksamkeit festgestellt und beschrieben.
Der homoopathische Arzt Hering berichtete bereits 1851 iiber Kopfschmerzen und
Herzklopfen. 1858 publizierte Field eine ,,spasmolytische Wirkung®, die man heute als
typisch antianginds einstufen wiirde. Zehn Jahre spéter setzte Brunton (Brunton, 1867)
Amylnitrit zur Therapie der Angina pectoris ein. Bereits 1879 veroffentlichte Murrell
(Murrell, 1879) eine Studie zur Wirksamkeit von Nitroglycerin bei 45 Angina pectoris-
Patienten im Lancet. Seit dieser Zeit hat sich die Anwendung von Amylnitrit und spéter
zunehmend von Nitroglycerin als Standardverfahren zur Kupierung von Angina
pectoris-Anféllen etabliert. Erst nach dem 2. Weltkrieg ist mit der Entwicklung
langwirksamer Nitrate (PETN, ISDN) ein Fortschritt hin zur Dauertherapie erzielt
worden. Ein Ansatz zur Vermeidung der ,Nitrat-Toleranz® wurde 1970 durch die
Entwicklung und spétere Einfiihrung des Sydnonimins Molsidomin geschaffen.

Das pharmakologische Wirkprinzip aller genannten Substanzen wurde erst auf der Basis
der Entdeckung von Furchgott und Zawadzki aus dem Jahr 1980 erkldrbar. Sie
beobachteten, dass Gefdle unter Azetylcholin nur dann dilatieren, wenn das Endothel
intakt ist. Der von ihnen postulierte ,,Endothelium derived relaxing factor (EDRF)
wurde 1987 von der Arbeitsgruppe um Moncada (Palmer et al.,, 1987) als
Stickstoffmonoxid (NO) identifiziert.



1.1.2 Endogene Nitrovasodilatatoren

Das kurzlebige Radikal Stickstoffmonoxid ist in praktisch allen Organsystemen des
Korpers fiir eine Vielzahl biologischer Wirkungen verantwortlich. So ist es an der
Regulation des Vasotonus, des Atemwegswiderstandes, des Tonus der glatten
Muskulatur im Gastrointestinal- und Urogenitaltrakt, der Immunabwehr, neuronalen
Erregungsiibertragung und der Thrombozytenaggregation beteiligt (Kojda, 1997). Das
Substrat fiir die zelluldre Produktion des NO ist die Aminoséure L-Arginin (Palmer et
al., 1988). Die Bildung von Citrullin unter Abspaltung von NO wird durch ein Enzym,
die NO-Synthase (NOS) katalysiert (Schmidt, 1994; Moncada und Higgs, 1993). NO
besitzt eine sehr kurze Halbwertszeit und wird im Sekundenbereich zu Nitrit und Nitrat
oxidiert, die iiber den Harn ausgeschieden werden. Der Organismus verfiigt liber
mindestens drei NO-Synthase-Isoenzyme (Schmidt, 1994). Konstitutiv, d.h.
normalerweise vorhanden, sind die Synthasen I und III, die im Nervengewebe (nNOS)
bzw. im Endothel (eNOS) vorwiegend zu finden sind. Die induzierbare Synthase II
(INOS) wird bei Entziindungsprozessen unter Einfluss von Zytokinen (Interleukin 1 und
2, Tumornekrosefaktor o) z.B. in Makrophagen, GefdBBmyozyten und Hepatozyten
exprimiert (Moncada und Higgs, 1993). GroBtenteils werden die Wirkungen von NO
tiber eine Aktivierung der 16slichen Guanylatcyclase und dem damit verbundenen
Anstieg des cGMP vermittelt (s.u.).

Fiir die Untersuchungen in dieser Arbeit von besonderem Interesse ist die eNOS. NO ist
ein zentraler Mediator fiir die vielfdltigen Aufgaben des Endothels (Vasotonus,
thrombogenes/-lytisches System, Wachstums- und Entziindungsprozesse). Einer der
wesentlichen Stimuli fiir die basale NO-Bildung ist die blutstromungsabhingige
Aktivierung der eNOS. Durch die Blutbewegung werden Makromolekiile an der
luminalen Oberfliche der Endothelzellen (Glykokalyx) mechanisch ausgelenkt (shear-
stress). Die Verdnderung des Cytoskeletts fiihrt iiber verschiedene Mechanismen zu
einer Erhohung des intrazelluliren Ca*"-Spiegels (Ballermann et al., 1998). Dieser
Mechanismus sorgt mit fiir eine bedarfsgerechte Dilatation bzw. Kontraktion.
Experimentelle Studien haben gezeigt, dass es infolge einer arteriosklerotischen
Verdnderung der Gefdlle zu einer verminderten Exprimierung der eNOS und damit des

NO kommt (Moncada und Higgs, 1993). Daraus resultiert ein erhdhter Vasotonus.



1.1.3 Exogene Nitrovasodilatatoren

1.1.3.1 Organische Nitrate

Zu den organischen Nitraten gehoren einige wichtige Arzneistoffe, die heute sowohl bei
der Akutbehandlung der Myokardischdmie und der Herzinsuffizienz als auch in der
Pravention der koronaren Herzerkrankung eingesetzt werden. Hierzu zdhlen
Glyceroltrinitrat (GTN), Isosorbidmonobitrat (ISMN), Isosorbiddinitrat (ISDN) und
Pentaerythritoltetranitrat (PETN). Sie sind allesamt Ester der Salpetersidure mit ein- oder
mehrwertigen Alkoholen. Zu den organischen Nitraten gehoren auch noch Amylnitrit,

Nitroprussid-Natrium und Nitrosothiole.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Wirkung von Glyceroltrinitrat auf zwei
verschiedene groBe ZerebralgefiBBe untersucht. GTN wirkt von allen Nitraten am
schnellsten, aber auch nur sehr kurz (10-30 min). Die Substanz ist als Spray oder
Zerbeillkapsel im Handel und wird im Mund- bzw. Rachenraum resorbiert. Sie ist nach
wie vor Mittel der ersten Wahl in der Akuttherapie der Angina pectoris, da die Wirkung
nach Sekunden bis Minuten einsetzt. Eine orale Therapie zur Anfallsprophylaxe ist
nicht sinnvoll, da GTN einem hohen First-Pass-Effekt unterliegt und somit die
verzogerte Freisetzung der Substanz unsicher ist. Zur Prophylaxe bewéhrt hat sich
hingegen die transdermale Applikation, da hierbei die Substanz unter Umgehung der

Leber direkt in den Blutkreislauf gelangt.

1.1.3.2 spontane NO-Donatoren

Ebenfalls untersucht wurde die Wirkung zweier spontaner NO-Donatoren: S-Nitroso-N-
acetyl-D, L-penicillamin (SNAP) und Natrium (Z)-1-(N, N-Dimethylamino)diazen-1-
um-1, 2-diolat (DEA/NO).

SNAP ist eine Substanz, die Stickstoffmonoxid spontan in groen Mengen freisetzt
(Noack und Feelisch, 1991). Gleiches gilt fiir DEA/NO (Kojda, 1997). Beide
Substanzen werden nicht im klinischen Alltag, sondern lediglich zu Versuchszwecken
eingesetzt. Sie wirken sehr stark gefdBdilatierend. Die Endstrecke der dafiir

verantwortlichen Reaktionskaskade entspricht dabei den organischen Nitraten. Im
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Gegensatz zu diesen bendtigen SNAP und DEA/NO jedoch keine Bioaktivierung, um
NO freizusetzten. Der genaue Wirkmechanismus wird im folgenden Kapitel

beschrieben.

1.14 Wirkungsmechanismus der Nitrovasodilatatoren

Organische Nitrate haben eine gefaB3dilatierende Wirkung. Diese wird durch Freisetzung
von Stickstoffmonoxid (NO) vermittelt (Ignarro et al., 1981). Organische Nitrate
konnen in Gegenwart hoher Dosen von Thiolen enzymunabhingig NO bilden (Feelisch
und Noack, 1987). Im Bereich physiologischer SH-Gruppen-Konzentrationen sind
wahrscheinlich enzymatische Prozesse fiir die NO-Freisetzung verantwortlich. Im
Gewebe kommt es zu einer enzymatischen Abspaltung von Nitroestern. Dabei wird der
Nitrato-Stickstoff zu NO reduziert (Chung und Fung 1990, 1992). Vermutlich sind
mehrere Enzymsysteme an dieser Bioaktivierung beteiligt. Kontrovers diskutiert wird
eine Beteiligung der Glutathion-S-transferase (Hill et al., 1992; Kenkare et al., 1994;
Haefeli et al., 1993) und des Cytochrom-P-450-Systems (Bennet et al., 1992; Schroder,
1992; Liu et al. 1993). NO fiihrt zu einer Aktivierung der l8slichen Guanylatzyklase,
welche die Bildung von zyklischem Guanosin-Monophosphat (cGMP) aus Guanosin-
Triphosphat (GTP) katalysiert. Es lie} sich nachweisen, dass organische Nitrate nur in
Gegenwart bestimmter Thiolverbindungen in der Lage sind die isolierte 16sliche
Guanylatzyklase zu stimulieren (Schroder und Noack, 1986). cGMP ist ein wichtiger
zelluldrer “second messanger*.

Der erhohte ¢cGMP-Spiegel bewirkt eine verringerte Calcium-Konzentration in der
glatten GefiBmuskelzelle. Eine Ubersicht der hierfiir ursichlichen Mechanismen findet

man bei Rand (1991) oder Rembold (1992).

1. Inhibierung der Bildung von Inositoltriphosphat (IP3, fiihrt zu einer Freisetzung von
Kalzium aus dem endoplasmatischen Retikulum)

2. Verminderung des Kalzium-Influx in die Zelle

3. Stimulation der membranstindigen Ca*’-ATPase der Plasmamembran durch
Aktivierung von Proteinkinasen

4. Stimulation der membranstindigen Ca®’-ATPase des Sarkoplasmatischen

Retikulums durch Phosphorylierung von Phospholamban
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5. Offnen von Kalzium-aktivierten-K -Kanilen und konsekutiver Hyperpolarisation
(verm. Ca*"-Influx)

6. Inhibierung der cAMP-Phosphodiesterase

Eine erniedrigte intrazelluldre Kalzium-Konzentration fiihrt zur Relaxation der glatten
GefaBmuskelzelle (Rapaport und Murad, 1983) durch Hemmung der Aktin-Myosin

Interaktion.

Nicht enzymatisch
erfordert hohe

Thiol-Konzentrationen o~
G\TN / > NO \ Gefifilumen
SH
¥» R-S-N-O
/ & Enzymatis/c}%_» NO Endothelzelle
\

GefiBBmuskel-
zelle

R-S-NO GTP
sGe <‘
SH R-S-S-R
\ Enzymatisch cGMP
GTN > NO

Glutathion-S-transferase ?
Cytochrom-P-450-Reduktase ?

Abb. 1-1: Mechanismus der Nitratmetabolisierung und Wirkung von exogenem NO
(modifiziert nach Boesgaard, 1995; Kojda et al., 1991)

Organische Nitrate gehoren seit mehr als hundert Jahren zur Therapie der Angina
pectoris, des wichtigsten Symptoms der koronaren Herzkrankheit. Sie bewirken einen
Vasodilatation, die vor allem das vendse System und die Lungengefile betrifft.
Dadurch ,,versackt“ ein Teil des Blutes in den Gefillen des Niederdrucksystems
(vendses Pooling), d.h. es flieBt weniger Blut zum Herzen (Vorlastreduktion).
Dementsprechend nimmt der Fiillungsdruck der Ventrikel ab. Dis hat eine Abnahme der

systolischen Wandspannung der Ventrikel zur Folge, da sowohl die Kontraktionskraft
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(Frank-Starling-Mechanismus), als auch das Ventrikelvolumen (Laplace-Gesetz)
abnehmen. Mit der Wandspannung senken die Nitrate eine wesentliche Determinante
des myokardialen Sauerstoffverbrauches und vermindern somit das Missverhiltnis
zwischen Sauerstoffbedarf und —verbrauch. Die Abnahme der ventrikuldren
Wandspannung ermdglicht ferner einen vermehrten Blutfluss vom epikardialen zum
besonders ischimiegefdhrdeten subendokardialen Anteil des Myokards. Der arterielle
Blutdruck sinkt infolge der Abnahme des Schlagvolumens und einer méfigen arteriellen
Dilatation ab. Zusétzlich haben die organischen Nitrate noch einen dilatatorischen
Effekt auf die Koronargeféfe, der jedoch auf die groBen GefaBabschnitte beschrinkt ist.
Die koronaren Widerstandsgefdle sprechen nur in deutlich geringerem Mafle auf die
Wirkung organischer Nitrate an (Selke et al., 1990). Es kommt folglich nicht zu einer
nennenswerten Steigerung der Koronarperfusion. Anders verhélt es sich bei durch
Arteriosklerose pathologisch verdnderten Koronarien. Die poststenotischen Arteriolen
sind wegen der Hypoxie autoregulatorisch maximal dilatiert. Tritt nun die relaxierende
Wirkung der organischen Nitrate an den groen Koronarien auf setzt dieser maximal
dilatierte Teil des Gefillsystems dem gesteigerten Blutangebot den geringsten
Widerstand entgegen. Folglich erfolgt eine Umverteilung des Blutes zugunsten

ischdmischer Myokardareale (positiver steal Effekt).

Die hédufigste Nebenwirkung bei der Therapie mit Nitraten ist der Kopfschmerz. Des

weiteren kommt es zu orthostatischen Dysregulationen und Reflextachykardien.

1.2 Nitrate und zerebrale Zirkulation

In dieser Arbeit soll die Wirkung von Nitraten auf isolierte Zerebralgefafle untersucht
werden, um einen Beitrag zur Erkldrung des Mechanismus zu liefern, der zum sog.

Nitratkopfschmerz fiihrt.

1.2.1 Zerebraler Blutfluss

Die Hirndurchblutung ist in einem breiten physiologischen Bereich, etwa zwischen

arteriellen Mitteldruckwerten von 50-100 mmHg, durch die Autoregulation
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blutdruckunabhingig (Poeck, 1998). Bei steigendem Blutdruck kontrahieren, bei
fallendem dilatieren sich die Zerebralgefile und halten so die Hirndurchblutung
konstant. Man bezeichnet dies als Bayliss-Effekt.

Unabhéngig vom Blutdruck verdndert sich der Tonus der Zerebralarterien unter dem
Einfluss des pCO, bzw. pO; und des pH. Eine Erhohung des pCO2 bzw. eine
Erniedrigung des pH (Azidose) fiihren zu einer Vasodilatation. Dieser Effekt kann bei
zerebralen Ischdmien beobachtet werden. Im Ischdmieareal sind die Gefdfle maximal

relaxiert.

Die Beteiligung von NO an beiden Mechanismen wird kontrovers diskutiert (Toda und
Okamura, 1996, Faraci und Brian, 1994). Als Quelle des Stickstoffmonoxids werden
das Gefdlendothel und NO freisetzende Nerven postuliert (Tod und Okamura 1996).

Die in dieser Studie verwandten Gefiale (A. cerebri anterior und A. basilaris) gehoren
zu den grof3en arteriellen Blutgefden der zerebralen Zirkulation.

Die A. cerebri anterior entspringt aus dem Circulus arteriosus Willisii und versorgt die
vorderen Hirnanteile.

Die. A. basilaris geht aus der Vereinigung der beiden Aa. vertebrales hervor und ist
ebenfalls mit dem Circulus arteriosus Willisii verbunden. Sie gehdrt neben den Aa.
carotides zu den Hauptversorgungsgefdllen des Gehirns.

Anders als in anderen Regionen des Korpers gehoren die groflen Arterien des Hirn
ebenso wie die Arteriolen zu den Widerstandsgefiflen (Faraci und Heistad, 1990). Eine
weitere Besonderheit intrazerebraler Arterien ist die Ausbildung eines geféfleigenen
Tonus, dem sog. ,,myogenic tone* (Winquist et al., 1982). Der Tonus der Gefille
entspricht in-vitro nicht der maximal moéglichen Relaxation, sie konnen durch
verschiedene Substanzen maximal dilatiert werden. Als drittes Phinomen kann an
Zerebralarterien eine Vasomotion, d.h. eine rhythmische Kontraktion und Dilatation
beobachtet werden, die je nach Gefil und Blutdruck in Frequenz und Stirke
unterschiedlich ist (Meyerson et al., 1991).

Die Zerebralarterien sind von dichtem perivaskuldren Gewebe und leptomeningealen
Hauten umgeben. Sie enthalten Nervenfasern, die Verbindungen zum N. trigeminus
haben und so, im Gegensatz zum Gehirn, nozizeptive Reize weiterleiten konnen. Diese

Verbindungen haben zum Begriff des trigeminovaskuldren Systems gefiihrt
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(Moskowitz, 1991). Dieses soll an der Pathogenese vaskulédr bedingter Kopfschmerzen

beteiligt sein.

1.2.2 Vaskuliare Kopfschmerzen

Die hiufigste Nebenwirkung (20-50 % aller Patienten) bei der Anwendung organischer
Nitrate zur antiangindsen Therapie ist der Kopfschmerz. Dieser tritt meist unmittelbar
nach Anwendung des Nitratpréparates auf, ist bifrontal bzw. -temporal lokalisiert, von
pulsierendem Charakter und wird durch Anstrengung verstérkt (Kohl, 1983).

Erstmalig um die Jahrhundertwende wurde bei Arbeitern in Munitionsfabriken der
»Dynamit-Kopfschmerz*“ beschrieben (Laws, 1910; Rabinowitch, 1944; Schwartz,
1946), als dessen Ursache das Nitroglycerin identifiziert wurde. Die Beschwerden traten
zu Beginn der Woche auf, verschwanden aber nach kurzer Zeit. Erst nach einem freien
Wochenende rezidivierten die Beschwerden. Zur Prophylaxe gingen die Arbeiter dazu
iiber, sich die Haut an den freien Wochenendtagen mit Nitroglycerin einzureiben und so

einem Toleranzverlust vorzubeugen.

Seit dieser Zeit wurde die Pathogenese des Kopfschmerzes immer weiter aufgeklart.
Verschiedene Autoren erkannten in den dreifliger und vierziger Jahren die Bedeutung
der weichen und harten Hirnhdute als schmerzsensibles, perivaskuldres Gewebe.
Mayberg et al. (1981) identifizierten Verbindungen von schmerzsensiblen Fasern des N.
trigeminus zu den zerebralen GefdBlen. Jahre spiter wurde dann der Zusammenhang

zwischen Kopfschmerzen und zerebraler Vasodilatation entdeckt.

Nitrate werden zur Erforschung anderer vaskuldrer Kopfschmerzen eingesetzt. Die
hiufigste Form ist die Migridne, deren Symptomatik in vielen Punkten mit dem
Nitratkopfschmerz iibereinstimmt.

Die Migréne ist ein periodisch rezidivierender, liberwiegend einseitiger, Kopfschmerz,
der mit Nausea und Erbrechen, oft auch mit einer Aura fokaler neurologischer
Symptome einhergeht. Charakteristisch sind weiterhin eine Photo- und Phonophobie,

sowie eine Verstarkung der Beschwerden unter korperlicher Belastung.
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Unmittelbar vor einem Migrineanfall kommt es héufig zur sogenannten Aura, die z.B.
durch Flimmerskotome, Dysarthrien oder Ldhmungen charakterisiert ist. Sie wird auf
eine Funktionsstorung kortikaler Areale zuriickgefiihrt, die von den Trigeminuskernen
aus Uber Hirnstammkerne in Gang gesetzt wird und sich nach Art einer
Depolarisationswelle (,,cortical spreading depression®) mit einer Geschwindigkeit von
2-3 mm/min von okzipital nach rostral ausbreitet (Poeck, 1998; Moskowitz, 1984).
Diese Depolaristationswelle geht mit einer Verschiebung der extra-/intrazelluldren
Ionenverteilung sowie einer Verminderung des regionalen zerebralen Blutflusses einher.
Ob die regionale Minderdurchblutung Ursache oder folge der ,.cortical spreading

depression‘ ist, ist unklar (Lauritzen, 1994).

Als Ursache fiir die anschlieBend auftretenden Kopfschmerzen und die Vasodilatation
werden verschiedene Mechanismen diskutiert:

Die Kopfschmerzen werden auf eine neurogen vermittelte, sterile, perivaskulére
Entziindung zuriickgefiihrt, welche iiber Stimulation afferenter C-Fasern des N.
trigeminus die Schmerzen ausldst (Poeck, 1998).

Durch eine Stimulation des trigeminovaskulidren Systems werden verschiedene
Mediatoren aus den perivaskuldren Nervenfasern freigesetzt. Dazu gehdren die
Neuropeptide Substance P, Neurokinin A und CGRP (Moskowitz, 1991). Diese
verursachen die angesprochene sterile, perivaskuldre Entziindung, eine Vasodilatation,
eine Erhohung der GefdBpermeabilitit und eine Degranulation von Mastzellen mit
konsekutiver Freisetzung von Histamin (Buzzi et al., 1995). Histamin stimuliert iiber
Bindung an den endothelialen H1-Rezeptor die ecNOS zur NO-Produktion. Diese
bewirkt, wie oben beschrieben, eine Dilatation. Das freigesetzte Stickstoffmonoxid
konnte ebenfalls durch direkte nozizeptive Wirkung ein wichtiges Molekiil in der
Genese der Migrine sein (Olesen, 1994).

Anhand der beschriebenen Mechanismen ist zu entnehmen, dass der Kopfschmerz nicht
durch die GefiaBBerweiterung verursacht wird, sondern die Dilatation Folge oder

Begleitreaktion des Schmerzes ist.

GTN stimuliert iber NO das trigeminovaskuldre System (Wei et al., 1992) ohne vorher

eine Dilatation an den Zerebralarterien ausgelost zu haben. Dieser Mechanismus oder
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die direkte schmerzauslosende Wirkung von NO konnten dem Pathomechanismus des

Nitratkopfschmerzes zu Grunde liegen.

1.3 Fragestellung

1.3.1 Wirkung von Nitrovasodilatatoren

Die Wirkung verschiedener Nitrovasodilatatoren sollte auf verschieden Zerebralgefaf3e
des Schweins untersucht werden. Als Nitrovasodilatatoren wurden ein organisches
Nitrat (GTN) und zwei spontane NO-Liberatoren (SNAP, DEA/NO) verwandt, die sich
hinsichtlich des Mechanismus der Freisetzung von Stickstoffmonoxid unterscheiden.
Die A. basilaris und die A. cerebri anterior fungierten als Reprasentativgefafie fiir die

groflen Zerebralarterien.

1.3.2 Einfluss von L-Cystein und Etacrynsiure

GTN wirkt iiber eine Interaktion mit Thiolgruppen relaxierend auf arterielle Gefdlle. Es
wurden Versuche durchgefiihrt, um festzustellen, welchen Einfluss ein Mehrangebot
von Thiolgruppen (L-Cystein) auf die dilatative Wirkung von GTN an Zerebralarterien
haben. In einer weiteren Untersuchungsreihe wurde der Effekt einer simultanen Gabe

von Etacrynsdure, welches SH-Gruppen alkyliert, untersucht.

1.3.3 Pathogenese vaskulirer Kopfschmerzen

Aus den erhobenen Ergebnissen wurden Riickschliisse auf die zerebrale Zirkulation

abgeleitet. Des weiteren wurde die Pathogenese vaskuldrer Kopfschmerzen,

insbesondere des Nitratkopfschmerzes und der Migréne, diskutiert.
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2

2.

2.

Material und Methoden

1 Material

1.1 Apparatur

Die verwendete Apparatur setzte sich aus folgenden Geridten zusammen:

- zwei doppelwandige begaste Vorratsgefifle (1 Liter) aus Plexiglas

Eines des Gefille enthielt wahrend der Versuche die Pufferlosung, das andere die
wechselnd zugesetzten Pharmakaldsungen. Um eine Durchmischung der zur
Pufferlosung zugegebenen Pharmaka zu gewihrleisten, stand letzteres auf einem

Magnetriihrer (Corning Stirrer PC 353).

- eine Rollerpumpe (Miniplus 2)

Die Rollerpumpe diente dazu in dem die einzelnen Teilgerdte verbindenden
Schlauchsystem eine in regelméfBigen Abstinden kontrollierte Flussgeschwindigkeit
von 10 [ml/min] herzustellen. Die Pufferlosung bzw. die Pharmaka wurden so bei
maximal eingestellter Rotationsgeschwindigkeit von 25 Umdrehungen pro Minute
[U/min] in 80 Sekunden [sec] von den Vorratsgefilen zur Perfusionshalterung

transportiert.

- ein metallverarbeitetes Organbad (80 [ml])

Das Organbad wurde wihrend des Versuches mit Pufferlosung gefiillt, die liber zwei
im Boden des Organbades befindliche Fritten kontinuierlich mit Carbogengas begast
wurde. In der Mitte des Bodens befand sich ein regulierbarer Abfluss. Durch undichte
Stellen gelangte aus dem in der Perfusionshalterung fixiertem Gefdll ebenfalls

Fliissigkeit in das Organbad.

eine metallverarbeitete Perfusionshalterung

Auf der metallverarbeiteten Perfusionshalterung wurde das Gefdl3 fixiert (s. Abb. W).

Sie bestand aus einem zu- und einem abfiihrenden Schenkel, deren Linge jeweils 5
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[cm] betrug. Diese beiden waren durch einen Querbalken miteinander verbunden, der
sich in seiner Linge um 1 [cm] verstellen lieB. Hierdurch lieB sich der Abstand der
beiden Schenkel zwischen 0,7 [cm] und 1,7 [cm] variieren, so dass unterschiedliche
GefiaBldngen beriicksichtigt werden konnten. Zwischen den beiden Schenkeln wurde
das GefaB3 fixiert. Das Lumen der Perfusionshalterung verjlingte sich in diesem
Bereich auf einen Innendurchmesser von 0,5 [mm]. Dadurch konnte ein
Fliissigkeitsstrom vom zufithrendem Schenkel durch das Gefill zum abfiihrenden

Schenkel hergestellt werden.

—_—

0

=

zufithrender T abfiihrender
Schenkel Schenkel

zwischen diesen beiden Ansatz-
stiicken wird das Gefal} fixiert

Abb. 2-1: Perfusionshalterung

- ein Schlauchsystem

Das Schlauchsystem stellte die Verbindung zwischen den Vorratsgefdlen und der
Perfusionshalterung her. Es wurden Tygonschlduche mit einem Innendurchmesser von
3 [mm] verwendet. In jedem der beiden Vorratsgefifle befand sich je ein 33 [cm]
langes Schlauchstiick, die liber einen Dreiwegehahn miteinander verbunden waren.
Hierdurch war es moglich reibungslos zwischen den beiden Vorratsgefillen

umzuschalten und entweder Pufferlosung oder die verschiedenen Pharmaka
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anzusaugen. Ein 45 [cm] langes Schlauchstiick fiihrte zur Rollerpumpe. 10 [cm] hinter
der Rollerpumpe befanden sich zwei Perfusionsddmpfer, die iiber Y-Abzweigungen
mit dem Hauptschlauch verbunden waren. Eine Wérmeschlange schloss sich weitere
10 [cm] hinter dem zweiten Perfusionsddmpfer an. Sie sollte die sie durchstromende
Fliissigkeit auf 37° C zu erwdrmen. Zwischen Wiarmeschlange und zufiihrendem
Schenkel der Perfusionshalterung folgte ein 26 [cm] langes Schlauchstiick, in
welchem sich ein Y-Abzweig zum Druckmesskopf befand. Nach Durchstromen des
Gefilles erreichte die Fliissigkeit den abfiihrenden Schenkel der Perfusionshalterung,
an dem ein Schlauchstiick von 73 [cm] Lédnge befestigt war, das zur Einstellung
verschiedener Driicke einen Hohendnderung von 30 - 50 [cm] gestattete. Am Ende des

Schlauchsystems diente ein Messbecher zum Auffangen der Fliissigkeiten.

- ein Druckmesskopf mit Registriergerit (HSE-Elektro-Manometer)

Der Druckmesskopf diente der Registrierung des Gefial3druckes. Er war mit einem 30
[cm] langen Schlauchstiick und dazwischengeschaltetem Perfusionsddmpfer iiber eine
Abzweigung (Y-Stiick), die sich zwischen Warmeschlange und Perfusionshalterung
befand, mit dem Schlauchsystem verbunden. Der Druckmesskopf musste vor
Versuchsbeginn luftblasenfrei mit Fliissigkeit gefiillt werden.

Auf einer Skala des Registriergerdtes konnten wihrend des Versuches die jeweiligen
Gefalldriicke abgelesen werden. Das Registriergerdt war mit einem Schreiber (s.u.)
verbunden, der die entstehenden Druckwerte als Druckkurve in roter Farbe
aufzeichnete.

Vor jedem Versuch erfolgte synchron die Eichung von Registriergerdt und Schreiber.
Hierzu diente ein Manometer (Quecksilber), das an den Druckmesskopf angeschlossen
wurde. Es wurden Driicke zwischen 0 und 70 [mmHg] eingestellt, die mittels
Briickenabgleich mit der Registriergerdtskala und dem Druckschreiber in
Ubereinstimmung gebracht wurden. Dabei entsprachen 2,5 [mm] auf dem

Schreiberprotokoll einer Druckdnderung von 1 [mmHg].

- ein Thermostat (KYRO-Thermostat WKS)

Um die Versuchsbedingungen den physiologischen Verhiltnissen weitestgehend

anzupassen, sollten die, wihrend des gesamten Versuches eingesetzten, das Gefdl3
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umgebenden und perfundierenden Fliissigkeiten, eine konstante Temperatur von 37 °C
haben. Hierzu wurde ein geschlossener Wasserkreislauf benutzt. In einem beheizten
Wassertank befand sich ein Thermostat, das die Temperatur des Wassers stets bei 37
°C hielt. Vom Wassertank aus zirkulierte das Wasser nun iiber ein Schlauchsystem
von der Wirmeschlange zum Organbad und von dort iiber die beiden doppelwandigen
Vorratsgefale wieder zuriick zum Wassertank. Die Temperatur der umgebenden und

perfundierenden Fliissigkeiten wurde regelméfig kontrolliert.

- zwei Ultraschallmessvorrichtungen

Zur Messung der Kontraktion bzw. Dilatation des untersuchten Gefafles dienten zwei
Ultraschallmessvorrichtungen (s. Abb. X). Sie bestanden jeweils aus einem
Ultraschallsender und -empfanger. Der Ultraschallsender war an einem
Metallgestell befestigt und iiber einen diinnen Draht mit einer Stromquelle verbunden.
Der Ultraschallempfanger war {iber einen elastischen Halterungsdraht mit dem
Metallgestell verbunden. Zur Signalweiterleitung dienten Elektrodridhte, die um den

elastischen Halterungsdraht gewunden waren.

Elektro-

drahte elastischer

\‘\‘ Halterungsdraht

\ /
/ J% +— Ultraschallempfénger

Metall- '\
gestell

Ultraschallsender

Abb. 2-2: Ultraschallmessvorrichtung

Die Ultraschallmessvorrichtungen wurden einander gegeniiber am Organbad so
fixiert, dass die beiden Ultraschallempfanger dem untersuchten Gefal3 auflagen (Abb.
X)

Die Messung erfolgte nun in folgender Weise:

Die beiden Sender sandten Ultraschallwellen durch die Pufferlésung in Richtung der

Empfinger, die von diesem in ein elektrisches Signal umgewandelt wurden. Uber
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dieses wurde nun die Laufzeit der Schallwelle registriert, die sich proportional zur
Entfernung von Sender und Empfianger zueinander verhielt. Tonusdnderungen der
GefaBwand bewirkten eine Positionsdnderung der elastisch am Gefdll fixierten
Empfanger, also eine Verdnderung der Entfernung zwischen Sender und Empfanger
und somit eine Laufzeitverkiirzung oder
-verlingerung. Eine Laufzeitverkiirzung entsprach dabei einer Dilatation, eine
Laufzeitverldngerung einer Kontraktion. Als Ausgangswert X wurden die Laufzeiten
t; und t; (s. Abb. Y) addiert (t; + t; = X), d.h. die addierten Zeiten, die die Signale von

den beiden Sendern zu den Empféngern bendtigten.

Puffer (| Ultraschallempfinger

Schallwelle (Zeit t2) Schallwelle (Zeit t1)

Gefal

t1+tH=X
t; +t, < X = Dilatation
t; +t, > X = Kontraktion

Abb. 2-3: Versuchsanordnung der beiden Ultraschallmessvorrichtungen

Im dilatierten Zustand war t; + t; < X, im kontrahierten Zustand war t; + t, > X. Bei
dieser Methode wurden also keine Anderungen von Absolutwerten erfasst, sondern
immer nur die Tonusidnderungen des jeweils untersuchten Gefdlles als Relativwerte

wiedergegeben.

- eine Steuerungs- und Verstirkereinheit
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Die beiden Ultraschallmessvorrichtungen waren iiber Elektrokabel mit der
Steuerungs- und Verstirkereinheit verbunden. Uber die Steuerungseinheit konnten die
von den Ultraschallempfiangern ausgesandten Signale so eingestellt werden, dass man
stabile, auswertbare Signale erhielt. Zur Kontrolle der Einstellung diente ein
Oszilloskopbildschirm.
Im Einzelnen lieBen sich folgende Einstellungen vornehmen:
1. Die Breiteneinstellung
Sie diente zur Erfassung des Signals in seinem gesamten Umfang
2. Die Fenstereinstellung
Sie ermoglichte es das Signal in der Mitte des Oszilloskopbildschirms zu
positionieren
3. Die Triggereinstellung
Mit ihr konnten storende Einfliisse eliminiert werden, so dass ein konstantes und
stabiles Signal entstand.
Die so verdnderten Signale wurden addiert und halbiert und iiber die Verstéirkereinheit

zum Schreiber gesandt.

- ein Schreiber (SE 120, BBC Goez Metrawatt)

Der Schreiber erfasste kontinuierlich die Messwerte des zu untersuchenden Gefaf3es.
Er verfiigte iiber zwei Kandle. Kanal 1 (blauer Schreiber) zeichnete die
Tonusverdanderungen des GefiaBes auf, Kanal 2 (roter Schreiber) erfasste die
Druckverdanderungen. Die Spannung von Kanal 1 betrug 1 [V], die von Kanal 2 10
[V]. Der Papiervortrieb war auf 0,5 [cm]/[min] eingestellt.

Zu Beginn wurde der rote Schreiber, wie oben beschrieben, geeicht. Dabei
entsprachen 10 Einheiten des Registrierpapiers einer Druckdnderung von 10 [mmHg].
Danach wurde der blaue Schreiber durch Anderung der Verstirkerleistung in der Mitte
des Registrierpapiers positioniert. Ausschlige nach oben zeigten definitionsgemal3

eine Kontraktion des Gefdfles an, Ausschldge nach unten eine Dilatation.

- eine Begasung




23

Die Pufferlosungen in den Vorratsgefaen und im Organbad wurden kontinuierlich

mit Carbogengas (0,/CO; - 95%/5%) begast.
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2.2 Chemikalien

2.2.1 Pufferlosung

Als physiologisches Ndahrmedium diente eine modifizierte Krebs-Henseleit-Losung mit

folgender Zusammensetzung:

Na" 123, 07 [mmol]/[1]
K" 5, 87 [mmol]/[1]
Ca®" 1, 60 [mmol]/[1]
Mg 1, 18 [mmol]/[1]
CI 124, 78 [mmol]/[1]
HCOy 5, 00 [mmol]/[1]
H,PO,* 1, 18 [mmol]/[1]
SO4 1, 18 [mmol]/[1]
Glucose 5, 05 [mmol]/[1]

Diese wurde tiglich unter Verwendung folgender selbsthergestellter Elektrolytlosungen
hergestellt.

Stamm [

KH,PO, MG: 136,09 [g]/[mol] 0, 235 [mol]/[1]

Stamm II

KCI MG: 74,56 [g]/[mol] 0, 939 [mol]/[1]

Stamm I1I

MgSO4 x 7 H0 MG: 246,48 [g]/[mol] 0, 235 [mol]/[1]

Stamm IV

CaCl, MG: 147,02 [g]/[mol] 0, 320 [mol]/[1]
Fiir 1 [1] der Nahrlosung bendtigte man jeweils 5 [ml] der Stammldsungen sowie 6,9 [g]
NaCl, 2,1 [g] NaHCO3, 1,099 [g] Glucose-Monohydrat und Aqua bidestillata (ad 1 [1]).
Der pH-Wert der Losung wurde mit Hilfe einer zuvor auf pH 7,0 geeichten KCl-
Elektrode durch Zugabe von 25%iger HCI-Losung auf 7,15 eingestellt. Unter
Versuchsbedingungen, d.h. bei einer Temperatur von 37 °C und Begasung mit
Carbogen (0,/CO,, 95%/5%), lag der pH-Wert zwischen 7,35 und 7,45. Alle

verwendeten Substanzen wurden von der Firma Merck, Darmstadt bezogen.
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2.2.2 Pharmaka

- Kaliumchlorid (KCl), reinst, Merck, MG: 74,56 [g]/[mol]
Die Stammlésung wurde in einer Konzentration von 4 [mol]/[l] hergestellt, das

entspricht 298,24 [g]/[1].

- Prostaglandin Fy, (PGF,,), Minprostin F»,® Ampulle (Upjohn, Heppenheim)
Zur Herstellung der Stammldsung (10 [mmol]/[l]) wurde die Ampullenfliissigkeit
durch Zugabe von 441 [ul] Aqua bidestillata verdiinnt. Die Aufbewahrung erfolgte im
Kiihlschrank bei 4 °C.

- Substance P, Sigma, Deisenhofen
Eine wissrige Losung (10 [umol]/[1]) wurde bei -80 °C gelagert und tdglich mit Aqua

bidestillata zu der verwendeten Stammlosung (1 [pmol]/[1]) verdiinnt.

- Noradrenalin (NA), Arterenol®” (Zusatz von Ascorbinsiure), Sigma, MG: 205.6
[g)/[1]

Die Stammldsung wurde in einer Konzentration von 10 [mmol]/[1] hergestellt.

- Glyceroltrinitrat (GTN), Perlinganit®, Schwarz Pharma, (1 [mg]/[ml] entspricht
4,404 [mmol])

O,N{ O/\(\ o~ NO,

ON

NO,

Abb. 2-2-4: Strukturformel Glyceroltrinitrat
Zur Herstellung der Stammlosung (1 [mmol]/[1]) wurden 227,1 [ul] Perlingat mit
772,9 [ul] verdiinnt.
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- L-Cystein, Sigma, Deisenhofen, MG: 121,1 [g]/[1]

0
|
S
N

Abb. 2-5: Strukturformel L-Cystein
Die Stammldsung wurde in der Konzentration 100 [mmol]/[1] hergestellt.

- S-Nitroso-N-acetyl-D, L-penicillamin (SNAP), kristallin, laboreigene Herstellung,
MG: 220,2 [g]/[mol]

O:N\;>x<%/COOH

NHAc

Abb. 2-6: Strukturformel SNAP

Zur Herstellung der Stammldsung (10 [mmol]/[l]) wurde die abgewogene Menge
SNAP zunichst in 5 Vol% Dimethylsulfoxid (DMSO, Merck Darmstadt) aufgelost
und dann mit Aqua bidestillata aufgefiillt. Die Lagerung erfolgte bei 4 °C.

- Natrium (Z)-1-(N,N-Diethylamino)diazen-1-ium-1,2-diolat (DEA/NO), kristallin,
Dr. Larry Keefer, NCI Frederick Cancer Research & Developement Center, Maryland,
U.S.A.

MG: 155,0 [g]/[mol]

Hscz\

- +
N_N202 Na

H,C;

Abb. 2-7: Strukturformel DEA/NO
Zur Herstellung der Stammldsung (10 [mmol]/[1]) wurde DEA/NO in 0,01 [m] NaOH
(Merck, Darmstadt) aufgelost. Die Lagerung erfolgte bei 4 °C.

- Etacrynséure, Sigma Chemical Company, St. Louis, U.S.A., MG 303,1

Die Konzentration der Stammlosung betrug 10 [mmol]/[1].



27

2.3 Biologisches Material

2.3.1 Versuchstiere

Bei den aufgezeichneten Versuchen handelte es sich um In-vitro Untersuchungen an
isolierten zerebralen Arterien des Hausschweins, der Arteria basilaris und der Arteria
cerebri anterior. Die benétigten Gefdle stammten aus Gehirnhidlften von
Schlachtschweinen, die ca. 15 Minuten nach dem Tod der Tiere entnommen und in
einem mit gekiihltem Krebs-Henseleit-Puffer gefiillten Dewar-Transportbehilter
aufbewahrt wurden. Noch im Schlachthof erfolgte die Abpraperation der Arterien. Der
Transport der Blutgefile in einem mit KHP gefiillten Wheatonflischchen vom
Diisseldorfer Schlachthof (Rather Strale) zum Institut fiir Pharmakologie der
Universitiat Diisseldorf (Moorenstr. 5) dauerte ca. 20-25 Minuten. Die vollstindig
praparierten GefaB3e lagerten bei 4 °C im Kiihlschrank. Sie wurden am Schlachttag und

dem darauffolgenden Tag fiir die Versuche verwendet.

2.3.2 Priparation

2.3.2.1 Arteria basilaris

Noch im Schlachthof wurden die enthnommenen Gehirnhilften auf Vorhandensein der
A. basilaris an der Vorderseite des Hirnstammes iiberpriift. Meist fanden sich die
Gefille auf der groBeren Hélfte paramedian durchtrennter Gehirne. Die Arterien wurden
aus ihrer leptomeningealen Fixierung gelost. Die Durchtrennung der A. basilaris
erfolgte proximal des Zusammenflusses der beiden Aa. vertebrales und distal des
Abganges der Aa. sup. cerebelli. Nach dem Transport schloss sich die weitere
Priparation im Institut fiir Pharmakologie an. Durch luminale Spiilung mit KHP lieen
sich kleinere Blutreste problemlos entfernen. Die GefaBstiicke wurden unter Erhalt der
GefaBabgédnge von anhdngendem meningealen Gewebe befreit. Das Abbinden groBerer
Abginge sowie die Fixation an den beiden Ansatzstiicken der Perfusionshalterung
erfolgte mit Baumwollfidden. Am Ende stand ein 1-2 [cm] langes GefaBstiick fiir die

Versuche zur Verfiigung.
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2.3.2.2 Arteria cerebri anterior
Das fiir die Versuche verwendete Teilstiick der A. cerebri anterior erstreckte sich vom

Circulus arteriosus Willisi bis zum Abgang kleinerer Frontalhirndste. Die iibrige

Priparation erfolgte analog zur A. basilaris.

24 Versuchsdurchfithrung

2.4.1  Aquillibrierung

Nach dem Finspannen der GefiBle wurde zundchst abgewartet, bis sich ein
gleichmiBiger Aquillibrierungstonus einstellte. Dieser Tonus entsprach bei den
verwendeten Gefdllen nicht der maximal moglichen Dilatation. Er wurde als ,,Myogenic
tone* bezeichnet (Winquist et al., 1982).

2.4.2 Uberpriifung des Endothelstatus

2.4.2.1 A. basilaris

Der Endothelstatus der verwendeten Gefdlstiicke wurde mit dem ausschlieBlich
endothel-abhéngigen Vasodilatator Substance P ermittelt. Der Versuchsablauf stellte

sich wie folgt dar:

Zeit tin [min] Aktion

0 Vorkontraktion mit PGF, (10 [umol/1])
10 Substance P (3 [umol/l])

15 Arterenol (10 [pumol/I])

20 Auswaschen mit Krebs-Henseleit-Losung

Die Inkubation mit 10 [pmol/l] PGF,, bewirkte eine maximale Kontraktion, mit

10 [umol/l] Arterenol eine maximale Dilatation der Gefal3e.
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2.4.2.2 A. cerebri anterior

Zum Nachweis vorhandenen Endothels diente ebenfalls Substance P, das nach
Erreichen eines stabilen Aquillibrierungstonus zugegeben wurde. Es erfolgte keine
Vorkontraktion mit PGF,,, da es hierbei zu keiner Dilatation des Gefal3es, auch auf

Gabe hoherer Dosen Substance P, kam.

Zeit tin [min] Aktion

0 Substance P (3 [umol/l])
6 Auswaschen mit Krebs-Henseleit-Losung
243 Dosiswirkungskurven

Bei allen Versuchen wurden sdmtliche Substanzen kumulativ zugegeben. Im Anschluss
an den Endotheltest erfolgte bei der A. basilaris erneut eine Vorkontraktion mit PGFy,
(10 [umol/l]). Die Versuche an der A. cerebri anterior wurden ohne Vorkontraktion
durchgefiihrt, d.h. die kumulative Zugabe der Substanzen erfolgte nach Einstellen eines
stabilen Aquillibrierungstonus. Die Substanzen blieben wihrend der gesamten
Versuchszeit in den Vorratsgefaen. Fiir die einzelnen Substanzen ergaben sich damit

folgende Versuchsprotokolle:
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2.43.1 Dosiswirkungskurve Glyceroltrinitrat

Zeit tin [min] Aktion

0 Vorkontraktion mit PGF;, (10 [pumol/1])
10 GTN (0,01 [pmol/1])

12 GTN (0,1 [umol/1])

14 GTN (1 [umol/1])

16 GTN (5 [umol/1])

18 GTN (10 [umol/1])

20 GTN (50 [umol/1])

22 GTN (100 [pmol/1])

25 Arterenol (10 [pumol/I])

30 Auswaschen mit Krebs-Henseleit-Losung

2.4.3.2 Dosiswirkungskurve GTN nach Inkubation mit L-Cystein

Zeit tin [min] Aktion

0 Vorkontraktion mit PGFy (10 [umol/1])
10 L-Cystein (100 oder 500 [umol/1])

15 GTN (0,01 [pmol/1])

17 GTN (0,1 [umol/1])

19 GTN (1 [umol/1])

21 GTN (5 [umol/1])

23 GTN (10 [umol/1])

25 GTN (50 [umol/1])

27 GTN (100 [pumol/1])

30 Arterenol (10 [pumol/I])

35 Auswaschen mit Krebs-Henseleit-Losung
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2.4.3.3 Dosiswirkungskurve GTN nach Inkubation mit Etacrynsaure

Zeit tin [min] Aktion

0 Vorkontraktion mit PGFy (10 [umol/1])
10 Etacrynsdure (10, 20, 50 und 100 [umol/1])
15 GTN (0,01 [pmol/1])

17 GTN (0,1 [umol/1])

19 GTN (1 [umol/1])

21 GTN (5 [umol/1])

23 GTN (10 [umol/1])

25 GTN (50 [umol/1])

27 GTN (100 [pmol/1])

30 Arterenol (10 [pumol/I])

35 Auswaschen mit Krebs-Henseleit-Losung

2.43.4 Dosiswirkungskurve Arterenol

Zeit tin [min] Aktion

0 Vorkontraktion mit PGF, (10 [umol/1])
10 NA (0,01 [umol/1])

12 NA (0,05 [umol/I])

14 NA (0,1 [pmol/1])

16 NA (0,5 [umol/1])

18 NA (1 [umol/1])

20 NA (5 [umol/])

22 NA (10 [umol/1])

24 NA (100 [wmol/1])

30 Auswaschen mit Krebs-Henseleit-Losung
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2.4.3.5 Dosiswirkungskurve Arterenol nach Inkubation mit L-Cystein

Zeit tin [min] Aktion

0 Vorkontraktion mit PGFy (10 [umol/1])
10 L-Cystein (500 [umol/1])

15 NA (0,01 [umol/1])

17 NA (0,05 [pumol/1])

19 NA (0,1 [umol/1])

21 NA (0,5 [umol/1])

23 NA (1 [umol/1])

25 NA (5 [umol/])

27 NA (10 [umol/1])

29 NA (100 [pmol/1])

32 Auswaschen mit Krebs-Henseleit-Losung

2.4.3.6 Dosiswirkungskurve SNAP

Zeit tin [min] Aktion

0 Vorkontraktion mit PGF,, (10 [umol/1])
10 SNAP(0,001 [umol/1])

12 SNAP(0,01 [wmol/I])

14 SNAP(0,05 [umol/l])

16 SNAP(0,1 [wmol/l])

18 SNAP(0,5 [umol/1])

20 SNAP(1 [umol/1])

22 SNAP(5 [umol/I])

24 SNAP(10 [pumol/1])

26 Auswaschen mit Krebs-Henseleit-Losung
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2.4.3.7 Dosiswirkungskurve DEA/NO

Zeit tin [min] Aktion

0 Vorkontraktion mit PGFy (10 [umol/1])
10 DEA/NO (0,001 [umol/1])

12 DEA/NO (0,01 [umol/1])

14 DEA/NO (0,05 [umol/1])

16 DEA/NO (0,1 [umol/1])

18 DEA/NO (0,5 [umol/1])

20 DEA/NO (1 [umol/1])

22 DEA/NO (5 [umol/1])

24 Auswaschen mit Krebs-Henseleit-Losung

Bei einigen Versuchen an der A. basilaris wurde zusétzlich eine kumulative Dosis von

0,25 [umol/I] DEA/NO zugegeben.

2.4.3.8 Dosiswirkungskurve L-Cystein (exemplarisch)

Zeit tin [min] Aktion

0 L-Cystein (10 [umol/1])

7 L-Cystein (50 [umol/1])
14 L-Cystein (100 [pmol/1])
21 L-Cystein (500 [pmol/1])
28 L-Cystein (1000 [umol/1])

35 Auswaschen mit Krebs-Henseleit-Losung
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2.5 Auswertung

Die Anderungen des GefiBBdurchmessers wurden wie oben beschrieben kontinuierlich
vom Schreiber erfasst. Als Bezugspunkte zur Auswertung des Endotheltests und des
Aquillibrierungstonus dienten die Kontraktion mit PGF,, und die Relaxation mit
Arterenol. Die Amplituden wurden in [mm] ausgemessen und addiert, die Relaxation
durch Substance P und der Myogenic tone dazu prozentual ins Verhéltnis gesetzt. Bei
der Auswertung der Versuche mit den verschiedenen Vasodilatatoren wurde auf der
Schreiberfahne der Aquillibrierungstonus und der Tonus am Versuchsende durch eine
gerade Linie verbunden. Die Berechnung der Tonusidnderung erfolgte hier ebenfalls
durch Ausmessen der jeweiligen Amplituden der Schreiberregistrierung in mm und

deren prozentuale Umrechnung.

2.6 Statistik

Die Mittelwerte (x) und die Standardabweichungen der Mittelwerte (SEM) von (n)
Versuchen wurden nach Standardmethoden (Sachs, 1978) berechnet.

Aus den Messwerten der Dosiswirkungskurven wurden die Konzentrationen fiir
halbmaximale Wirkungen (ICsp) durch Logit-Transformation (Haffner et al., 1977)
ermittelt. Die Berechnung erfolgte unter besonderer Beriicksichtigung des steilen
Kurventeils der erstellten Dosiswirkungskurven. Alle Daten wurden durch eine
ANOVA bzw. einen t-Testanalysiert. Die Erstellung aller Berechnungen und Grafiken
erfolgten Mithilfe des Tabellenkalkulationsprogramms MS-Excel 5.0 (Microsoft,
U.S.A.) und GraphPad Prism 2.01 (GraphPad Software Inc., U.S.A.)
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3 Ergebnisse

3.1 Myogenic tone

3.1.1 Arteria basilaris

Die A. basilaris ldsst sich durch Inkubation mit PGF,, (10umol/l) im Vergleich zur
Kontraktion mit KCI (60 pmol/l) nicht vollstdndig kontrahieren. Die Kontraktion mit
PGF,,, erreichte im Mittel 76,97 % £ 1,79 (n=25) des mit KCl erreichten Tonus.

Der Aquillibrierungstonus (myogenic tone) betrug bezogen auf die mit PGF,,, erreichte
Kontraktion 53,05 % * 2,55 (n=41), die dabei erreichten Druckwerte lagen bei 56,46 +
0,84 [mmHg].

3.1.2 Arteria cerebri anterior

Auch die A. cerebri anterior konnte mit PGF;, nicht maximal im Vergleich zu KCl
kontrahiert werden. Die Kontraktion mit PGF;, erreichte im Mittel 83,20 + 4,35 (n=4)
des mit KCI erreichten Tonus.

Der Aquillibrierungstonus der A. cerebri anterior bezogen auf die mit PGF,, erreichte
Kontraktion betrug 71,53 % =+ 1,78 (n=25), die dabei erreichten Druckwerte lagen bei
57,90 £ 0,90 [mmHg].

3.2 Vasomotion

3.21 Arteria basilaris

Bei 50 % (n=52) der durchgefiihrten Versuche konnte eine spontane Vasomotion der A.
basilaris, entweder wihrend der Aquillibrierung oder nach Kontraktion, festgestellt

werden. Die Frequenz betrug 2,60 = 0,11 Zyklen/min. Bei maximaler Relaxation zeigte

sich in keinem Versuch eine Vasomotion.
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3.2.2 Arteria cerebri anterior

Im Gegensatz dazu zeigten nur 20 % (n=30) der Aa. cerebri anteriores eine Vasomotion.
Die Zyklusfrequenz lag hier bei 4,92 + 0,24 Zyklen/min. Wie bei der A. basilaris zeigte

sich die Vasomotion nur wihrend der Aquillibrierung oder einer Kontraktion.

3.3 Nachweis des Endothels

3.3.1 Arteria basilaris

Der Endotheltest ergab eine Substance P induzierte Vasorelaxation von 47,91 % + 2,77
(n=44) in Bezug auf die maximale Relaxation mit Arterenol. Dabei hielt die erreichte
Relaxation nur kurz an. Eine typische Registrierung des Endotheltests der A. basilaris

ist in Abb. 3.1. dargestellt.
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Abb. 3-1: Endotheltest A. basilaris, t in Minuten

3.3.2 Arteria cerebri anterior

Die durch Inkubation mit Substance P erreichte Relaxation bezog sich auf den
Myogenic tone, da sich bei Gabe von Substance P nach Vorkontraktion mit PGF,, keine

Dilatation feststellen lie. Die Relaxation betrug 27,06 % + 1,80 (n=24) in Bezug auf
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die maximale Dilatation mit Arterenol. Abb.3.2. zeigt einen typischen Verlauf des

Endotheltests der A. cerebri anterior.
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Abb. 3-2.: Endotheltest der A. cerebri anterior
34 Wirkungen der Untersuchungssubstanzen an den isolierten
Gefallen
3.4.1 Arteria basilaris

3.4.1.1 Dosiswirkungskurven Glyceroltrinitrat

Die mit PGF,, vorkontrahierten Gefal3e lassen sich auch durch hohe Dosen von GTN
nicht vollstindig dilatieren. Die maximal erreichte Relaxation betrigt im Mittel 42,0 %

+ 3,7 der maximal moglichen Dilatation (Tab. 3-2 und Abb. 3-3).
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Abb. 3-3.: Typischer Kurvenverlauf eines Versuches mit akkumulierten Gaben von
GTN an der A. basilaris des Schweins

Bei der Vorinkubation mit L-Cystein (500 pmol/l) zeigt sich eine kurzfristige
Kontraktion der A. basilaris. Der GefdBtonus erreicht nach ca. 10 Minuten wieder das
Ausgangsniveau. Eine Dosiswirkungsbeziehung kann nicht signifikant gesichert
werden, es zeigen sich zu hohe Abweichungen zwischen den einzelnen Versuchen. Die

Abb. 3.4. zeigt jedoch einen Kurvenverlauf.

>

2 min

I T

10 50 100 500 1000 Wash

Dilatation Kontraktion

<

Abb. 3-4.: Dosiswirkungskurve L-Cystein (Zahlen entsprechen umol/l L-Cystein)
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Tabelle 3-1: Gefaf3tonus in % auf die kumulative Gabe von L-Cystein

Konzentration L-Cystein Gefifitonus in %
(in pmol/l) (0 % Myogenic tone,
100% Kontraktion mit KCl)
10 9,53 £1,42
20 19,82 £ 2,19
100 35,94 + 1,42
500 47,17 £3,74
1000 40,92 + 5,79
100
90
X 804
£ 70
g 60-
S 504
| 401
o 307
20+
10+
0_
T T T T T — 1
5 4 3

L-Cystein [logM]

Abb. 3-5: A. basilaris Dosiswirkungskurve L-Cystein

Durch eine Vorinkubation mit L-Cystein (500 pmol/l) verringert sich der pD,-Wert
(ICsp) fiir die halbmaximale vasodilatatorische Wirkung von GTN um den Faktor 2,21,
(Tabelle 3-2), somit ein signifikanter Unterschied (p<0, 05). Die maximal erreichte
Dilatation betrdgt hier 30, 3% + 2, 2%.

Durch die vorherige Zugabe von Etacrynsdure (20 umol/l) lasst sich die durch GTN
hervorgerufene Dilatation einschranken (ICsy Faktor 4, 26), die maximale Relaxation
betrigt 70, 0% + 3, 6% (Tabelle 3-2). Somit ldsst sich eine signifikante Abschwichung
nachweisen (p<0, 001). Exemplarische Versuche mit Etacrynsdure 50 und 100 pmol/l

zeigen eine fast vollstandig unterdriickte dilatative Wirkung von GTN. Lediglich bei 50
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bzw. 100 umol/l GTN zeigt sich noch eine sehr geringe Relaxation. Versuche mit

Etacrynsdure 10 pmol/l zeigten einen zur nicht vorinkubierten Dosiswirkungskurve fast

gleichen Kurven-verlauf.

Tabelle 3-2: Gefidfitonus der mit PGF,, vorkontrahierten und NA maximal dilatierten
A. basilaris des Schweins auf die kumulative Gabe von Glyceroltrinitrat (GTN) alleine,

in Anwesenheit von L-Cystein und Etacrynsdure (*, P<0, 05, gegeniiber den Werten fiir

GTN alleine; ***, P<0,001)

Konzentration Gefifltonus in %
(100% = vollstiindige Kontraktion, 0% = vollstiindige Relaxation)
GTN GTN alleine GTN (n=7) + GTN + EA 20 pmol/l
(logM) (n=13) L-Cystein 500 pmol/l (n=6)
0,01 100,0 + 0,0 98,0 £ 1,0 100,0 £ 0,0
0,1 100,0 + 0,0 96,4+ 1,8 100,0 £ 0,0
1 96,4+ 1,1 89,7£29 100,0 £ 0,0
5 82,6 +£2,2 75,5 +£3,7 97,0 £ 0,5
10 76,7 +3,3 66,8 £ 3.5 94,9 + 0,6
50 473 +3,5 33,8 +£2,0 75,1 +£2,1
100 42,0+ 3,7 303+£22 70,0 + 3.6
pD2 (ICs) 4,28 + 0,09 4,62 £+ 0,08* 3,65 + 0,05%**




41

100-
X 804 —— GTIN
£ —— GTN + L-Cys 500
é 60 ——GIN+EA10
S —— GTIN+EA20
& 404
g ——GTN+EA 50
O —— GTN + EA 100
20
0_
I e N I
-8 7 -6 -5 -4
GTN [logM]

Abb. 3-6: GTN Dosiswirkungskurven ohne und nach Vorinkubation mit L-Cystein (500
umol/l), sowie Etacrynsdure (10, 20, 50 und 100 pmol/l) an der A. basilaris des
Hausschweins. 100% entsprechen der Vorkontraktion mit PGF,,, 0 % entsprechen der

maximalen Dilatation durch NA.
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Abb. 3-7: GTN Dosiswirkungskurven ohne und nach Vorinkubation mit L-Cystein (500
umol/l), sowie Etacrynsdure (20 umol/l) an der A. basilaris des Hausschweins. 100%
entsprechen der Vorkontraktion mit PGF,,, 0 % entsprechen der mit GTN maximal
erreichten Dilatation (*, P<0, 05; *** P<0, 0001 gegeniiber den Werten fiir GTN

alleine).
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3.4.1.2 Dosiswirkungskurven Arterenol (NA)

Die Basilararterie ldsst sich durch die Gabe von Noradrenalin vollstindig dilatieren.
Dabei liegt der Wert fiir die halbmaximale vasodilatatorische Wirkung (PD;) bei 5,66 +
0,05. Durch vorherige Inkubation mit L-Cystein (500 umol/l) verringert sich der PD,-
Wert um den Faktor 2,14 (siche Tabelle 3-4). Dies entspricht keiner signifikanten

Verdnderung. Die Dosiswirkungskurve konnen der Abb. 3-10 entnommen werden.

Tabelle 3-3: GefdB3tonus der mit PGF,, vorkontrahierten A. basilaris des Schweins auf
die kumulative Gabe von Arterenol (*, P<0, 01, gegeniiber den Werten fiir NA alleine)

Konzentration Gefilitonus in %
NA NA alleine NA (n=6) +
(in pmol) (n=6) L-Cystein 500 pmol/l
0,01 100,0 £ 0,0 100,0 £ 0,0
0,05 100,0 + 0,0 100,0 £ 0,0
0,1 100,0 £ 0,0 972+1,7
0,5 91,0+ 14 77,3 +5.2
1 79,3 +£4,0 52,5+6,9
5 21,2147 49+24
10 2,0+2,0 0,0 £0,0
100 0,0+0,0 0,0£0,0
pD; 5,66 £ 0,05 5,99 + 0,06**
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Abb. 3-8: Arterenol (NA) Dosiswirkungskurven ohne und nach Vorinkubation mit
L-Cystein (500 umol/l) an der A. basilaris des Hausschweins (**, P<0, 01, gegeniiber
den Werten fiir NA alleine)
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3.4.1.3 Dosiswirkungskurven DEA/NO

Der direkte NO-Donor DEA/NO bewirkt auf das vorkontrahierte Gefd3 eine
vollstindige Relaxation bei einer Dosis von 5 pmol/l. Der PD,-Wert liegt bei 6,70 +
0,08 (sieche Tab. 3-5). Dies entspricht gegeniiber dem PD,-Wert von GTN einer 245-
fach stiarkeren Wirkung. Der Verlauf der Dosiswirkungskurve ist der Abb. 3-11 zu

entnehmen.

Tabelle 3-4: Gefdf3tonus in % A. basilaris (100 % entsprechen der Vorkontraktion mit
PGF 2a, 0 % der maximalen Dilatation)

Konzentration Gefalitonus in %
DEA/NO DEA/NO
(in pmol) (n=6)

0,01 99,5+0,3
0,05 90,6 + 2,7
0,1 80,2 +5,2
0,25 48,9+ 13,9
0,5 14,7+5,0
1 2,1+1,0
5 0,0+ 0,0
pD; 6,70 + 0,08
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Abb. 3-9: Dosiswirkungskurve DEA/NO an der A. basilaris des Hausschweins.

3.4.2 Arteria cerebri anterior

3.4.2.1 Dosiswirkungskurven Glyceroltrinitrat

Die A. cerebri ldsst sich ebenso wie die Basilararterie nicht durch hohe Gaben
Glyceroltrinitrat vollstindig relaxieren. Die maximale Dilatation bei einer kumulativen
Dosis von 100 pmol/l GTN betragt 41,4% + 3,0%. Der pD,-Wert (ICsy) fir die
halbmaximale vasodilatatorische Wirkung ist 4,25 + 0,06, der pD,-Wert (ECs) betrigt
4,92 +0,03.

Nach Zugabe von L-Cystein (500 pmol/l) kann, wie schon bei der A. basilaris
beschrieben, eine kurzzeitige Kontraktion des Gefifles beobachtet werden. Die
Vorinkubation mit 500 umol/l L-Cystein hat im Gegensatz zur A. basilaris keinen
signifikant verstirkenden Effekt auf die relaxierende Wirkung von GTN (ICsy Faktor
1,23). Die A. cerebri anterior wird auf bis zu 37,7% £ 1,2% dilatiert, der pD,-Wert
(ICsp) betriagt 4,34 £ 0,05.

Etacrynsdure (20 pmol/l) beeintrachtigt die Dilatation der A. cerebri anterior auf die

Gabe von GTN (ICsy Faktor 2,63) nicht so stark wie die A. basilaris, jedoch ebenfalls
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signifikant (p<0, 001). Die maximale Relaxation betrdgt 59,5% + 2,3%, der pD,-Wert
(ICso) liegt bei 3,83 + 0,06.

Die Dosiswirkungskurven sowie die dazugehorigen Werte sind den Abbildungen 3-12

bis 3-15 bzw. den Tabellen 3-6 und 3-7 zu entnehmen.

Tabelle 3-5: Gefifitonus der mit PGF,, vorkontrahierten und NA maximal dilatierten
A. cerebri anterior des Schweins auf die kumulative Gabe von Glyceroltrinitrat (GTN)

alleine, in Anwesenheit von L-Cystein und Etacrynsdure (*, P<0, 001, gegeniiber den
Werten fiir GTN alleine)

Konzentration Gefif}tonus in %
GTN GTN alleine GTN (n=6) + GTN + EA 20 pmol/l
(in pmol) (n=6) L-Cystein 500 pmol/l (n=5)
0,01 100,0 £ 0,0 100,0 £ 0,0 100,0 £ 0,0
0,1 100,0 £ 0,0 100,0 £ 0,0 100,0 £ 0,0
1 96,8 + 0,4 95,7+ 1,4 100,0 £ 0,0
5 83,4+0,7 82,5+24 92,9 +0,8
10 75,6 1,2 74,1 £ 2.4 89,0 £ 1,1
50 504+24 484 +23 66,3+ 1,7
100 41,4+3,0 37,7+ 1,2 59,5+23
pD: (ICs) 4,25+ 0,06 4,34 + 0,05 3,83 £ 0,06%**
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Abb. 3-10: GTN Dosiswirkungskurven ohne und nach Vorinkubation mit L-Cystein
(500 pumol/l) sowie Etacrynsdure (20 umol/l) an der A. cerebri anterior des
Hausschweins. 100% entsprechen der Vorkontraktion mit PGF,, 0 % entsprechen der

maximalen Dilatation durch NA (*, P<0, 05, gegeniiber den Werten fiir GTN alleine)
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3.4.2.2 Dosiswirkungskurven SNAP und DEA/NO

Die beiden NO-Donoren SNAP und DEA/NO relaxieren die A. cerebri anterior bei 5
umol/l vollstandig. Die PD,-Werte konnen der Tab. 3-6 entnommen werden. Sie liegen
um den Faktor 891 (SNAP) bzw. 575 (DEA/NO) niedriger als der PD,-Wert der
Dosiswirkungskurve mit GTN. In der relaxierenden Wirkung der beiden Substanzen

gibt es keinen signifikanten Unterschied. Die Kurvenverldufe zeigt Abb. 3-11

Tabelle 3-6: GefiBitonus in % A. cerebri anterior (100 % entsprechen der Vorkon-

traktion mit PGF 2a, 0 % der maximalen Dilatation)

Konzentration Gefiafitonus in %
SNAP DEA/NO
(in umol) (n=5) (n=6)
0,001 100,0 £ 0,0
0,01 89,2+ 1,0 943+1,9
0,05 50,3 +£3,7 69,3+ 7,1
0,1 346+4,0 43,5+5,9
0,5 17,8+ 1,8 17,3+1,9
1 8,3+1,0 10,8 +2,6
5 0,0 0,0
10 0,0
pD: 7,20 = 0,05 7,01 + 0,08
100+
X 804
R=
é 60
e —a- SNAP
| 40- —+« DEA/NO
[P
&}
20
0_

-9 —8I III-7 II—6I III-5
SNAP und DEA/NO [logM]

Abb. 3-11: SNAP- und DEA/NO-Dosiswirkungskurven an der A. cerebri anterior des

Hausschweins.
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4 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde die Wirkung von Nitraten auf isolierte zerebrale
GefaBe des Schweins untersucht. Durch die Applikation therapeutischer Dosen GTN
kommt es zu keiner nennenswerten Dilatation sowohl der A. cerebri anterior, als auch
der A. basilaris. Folglich wird die in vivo zu beobachtende Dilatation zerebraler Gefil3e
iiber andere Mechanismen vermittelt, als dies in anderen Korperregionen der Fall ist.
Ein mdglicher Faktor ist eine direkte Wirkung von Stickstoffmonoxid auf neuro-

humerale und nozizeptive Strukturen.

4.1 Perfusionsmodell und Ultraschallmesstechnik

Ein Ziel war es die Vasomotion - Kontraktion und Relaxation - der Zerebralarterien in-
vitro moglichst unter physiologischen Bedingungen zu untersuchen. Hierzu wurde das
Perfusionsmodell eingesetzt, bei dem ein zerebrales Gefalsegment durchstromt wird.
Im Gegensatz zu den meisten anderen Methoden werden hierbei keine GefaBringe
kiinstlich vorkontrahiert. Ein zusitzlicher wichtiger Vorteil ist die Trennung von Extra-
und Intravasalraum.

Zur Messung der GefdaBweite wurde die Ultraschalltechnik eingesetzt. Diese erlaubt
eine nahezu berlihrungslose Messung der Vasomotion. Eine &hnlich schonende
Vorgehensweise ist die technisch viel aufwendigere und storanfilligere Methode der
quantitativen Registrierung des aus einer Lichtquelle einfallenden Lichtes auf ein
GefaB.

Die mit dieser Methode im Rahmen dieser Arbeit gewonnenen Ergebnisse waren gut

reproduzierbar.
4.2 Gefiflanatomie und Physiologie der zerebralen Gefille des
Schweins

Die GefdaBle des Schweins wurden schon vielfach zu Versuchszwecken verwendet, da
ihre vaskuldre Physiologie gut mit der des menschlichen Organismus iibereinstimmt

(Beglinger et al., 1975; Dodds 1982). Es gibt jedoch auch einige Unterschiede im
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Vergleich zu den am Menschen beobachteten Effekten auf die verschiedenen
eingesetzten Substanzen. Dennoch eignet sich das verwandte Versuchsmodell gut zur
Charakterisierung des Verhaltens zerebraler Gefdlle gegeniiber den untersuchten

Agenzien.

4.3 Myogenic tone

Als ,,myogenic tone* bezeichneten Winquist et al. (1982) den in in-vitro Versuchen mit
Zerebralarterien des Schweins sich nach durchschnittlich 40 Minuten einstellenden
Aquillibrierungstonus, welcher auch an menschlichen Zerebralarterien beobachtet
wurde (Whalley et al., 1987). Dieses stimmt mit den in dieser Arbeit erhobenen
Ergebnissen gut iiberein. Der Aquillibrierungstonus betrug, wie oben angegeben, bei der
A. basilaris 53,05 % £ 2,55 im Bezug auf die mit PGF,, erreichte Kontraktion und
71,53 % + 1,78 bei der A. cerebri anterior. Ahnliche Werte (43,77 %) fiir den
Aquillibrierungstonus wurden in-vitro an der Basilararterie des Affen erhoben (Sipkema
et al., 1996). Dabei hingt der erreichte Tonus vom extrazellularen Kalziumgehalt und
vom Membranpotential ab und wird durch die Gabe von Kalziumantagonisten
aufgehoben (Quayle et al., 1993). Langton und Standen (1993) machen eine héhere
»open-state“~-Wahrscheinlichkeit der L-Typ-Kandle bei Spannungen im Bereich des
Ruhemembranpotentials und den damit verbundenen stindigen Ca®"-Influx fiir den

arteriellen Tonus der Zerebralarterien verantwortlich.

4.4 Vasomotion

Beide Arterien, die A. basilaris mehr als die A. cerebri anterior, zeigten eine spontane
Vasomotion mit jedoch unterschiedlichen Frequenzen, welche bei maximaler Dilatation
des GefdBes nicht auftrat. Ahnliche rhythmische Oszillationen wurden sowohl beim
Menschen (Meyerson et al., 1991) als auch an anderen Tieren und GefaB3en beschrieben
(Lamb et al. 1985; Mulvany, 1988; Osol und Halpern, 1988). Fujii et al. (1990 I)
zeigten Vasomotion bei in-vivo Versuchen mit Basilararterien der Ratte. Durch
Vasorelaxation wurde die Vasomotion beendet. Sowohl Frequenz, als auch Amplitude

waren vom Druck abhéngig. Eine Abnahme des Blutdruckes fiihrte zu einer Zunahme
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der Amplitude und Abnahme der Frequenz (Morita et al., 1993). Die in einer weiteren
Arbeit von Fujii et al. (1990 II) erhobenen Befunde lassen den Schluss zu, dass die
kontraktile Phase der Vasomotion von der extrazellularen Ca>" Konzentration und die
dilatative Phase vom extrazelluldren K Gehalt abhiingig sind. Diese Theorie wird durch
eine weitere Studie (McPherson et al.1995) unterstiitzt, in der rhythmische Oszillationen
im Membranpotential der A. cerebri media der Ratte festgestellt wurden. Hierbei konnte
die depolarisierende Phase der Oszillation durch Blockade der spannungsabhéngigen
Kalzium-Kanile mittels Nifedipin und die hyperpolarisierende Phase durch Blockade

von K'-Kanilen durch 4-AP unterbrochen werden.

4.5 Wirkung von Vasokonstriktoren

4.5.1 Kaliumchlorid (KCl)

Die konstriktorische Wirkung von Kaliumchlorid auf glatte Muskelzellen arterieller
Gefille wird durch eine auf dem Ausgleich des Kalium-Konzentrationsgradienten
beruhende Abnahme des Membranpotentials (Depolarisation) induziert, die zu einem
Einstrom extrazelluldren Kalziums durch spannungsabhingige Kalziumkanile (VOCs)
in den Intrazellularraum fiihrt (Bolton, 1979). Kojda et al. (1992) haben eine signifikant
hohere Empfindlichkeit der A. basilaris des Schweins auf die Gabe von KCI gegeniiber
koronaren und ulnaren Arterien beschrieben. Diesem Ergebnis konnen verschiedene
Ursachen zu Grunde liegen. Zum Einen koénnten sich die VOCs vaskuldrer glatter
Muskelzellen in den verschiedenen arteriellen Stromgebieten unterscheiden. Selbst
wenn es sich in beiden Fillen ausschlieBlich um L-Typ-Kanéle handelt, so besteht die
Moglichkeit, dass es verschiedene Subtypen gibt (Alborch et al., 1995).

Ein weiterer Erkldrungsansatz konnte eine unterschiedliche Gewebsempfindlichkeit
oder Kalziumleitfdhigkeit sein. Eine Kalziumfreisetzung ist Voraussetzung fiir die
Aktivierung der Myosinleichtkettenkinase (Meininger und Davis, 1992). KCI kdénnte
neben dem depolarisationsbedingtem Kalziumeinstrom durch VOCs auch den Grad der
Phosphorylisierung von Myosin beeinflussen. Rembold (1992) beobachtete diesen als
,[Ca”"]; sensitivity of phosphorylation bezeichneten Mechanismus an der A. carotis
des Schweins. Somit konnte die Sensibilitdt der Zerebralarterien auf KCIl-Gaben héher

sein, als in anderen arteriellen Stromgebieten. Die Leitfahigkeit von spannungsabhén-



52

gigen Kalziumkandlen vom L-Typ in glatten Muskelzellen kann durch Phospho-
rylierung der a;-Untereinheit des Kanalproteins reguliert werden (Hofmann et al.,
1987). Daher wiére es moglich, dass eine unterschiedliche Regulation von L-Typ-
Kalziumkanilen fiir die vergleichsweise groBere KCl-Empfindlichkeit der Basilar-
arterien des Schweins verantwortlich ist. Ein Beleg fiir diese Annahme ldsst sich
moglicherweise anhand des bereits oben erwihnten Aquillibrierungstonus entnehmen.
Wie allgemein anerkannt hidngt die muskuldre Kontraktilitit vom cytoplasmatischen
ATP-Gehalt ab. Der im Vergleich hohere Muskeltonus der Basilararterie konnte mit
einem hoheren cytoplasmatischen ATP-Umsatz im Cytoplasma der glatten Muskelzelle
einhergehen und somit zu einer erhohten Leitfdhigkeit der spannungsabhingigen
Kalziumkanile fithren.

Das Membranpotential in Ruhe betrug ca. .60 mV, bei maximaler Kontraktion ca. —35
mV (McPherson et al., 1995) und unterscheidet sich damit kaum von dem anderer
Arterien.

Die in der vorliegenden Arbeit zur Kontraktion verwendete Konzentration von 60
mmol/l KCI fiihrte in anderen in-vitro Studien an der Basilararterie des Schweins
(Kojda et al., 1992), der Basilararterie des Kaninchens (Petersson et al., 1993; Chulia et
al., 1995), der Zerebralarterien der Ratte (Hempelmann und Ziegler, 1993; McPherson
et al., 1995; Hogestitt und Anderson, 1984) und an der Schwanzarterie der Ratte (Neild
und Kocheta, 1987) zu einer starken Kontraktion. Dieses stimmt gut mit den an
menschlichen Basilararterien durchgefiihrten in-vitro Untersuchungen iiberein (Rose et
al., 1979; White, 1987; White und Robertson, 1987; Iwanov und Moulds, 1990; Schrér
und Verheggen, 1988).

4.5.2 Prostaglandin Fy, (PGF2,)

Aus der grolen Familie der genuinen Prostaglandine werden verschiedene Substanzen
therapeutisch  genutzt. Der Einsatz von PGF,, beruht auf den stark
unteruskontrahierenden Eigenschaften dieses Prostaglandins. Dariiber hinaus besitzen
einige Prostaglandine aber auch eine ausgeprigte vasokonstriktorische Wirkung auf
arterielle GefaB3e verschiedener Spezies (Mensch, Katze, Schwein, Hund, Affe, Ratte)
und Korperregionen (Femoralarterie, Fingerarterien, Mesenterialarterien, Koronar-

arterien, renale Arterien, Zerebrale Arterien) (Kawai und Ohhashi, 1990; Uski et al.,
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1984; Rose et al., 1979; Nakajima und Ueda, 1990; Kojda et al., 1992; Toda und Onoue,
1988; Sipkema et al., 1996; Hogstitt und Uski, 1987). Die in der vorliegenden Arbeit an
der Basilararterie des Schweins erhobenen Ergebnisse fiigen sich nahtlos ein. In
vergleichenden Untersuchungen mit verschiedenen Prostaglandinen an isolierten
menschlichen Arterien der Pia mater und der A. basilaris der Katze konnten
unterschiedliche Wirkstdrken und maximale Effekte gezeigt werden (Uski und
Andersson, 1984, Uski et al., 1984). Dabei wird die von PGF,, vermittelte Kontraktion
vermutlich iiber zwei verschiedene Rezeptoren vermittelt. Einer dieser Rezeptoren ist
wahrscheinlich der Thromboxan A,-sensitive (TXA;) Rezeptor (Uski, 1988). In dieser
Studie wurde durch Zugabe des TXA2-Antagonisten AH 23848 die Wirkung von
U46619 (ein stabiles Thromboxan A2-Analogon) kompetitiv gehemmt, ohne den
maximalen Effekt zu beeinflussen. Im Gegensatz dazu wurde die durch PGF;,
induzierte Kontraktion durch Gabe hoherer Konzentrationen von AH 23848 nicht
kompetitiv gehemmt, was die Vermutung nahe legt, dass ein weiterer Rezeptor die
Wirkung von PGF,, vermittelt. Ahnliche Ergebnisse konnten in einer anderen
Untersuchung mit dem TXA2-Rezeptorantagonisten S-145 erhoben werden (Nakajima
et Ueda, 1990). Letztendlich ist es jedoch unklar, ob es sich bei dem zweiten Rezeptor
um einen sog. PGF,, sensitiven (FP)-Rezeptor oder um einen Subtyp des TXA2-
Rezeptors handelt. Die Stimulation dieser Rezeptoren fithrt zum Einen zu einem Ca”'-
Influx und zum Anderen zu einer Freisetzung intrazelluldrer Ca**-Speicher (Alborch et
al., 1995).

Die durch PGF,, ausgeloste Kontraktion ist in verschiedenen Spezies unterschiedlich
stark ausgeprigt. So kontrahieren KCl und PGF,, die Basilararterien des Rhesusaffen
anndhernd gleich (Sipkema et al., 1996), widhrend beim Menschen die maximale
Kontraktion mit PGF,, zwei- dreimal so stark ausgeprégt ist, wie mit KCI (Rose et al.,
1979). Trotzdem eignet sich dieser Vasokonstriktor, wie schon in vielen Arbeiten
vorher, als Mediator fiir die vergleichenden Untersuchungen an verschiedenen
Zerebralarterien des Schweins.

Dartiiber hinaus spielte auch die Vorstellung, dass die in-vitro durch PGF,, erzeugten
Kontraktionen der Gefdfle mdglicherweise ein Modell fiir pathologisch ausgeloste

Vasospasmen sein konnten. So ist schon sehr lange bekannt, dass Prostaglandine eine
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wichtige Rolle bei der Entstehung zerebraler Vasospasmen nach einer Subarachnoidal-

blutung spielen (Yokata et al., 1991; White und Hagen, 1982, Pickard, 1981).

4.6 Wirkung von Vasodilatatoren

4.6.1 Norepinephrin (NE)

Die Wirkungen von Noradrenalin werden iiber Adrenorezeptoren vermittelt, die sich in
a1, 0, B1 und B, Subtypen unterteilen lassen. Nach einer Stimulation postsynaptischer
o1- bzw. on-Rezeptoren kommt es durch eine Erhoéhung der intrazelluldren
Kalziumkonzentration zur Kontraktion der glatten Muskelzellen. Die Freisetzung des
Kalziums aus dem  endoplasmatischen  Retikulum  wird durch  das
Phosphatinositolsystem gesteuert (Schmidt und Thews, Springer 1996). Sowohl ROCs
(rezeptorgesteuerte Kalziumkanile) als auch VOCs (spannungsabhingige Kalzium-
kanile) sind am Kalziumeinstrom durch die Muskelzellmembran beteiligt (Bolton,
1979). NA erhoht die Offenwahrscheinlichkeit von spannungsabhidngigen
Kalziumkanélen, so dass es schon bei nahezu physiologischem Membranpotential zu
einem Kalziumeinstrom kommen kann (Nelson et al., 1990). Die Existenz eines
katecholamingesteuerten ROCs ist noch nicht gesichert.

Im Gegensatz zu den a-Rezeptoren bewirkt eine Stimulation der B-Rezeptoren am
glatten GefaBBmuskel einen hemmenden Effekt (Wang und Lee, 1986). Die Bindung von
Noradrenalin an einen f;-Rezeptor flihrt wahrscheinlich iiber eine Aktivierung der
Adenylatzyklase via G-Protein und einem damit verbundenem Konzentrationsanstieg
von cAMP zu einer Dilatation (Rembold,1992; Song und Simard, 1995). Dabei wird ein
Teil der Vasorelaxation iiber ATP-sensitive K'-Kanile (Kitazono et al., 1993; Faraci
und Sobey, 1996, siche Abbildung), ein anderer iiber Ca**-abhingige-K -Kanile (Faraci
und Sobey, 1996; Song und Simard, 1995; Kitazono et al., 1995). Die Erhohung des
intrazelluliren cAMP-Spiegels fithrt zu einem erhdhten Ausstrom von K' durch diese
Kanile. Dadurch kommt es zu einer Hyperpolarisation der Zelle, was zu einem
Verschluss der VOCs und schlieBlich iiber eine Verminderung des intrazelluldren

Kalziums zu einer Dilatation fiihrt.
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Der L-Arginin/NO-Mechanismus trigt zur 3-Adrenorezeptor vermittelte Vasorelaxation
Zerebraler Arterien bei (Hempelmann und Ziegler, 1993). In Thren Versuchen wurde in
Anwesenheit von N®-nitro-L-Arginin (L-NOARG), einem Inhibitor der NO-Synthase,
die durch NA verursachte Dilatation der Basilararterie von Ratten deutlich
abgeschwicht. Das freigesetzte NO stamme aus dem Endothel und nicht aus der
vaskuldren glatten Muskelzelle. Zum gleichen Ergebnis gelangen Arribas et al. (1997),
die als NO-Synthase Hemmer N-nitro-l-arginin Methyl Esther verwandten. Dem
widersprechen Kitazono et al. (1993), die bei Ihren Versuchen ebenfalls mit N®-nitro-L-
Arginin Methyl Esther keine Abschwichung der durch NA verursachten Relaxation
beobachten konnten.

Im Gegensatz zum Menschen (Toda, 1974; Iwamov und Moulds, 1986; Schrér und
Verheggen, 1988) und Hunden (Toda et al., 1986) fiihrte NA bei den in dieser Arbeit
verwendeten Zerebralarterien des Schweins zu einer Vasorelaxation. Dieser Effekt ist
auch von vielen anderen Autoren auch an anderen Spezies beobachtet worden
(Schwein: Wang und Lee, 1986; Ratte: Kitazono et al., 1993; Hempelmann und Ziegler,
1993; Arribas et al., 1997; Rind: Cheng und Shibata, 1978; Ayajiki und Toda, 1990;
Katze: Edvinsson und Owman, 1974). Dies wird in den genannten Arbeiten mit einem
Uberwiegen der B;-Rezeptoren in den Zerebralarterien der untersuchten Tiere erklirt.
Dieser Effekt wird iiberwiegend in den hinteren Regionen der Zerebralen

Gefallversorgung beobachtet (Hempelmann und Ziegler, 1993).

4.6.2 Substance P

Substance P wurde zum Nachweis eines intakten Endothels bei jedem einzelnen
Versuch eingesetzt. Es handelt sich hierbei um ein Peptid, welches ausschlieBlich zu
einer kurzandauernden, endothelabhéngigen Vasodilatation fiihrt (Furchgott, 1983).
Dieser Effekt wurde an den Zerebralarterien verschiedener Spezies beobachtet (Mensch:
Onoue et al., 1993; Schwein: Fiscus et al., 1992; Hund: Stubbs et al., 1992; Tsuji und
Cook, 1992). Substance P wird zusammen mit dem Calcitonin-gene-related Peptid in
sensorischen Nervenfasern, welche die Adventitia-Media-Liicke der meisten
muskuldren Arterien versorgen, gefunden (Fiscus et al., 1992). Die Vasodilatation wird
wahrscheinlich iiber einen Subtyp der Neurokinin-Rezeptoren (NK;) vermittelt (Escott

et al., 1995; Stubbs et al., 1992). Dadurch kommt es durch eine Aktivierung der NO-
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Synthase zur Freisetzung von NO aus dem Endothel und somit zur Relaxation
(Petersson et al., 1995; Onoue et al., 1988).

Substance P setzt PGI,, ein vasodilatierendes Prostaglandin, in Endothelzellen frei und
fiihrt so ebenfalls zu einer Vasorelaxation (Onue et al., 1988).

Moglicherweise ist ein dritter Mechanismus an der durch Substance P vermittelten
Vasorelaxation beteiligt. Substance P konnte durch eine Membranhyperpolarisation zu
einer Dilatation der Gefédlle fiihren (Petersson et al., 1995). Ob an diesem Mechanismus
ATP-sensitive-K -Kanile beteiligt sind, ist unklar (Brayden, 1990; Petersson et al.
1995).

4.7 Glyceroltrinitrat (GTN)

Organische Nitrate haben eine gefilldilatierende Wirkung. Als wichtigstes Ergebnis
dieser Arbeit zeigte sich, dass es an den zerebralen Gefdlen des Schweins zu keiner
nennenswerten Relaxation nach Perfusion mit therapeutischen Dosen des
Nitrovasodilatators Nitroglycerin kam. Es konnte weder bei der A. basilaris noch bei A.
cerebri anterior eine maximale Dilatation erreicht werden. Die maximale GTN-Dosis
lag bei 100 pumol/I.

Im Gegensatz dazu relaxieren die spontanen NO-Donatoren SNAP und DEA/NO die
untersuchten Gefaf3e vollstindig.

Eine ebenfalls nicht vollstindige Relaxation auf die Gabe von 100 umol/l Nitroglycerin
lie3 sich bei in-vitro Versuchen an der Basilararterie des Schafes (Pearce et al., 1994),
des Meerschweinchens (Olesen et al., 1990) und des Kaninchens (Ohta et al., 1993)
beobachten.

Dies steht im Widerspruch zu von anderen Autoren erhobenen Ergebnissen. Onoue et
al. (1993) erreichten bei in-vitro Versuchen an Asten der A. cerebri media des
Menschen eine fast vollstdndige Relaxation auf Gabe von 1 umol/l Nitroglycerin. Zu
dhnlichen Resultaten kamen Toda et al. (1991) bei Versuchen an Zerebralarterien des
Affen. Bei den o.g. Versuchen wurden jedoch ausschlieBlich arterielle Ringe, die in
einer Apparatur kiinstlich vorgespannt wurden verwandt. Bei den in der vorliegenden
Arbeit durchgefiihrten Versuchen wurde die in Abschnitt 2 erliuterte
Perfusionsmethode benutzt, die bis auf die fehlende Pulsatilitit den physiologischen

Bedingungen eher entspricht.
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Bei in-vive Versuchen an verschiedenen Spezies mit verschiedenen Methoden konnte
ebenfalls die relaxierende Wirkung von Nitroglycerin auf die Hirngefdf3e nachgewiesen
werden. Fujii et al. (1991) zeigten dies durch direkte Beobachtung der A. basilaris der
Ratte durch ein kraniales Fenster. Kistler et al. (1979, 1982) erhoben &hnliche
Ergebnisse mittels Angiographie an der A. basilaris des Hundes, bzw. der A. cerebri
media des Affen. Auch beim Menschen kann die dilatierende Wirkung von
Nitroglycerin auf Hirnarterien beobachtet werden. Die Bestimmung der Gefalweite
erfolgte iiber direkte oder indirekte Methoden. Hannerz und Greitz (1992) maflen den
GefaBBdurchmesser der A. Dbasilaris anhand von Bildern, die mit ecinem
Kernspintomographen erstellt wurden. Andere Autoren bestimmten das Gefaflumen
indirekt iiber eine Flussgeschwindindigkeitsmessung durch transkraniale Doppler
Messung, d. h. eine Reduktion der Flussgeschwindigkeit représentiert eine Dilatation
des Gefilles (Dahl et al., 1989; Zanette et al., 1991; Iversen et al., 1989; Iversen, 1995).
In-vivo Versuche unterliegen jedoch vollkommen anderen Voraussetzungen als in-vitro
Versuche, da bei in-vitro Versuchen perivaskuldre Strukturen und neurohumorale
Einfliisse (z.B. CGRP) nicht mit untersucht werden kénnen.

Der Mechanismus, 1iiber den Nitrovasodilatatoren zu eciner Relaxation an
Zerebralarterien fiihren, ist moglicherweise verschieden gegeniiber dem in anderen
GefaBgebieten. Als Ursache hierfiir scheidet eine mangelnde Wirkung von NO aus, da
die untersuchten Zerebralarterien auf die Gabe direkter NO-Donatoren (SNAP, DEA-
NO) mit einer maximalen Dilatation reagierten.

Zu diskutieren ist eine ,,neurogene* Dilatation, die bedingt durch die in-vitro-
Praparation und der damit verbundenen weitgehenden Zerstorung perivaskuldrer Nerven
bei den Versuchen in dieser Arbeit nicht miterfasst wurden. Wei et al. (1992) zeigten in-
vivo an der Katze, dass Nitroglycerin zu einer Freisetzung von calcitonin gene-related
peptide (CGRP) aus sensorischen Nervenfasern des Trigeminus fiithrt. CGRP relaxiert
die Blutgefile endothelunabhingig {iiber eine Stimulation der Adenylatcyclase
(Edwards et al., 1991; Nilsson et al., 1992; Ikegaki et al., 1989). Eine Ganglionektomie
(Trigeminus) fiihrte zu einer deutlichen Abschwéchung der relaxierenden Wirkung von
Nitroglycerin. Das gleiche Ergebnis wurde durch einen CGRP-Antagonisten erzielt.
Diese Theorie wird durch Ergebnisse von Alessandri et al. (1993) unterstiitzt. Sie
mallen erhohte CGRP-Spiegel nach Provokation von Cluster-Kopfschmerz-Attacken

durch GTN in der Jugularvene beim Menschen. Zu einem anderen Ergebnis am
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Menschen kamen andere Autoren, die zeigten, dass CGRP nicht an der durch GTN
verursachten Relaxation groBer Zerebralarterien beteiligt ist (Iversen et al., 1993). Somit
ist denkbar, dass ein Teil der durch GTN verursachten Relaxation durch Neuropeptide
verursacht wird.

Eine mdglicher weiterer Grund fiir die schwache Dilatation ist ein Mangel an
Thiolgruppen. Dies wird in Kapitel 4.8 erldutert.

Als Ursache fiir diese unterschiedlichen Resultate konnten mehrere Griinde in Frage
kommen. Die Wirkungen von GTN kdnnten von der Spezies oder der untersuchten
zerebralen Gefidfiregion abhingig sein.

Der dilatierende Effekt scheint in den proximalen Anteilen intrakranieller Gefaf3e
starker ausgeprdagt zu sein als in den distalen (Toda und Miyazaki, 1984).
Moglicherweise kommt eine unterschiedliche Verteilung der endothelialen NO-
Synthase (eNOS) in den verschiedenen Regionen der Gehirns als Ursache fiir die
Abschwichung der relaxierenden Wirkung von GTN auf die Basilararterie des
Schweins in Frage. Es konnte nachgewiesen werden, dass die eNOS in stirkerer
Konzentration in den posterioren Abschnitten des zerebralen GefaB3system, d.h. in der
A. basilaris, vorliegt (Kajita et al, 1995). Zusitzlich wurde gezeigt, dass sie spontane
Freisetzung von EDRF in zerebralen Arterien stdrker ist, als in extrazerebralen (Hongo
et al., 1993). Endogenes, endotheliales NO schwicht die vasorelaxierende Wirkung von
GTN ab. In in-vitro Untersuchungen konnte nachgewiesen werden, dass nach
Entfernung des Endothels GTN stérker dilatierend wirkt (Dinerman et al., 1991; Kojda
et al., 1992). Zu gleichen Ergebnissen kamen Ohta et al. (1993) durch Blockierung der
endothelialen NO Freisetzung mit N-nitro-L-arginin an der Basilararterie des
Kaninchens. Als Ursache konnte eine Verminderung der vaskuldren Bioaktivierung von
GTN nachgewiesen werden (Kojda, 1998).

Durch Versuche mit L-NMMA, welches die eNOS und die nNOS hemmt, konnte
ausgeschlossen werden, dass endogenes NO fiir die schlechte Wirksamkeit von GTN

verantwortlich gemacht werden kann (Martens, 1999).

4.8 SNAP und DEA/NO

Im Gegensatz zu GTN setzen SNAP und DEA/NO spontan, d. h. ohne enzymatische
Katalyse NO frei (Harrison und Bates, 1993; Morley et al., 1993). Beide NO-Donatoren
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fiihrten an den verwendeten GefdBlen zu einer maximalen Relaxation. Bei in-vitro
Versuchen an der Basilararterie des Schafes wurden dhnliche Ergebnisse erzielt (Pearce
et al., 1994). Die gefiaBdilatierende Wirkung erzielen sowohl GTN als auch SNAP und
DEA/NO tiiber die Bildung bzw. Freisetzung von NO. Jedoch bestehen hinsichtlich des
Mechanismus grundlegende Unterschiede, die die Wirkunterschiede erkldren konnten.
Organische Nitrate konnen in Gegenwart hoher Dosen von Thiolen enzymunabhéngig
NO bilden (Feelisch und Noack, 1987). Im Bereich physiologischer SH-Gruppen-
Konzentrationen sind wahrscheinlich enzymatische Prozesse fiir die NO-Freisetzung
verantwortlich. Im Gewebe kommt es zu einer enzymatischen Abspaltung von
Nitroestern. Dabei wird der Nitrato-Stickstoff zu NO reduziert (Chung und Fung 1990,
1992). Vermutlich sind die Glutathion-S-transferase (Hill et al., 1992; Kenkare et al.,
1994; Haefeli et al., 1993) und das Cytochrom-P-450-Systems (Bennet et al., 1992;
Schroder, 1992; Liu et al. 1993), hier insbesondere die Isoform CYP3A4-NADPH-
Cytochrom P450 Reduktase (Minamiyama et al., 1999), an der Katalyse von NO aus
organischen Nitraten beteiligt.

Im Gegensatz dazu setzt SNAP Stickstoffmonoxid spontan frei, wobei der
Mechanismus bislang nicht vollstindig geklirt ist (Ubersicht bei Kojda, 1997).
Grundlegend musst eine Oxidation des Stickstoffatoms im SNAP stattfinden, da sich
die Oxidationszahl des Stickstoffs von +1 (SNAP) auf +2 (NO) éndert. Eine
Moglichkeit besteht in einer Selbstauflosung unter Bildung von NO und dem
korrespondierenden Thioradikal (Barnett et al., 1994). Eine intrazelluldre Abspaltung
von NO wire ebenfalls moglich, jedoch unwahrscheinlich, da SNAP die Zellmaembran
kaum penetriert (Kowaluk und Fung, 1990). McAninly et al. (1993) zeigten, dass es nur
nach katalytischer Einwirkung von Schwermetallionen, die sich in jedem
physiologischen Puffer befinden, zu einer spontanen Bildung von NO kommt.

Folglich kann die unterschiedliche Wirkung zwischen GTN und den spontanen NO-

Donatoren nur im Bereich der unterschiedlichen Bioaktivierung vermutet werden.

4.9 Einfluss von L-Cystein auf die Wirkung von GTN und NA

Bei den in dieser Arbeit durchgefiihrten Versuchen kam es bei der A. basilaris zu einer
signifikant gesteigerten, relaxierenden Wirkung von Glyceroltrinitrat unter Einfluss von

L-Cystein, nicht jedoch bei der A. cerebri anterior. Diese Wirkungssteigerung konnte
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auf verschieden Effekten beruhen. Zum Einen konnte eine gesteigerte spontane
Freisetzung von NO aus GTN ursédchlich sein. Zum Anderen konnten Thiole auch noch
Effekte, wie z. B. die Beeinflussung der Stabilitdt und Aktivitit von NO oder die
Forderung des Nitratmetabolismus durch  Aufrechterhaltung der zelluldren
Reduktionskapazitit (Myers et al., 1990; Miilsch et al., 1991). Der zuletzt beschriebene
Mechanismus konnte auch fiir die nicht signifikant gesteigerte dilatative Wirkung von
NA verantwortlich sein.

Zurlickliegende Studien haben gezeigt, dass Nitroglycerin vasorelaxierend auf arterielle
Gefille durch Aktivierung der loslichen Guanylatcyclase iiber Interaktion mit
Sulfhydryl-Gruppen-haltigen Substanzen wirkt (Needleman und Johnson, 1973; Ignarro
et al., 1981). Es konnte nachgewiesen werden, dass Nitrate in Gegenwart von freien
Thiolverbindungen, wie z.B. L-Cystein, in der Lage sind, NO {iber einen
enzymunabhéingigen Mechanismus freizusetzen (Feelisch und Noack, 1987; Chong und
Fung, 1991). Thiole sind aber auch an der enzymatischen Freisetzung von NO aus GTN
beteiligt (Chong und Fung, 1991; Newman et al., 1990). Eine mdgliche Ursache fiir die
nicht vollstindige Relaxation der Zerebralarterien des Schweins konnte also eine
verringerte Freisetzung von NO durch eine verminderte Bioaktivierung von Nitraten
sein. Ursdchlich hierfiir ist moglicherweise ein Mangel an cytosolischen freien Thiolen
(Needleman und Johnson, 1973; Fung et al., 1992). So konnte nachgewiesen werden,
dass die Zugabe von N-Acetyl-L-cystein die relaxierende Wirkung von Glyceroltrinitrat
auf Temporalarterien des Menschen signifikant steigert (Iversen, 1992). Gleiche
Beobachtungen konnten bei in-vitro Versuchen an kleinsten Koronargefdlen des
Schweins gemacht werden. L-Cystein erhohte die dilatierende Wirkung von
Nitroglycerin (Sellke et al., 1991). Organische Nitrate und NO-Donatoren verringern
den Gehalt an freien Thiolen im glatten GefdBmuskel (Grutter und Lemke, 1985; Kojda
et al., 1994). Es wurde daher diskutiert, ob ein Mangel an freien Thiolen auch als
Ursache fiir die seit langem bekannte Toleranzentwicklung, die bei einer
kontinuierlichen Behandlung mit Nitraten auftritt, in Betracht kommt. Verschiedene
Arbeitsgruppen kamen bei in-vitro und in vivo Studien, in denen Nitrate und freie
Thiole gleichzeitig verabreicht wurden, zu den unterschiedlichsten Ergebnissen
(Ubersicht bei Kojda et al., 1993). Neuere Ergebnisse sprechen jedoch eher gegen diese
Hypothese (Kojda et al., 1993; Boesgaard et al., 1994).
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Ein weiterer Erkldrungsansatz fiir die Toleranzentwicklung gegeniiber Nitraten wird
von Muenzel und Harrison (1997) beschrieben. Die durch GTN induzierte
Vasorelaxation flihrt zu einer kompensatorischen Aktivierung des Renin-Angiotensin-
Aldosteron-Systems. Dadurch kommt es zu einer verstirkten Bildung Sauerstoff-
Radikalen (O27), die Stickstoffmonoxid inaktivieren. Zusétzlich scheint es zu einer
Aktivierung der Proteinkinase C zu kommen, die die GefdBe empfindlicher fiir
zirkulierende Neurohormone wie Katecholamine, Angiotensin II oder Serotonin macht.

All diese Neurohormone wirken dem dilatierenden Effekt von GTN entgegen.

4.10  Einfluss von Etacrynsiure auf die Wirkung von GTN

Etacrynsdure, ein Abkdmmling der Phenoxyessigsdure, wird in der Medizin als hoch
wirksames Schleifendiuretikum angewendet. Sie alkyliert Sulfhydryl-Gruppen. Als
Folge dieses Effektes vermindert die Zugabe von Etacrynsdure die relaxierende
Wirkung von GTN (Sellke et al., 1991). In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt
werden, dass Etacrynsdure dosisabhidngig bis zur fast vollstdndigen Inhibierung die
dilatierende Wirkung von GTN auf die Basilararterie und die A. cerebri anterior des
Schweins reduziert. Folglich sind freie SH-Gruppen fiir die Bioaktivierung von GTN
und zur Freisetzung von NO notwendig und auch in den Zerebralgefdlen des Schweins

vorhanden.

4.11 Klinische Relevanz

Die haufigste Nebenwirkung bei der Anwendung von Nitroprdparaten in der Inneren
Medizin sind Kopfschmerzen. Sie kommen bei 20-50 % aller Patienten vor. Es werden
drei verschiedene Arten beschrieben (Iversen, 1995):
ein sofort nach Gabe von GTN einsetzender, pulsierender, bifrontal oder bitemporal
lokalisierter Kopfschmerz, der ca. 20-60 Minuten anhélt.
ein nach der Gabe von GTN nur verzogert einsetzender Kopfschmerz, der vor allem
bei Patienten beobachtet werden kann, die an Migréne leiden oder eine familidre
Disposition flir Migréne besitzen.

Cluster-Kopfschmerzen, jedoch ausschlielich wiahrend sog. Cluster-Perioden.
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Die kontinuierliche, intravendse Gabe von Nitroglyzerin wird daher als experimentelles
Model zur Erforschung anderer, vaskuldr bedingter Arten von Kopfschmerzen, allen
voran der Migrine, benutzt (Iversen et al., 1989; Iversen, 1995).

Als Ursache dieser Symptomatik wurde friither allgemein der vasodilatierende Effekt der
Nitropréparate genannt. So konnte bei in-vivo Experimenten gezeigt werden, dass die
groBBen arteriellen, intrakraniellen GefdBle auf die Gabe von GTN (intravenos,
sublingual) dilatiert werden, der gesamte Gehirn-BlutfluB3 in Folge eines unverdnderten
Tonus der Arteriolen (Widerstandsgefdf3e) aber konstant bleibt (Dahl et al., 1989;
Iversen et al., 1989). Gleichzeitig treten bei vielen Patienten Kopfschmerzen auf, die
kurze Zeit nach Abklingen der GTN-Wirkung verschwanden. Dieser Effekt ist bei
Patienten, die unter Migrdne leiden, stirker ausgepridgt. Thomsen (Thomsen et al.,

1993) zeigte dies mittels transkranieller Doppleruntersuchungen der A. cerebri media.

Wie jedoch kommt es zu Kopfschmerzen infolge einer Vasodilatation, wenn die zur
Kupierung von Angina pectoris Anfillen eingesetzte Dosis GTN zu keiner
nennenswerten direkten Relaxation der Zerebralgefa3e fiihrt? Moglicherweise tritt die

Vasodilatation erst als Folge oder Begleitreaktion der Schmerzstimulation auf.

Uber die Ursache dieser Kopfschmerzen und auch anderer vaskulirer Cephalgien gibt
es verschiedene Ansichten.

Moskowitz (Moskowitz, 1993) hilt eine perivaskuldre neurogene Entziindung
(neurogenic inflammation) um die duralen und meningealen Gefif3e fiir den vaskuldren
Kopfschmerz fiir verantwortlich. Verbindungen zwischen Fasern des N. trigeminus und
den zerebralen Gefdl3en haben zum Konzept eines trigeminovaskuldren Systems gefiihrt
(Goadsby und Edvinsson, 1993). Zusitzlich libertragen sensorische Neuronen des N.
trigeminus nozizeptive Informationen in den Hirnstamm (Fanciulacci et al., 1997). Eine
Aktivierung des Ganglion trigeminale setzt verschiedene vasoaktiver Peptide (z.B.
CGRP und Substance P) frei, die zu einer Vasodilatation und einer Erhéhung der
Gefidllpermeabilitit und damit neurogenen Entziindung fithren (Goadsby und Edvinsson,
1994; Moskowitz, 1991). Patienten, deren Ganglion trigeminale zur Behandlung einer
Trigeminusneuralgie thermokoaguliert wurde, wiesen einen erhdhten lokalen Spiegel an
CGRP und Substance P auf (Goadsby et al., 1988). Es konnte ein Anstieg des
Neuropeptids CGRP in der Vena jugularis externa wéhrend durch GTN induzierter
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Cluster- und Migrianekopfschmerz-Attacken nachgewiesen werden (Fanciullacci et al.,
1995; Goadsby et al., 1990; Alessandri et al., 1993). In der Latenzphase zwischen
Verabreichung des GTN und Beginn der Kopfschmerzen oder bei Patienten die sich in
der Remissionsphase des Clusterkopfschmerzes befanden kam es nicht zu einem
erhohten CGRP-Spiegel (Fanciullacci et al., 1997).

Wie erwihnt beginnt der Clusterkopfschmerz oder auch der Migrineanfall erst nach
einer gewissen Latenzphase. Dahl et al. (1990) zeigten mittels transkraniellem
Dopplerultraschall, dass die dilatatorische Wirkung von GTN bereits deutlich nachlieB,
als die Kopfschmerzen einsetzten. Somit kann die GefaBdilatation alleine nicht die
Ursache der Beschwerden sein. Wenn die Dilatation Ursache der Kopfschmerzen wire,
wiirde man erwarten, dass andere vasorelaxierende Substanzen ebenfalls in der Lage
sind Cephalgien auszulosen. Aber weder Papaverine (Olesen und Paulson, 1971) noch
CGRP (Shekar et al., 1991), zwei endotheliumunabhingige Vasodilatatoren,
verursachen Beschwerden. Ebenso erzeugte eine durch Ballonangioplastie verursachte
Vasodilatation keine Kopfschmerzen (Nichols et al., 1990). Diese Ergebnisse und die
Beobachtungen der vorliegenden Arbeit legen den Schluss nahe, dass die durch GTN
hervorgerufene Dilatation nicht Ursache, sondern Folge oder Begleitreaktion der

Kopfschmerzen ist.

Tierexperimentell wurde nachgewiesen, dass Nitrovasodilatatoren sensorische Fasern
zur Freisetzung von CGRP aktivieren (Wei et al., 1992; Hughes und Brain, 1994).
Moglicherweise lauft dieser Mechanismus langsam ab und erklédrt damit die Latenzzeit
zwischen Gabe von GTN und dem Beginn der Kopfschmerzen, bzw. dem Anstieg des

CGRP-Gehaltes im Blut.

Olesen et al. (1994, 1995) sehen die vasoaktiven Peptide nicht als verantwortlich fiir die
Entwicklung vaskuldrer Kopfschmerzen. So verursacht eine intravendse Gabe von
CGRP zwar eine zerebrale Vasodilatation, jedoch keine Kopfschmerzen (Shekar et al.,
1991). In-vivo und in-vitro Studien an menschlichen und tierischen Objekten (Jansen et
al., 1990; Iversen et al., 1993) unterstiitzen nicht die von Wei et al. (1992) erhobenen
Ergebnisse, dass GTN via CGRP vasorelaxierend wirke. Zwar ist wéhrend einer
Migrineattacke der Blutspiegel von CGRP in der V. jugularis externa nicht jedoch in
der V. jugularis interna erhoht (Friberg et al., 1994). Die Autoren rdumen jedoch die
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Moglichkeit ein, dass eine Erhohung der lokalen Konzentration der Peptide fiir die
Genese der Beschwerden wichtig seien konnte. Olesen et al. favorisieren
Stickstoffmonoxid als verursachendes Molekiil fiir die Entwicklung vaskuldrer
Kopfschmerzen (Olesen et al, 1994, 1995; 1993). Sie stellen folgende Hypothesen auf:
Eine Aktivierung des NO-cGMP Stoffwechsels fiihrt zu den oben beschriebenen
drei Arten von Kopfschmerzen
Antimigrinemeittel (z.B. Sumatriptan) wirken iiber eine Inhibierung des NO-cGMP
Stoffwechsels oder durch eine Antagonisierung seiner Endprodukte
Histamin (Krabbe und Olesen, 1980 und 1982; Horton 1956, Clark et al., 1936) und
GTN (Iversen et al. 1989) verursachen sowohl in gesunden Probanden, als auch in
Migrine-patienten Kopfschmerzen und fiihren zu einer Dilatation zerebraler Gefal3e.
Dabei ist der Verlauf und die Qualitdt der Beschwerden nahezu identisch. Nach Infusion
einer der beiden Substanzen kommt es zu einem Migrineanfall, der die Kriterien der
IHS (International Headache Society) erfiillt. Das heiBit, méBige bis schwere,
pulsierende Kopfschmerzen, die zwischen 4 und 72 Stunden anhalten, hiufig einseitig
auftretend und bei korperlicher Aktivitit zunehmend. Es ist liegt also die Vermutung
nahe, dass die beiden vollig verschiedenen Substanzen Histamin und GTN iiber einen
gemeinsamen Mechanismus zu Cephalgien fiihren. GTN wirkt, wie oben ausfiihrlich
beschrieben, als exogener NO-Donor. Durch Interaktion von Histamin mit dem
endothelialen H;-Rezeptor kommt es iiber eine Aktivierung der endothelialen
konstitutiven NO-Synthase (ecNOS) ebenfalls zur Freisetzung von NO (Toda, 1990).
Als weitere Beweise fiir diese Hypothese werden die Verstirkung des relaxierenden
Effekts von GTN und der Kopfschmerzen nach Vorbehandlung mit N-Acetylcystein
(Iversen, 1992) und die ldnger anhaltende Vasorelaxation und Kopfschmerzen nach
Gabe des NO-Donors Isosorbidmononitrat (Iversen et al., 1992) angefiihrt. Den Wirkort
von GTN zur Induktion von Kopfschmerzen sehen Olesen et al. (1995) in den groB3en
intrakraniellen Zerebralarterien, wie in verschiedenen Untersuchungen mit
nichtinvasiven, bildgebenen, z.T. indirekten Verfahren nachgewiesen wurde (Dahl et
al., 1989; Olesen, 1991; Iversen et al. 1989).
Die Auslosung einer Cluster-Attacke oder eines Migrine-Anfalls mit
Nitrovasodilatatoren gelingt nur bei Personen, die sich entweder in einer aktiven Phase
befinden oder bekanntermaflen unter Migrine leiden. Dieser pathophysiologische

Zustand wird als Supersensitivitit gegeniiber NO bezeichnet (Olesen et al., 1993). So
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wurde gezeigt, dass es bei Migridne-Patienten nach Gabe von GTN zu einer signifikant
erhohten Dilatation der A. cerebri media und stirkeren Kopfschmerzen kommt, als in
der Kontrollgruppe. Da sowohl endogenes als auch exogenes NO eine Migrine
auslosen, ist anzunehmen, dass die Supersensitivitidt in einer erhohten Aktivitdt der
Guanylatcyclase oder einem anderen Faktor der Reaktionskaskade begriindet liegt
(Olesen, 1994).

Andere symptomatisch auftretende vaskuldre Kopfschmerzen lassen sich auch mit der
o.g. Hypothese in Ubereinstimmung bringen. Meningitiden und Encephalitiden
stimulieren iiber eine Formation von Cytokinen Makrophagen zur Produktion von NO

(Hibbs et al., 1988).

Uber welchen Mechanismus NO dann letztendlich zur Entwicklung von Kopfschmerzen
fiihrt ist noch unklar. NO findet sich in perivaskuldren Nerven (Nozaki et al., 1993) und
konnte direkt auf benachbarte sensorische Nerven wirken, spielt eine wichtige Rolle in
der Verarbeitung schmerzhafter Stimuli (Meller und Gebhart, 1993) und fordert die
Impulstransmission von der Peripherie zum Thalamus und Neocortex.

Sumatriptan wird als spezifisches Mittel gegen Migréine eingesetzt. Es kontrahiert grofe
zerebrale Arterien in gesunden Probanden (Caekebeke et al., 1992). Friberg et al. (1991)
berichten iiber eine ausschlieliche Wirkung auf die einseitig dilatierte A. cerebri media
von Patienten, die gerade eine Migridne-Attacke erleiden. In in-vitro Studien vermag
Sumatriptan ebenfalls durale und meningeale Gefde zu kontrahieren (Humphrey und

Feniuk, 1991).

Zusammenfassend ldsst sich die Aussage machen, dass in-vivo neben der direkten
Wirkung der organischen Nitrate den Neuropeptiden (CGRP, Substance P) eine grof3e
Rolle bei der Vasodilatation zerebraler Gefile zukommt. Die Dilatation ist dabei
wahrscheinlich nicht Voraussetzung, sondern Folge oder Begleitreaktion des
auftretenden Kopfschmerzes. Vielmehr ist vermutlich die schmerzauslosende

Komponente des NO von entscheidender Bedeutung.
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5 Zusammenfassung

Glyceroltrinitrat ist eine in der Kardiologie hdufig eingesetzte Substanz, die selektiv zu
einer verbesserten Perfusion in ischdmischen Myokardarealen und einem verminderten
myokardialen Sauerstoffverbrauch fiihrt. Als héiufigste Nebenwirkung tritt dabei der
typische Nitratkopfschmerz auf. Alteren Hypothesen zufolge beruht er auf einer
zerebralen Vasodilatation. Nach neueren Erkenntnissen sind eine Aktivierung des
trigeminovaskuldren Systems in Verbindung mit einer Freisetzung von Neuropeptiden
und eine direkte nozizeptive Wirkung des NO urséchlich fiir die Cephalgien. In dieser
Arbeit wurde die Wirkung von Glyceroltrinitrat und spontanen NO-Donoren (SNAP
und DEA/NO) auf zwei verschieden Zerebralarterien (A. basilaris und A. cerebri media)
des Schweins mit der Wirkung auf andere GefdBregionen verglichen. Dariiber hinaus
wurde die Abhdngigkeit der GTN-Wirkung von Thiolen durch Vorinkubation mit L-

Cystein oder Etacrynsdure untersucht.

Die Wirkung von GTN zeigte sich an beiden Zerebralarterien als schwach ausgepragt.
Therapeutische Dosen vermochten keine nennenswerte Relaxation zu induzieren.
Hingegen relaxierten die beiden spontanen NO-Donoren beide Gefédlle vollstindig und
im Vergleich zu anderen Gefdflen anderer Regionen dhnlich, so dass die Ursache nicht
in einer mangelnden NO-Wirkung auf die Zerebralarterien zu sehen ist.

Als Erklarungsansatz wurde die Hypothese einer ,,neurogenen Dilatation® diskutiert.
Neuronale Faktoren, die wunter in-vitro Bedingungen entfallen, beeinflussen
moglicherweise die Bioaktivierung von GTN. Da DEA/NO und SNAP keiner

Aktivierung bediirfen, zeigen sie identische Wirkungen an allen GefalB3typen.

Die Vorinkubation mit L-Cystein fiihrte lediglich an der A. basilaris zu einer signifikant
besseren Wirkung des GTN, beiden Gefilen gemein ist jedoch eine starke
Wirkungsabschwéchung durch Etacrynsdure, was die Wichtigkeit von Thiolen fiir die

GTN-induzierte Vasorelaxation beweist.

Die nur miBige relaxierende Wirkung von GTN widerspricht der Hypothese, dass

Nitratkopfschmerz nur durch eine Vasodilatation ausgelost wird. Stickstoffmonoxid
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aktiviert das trigeminovaskuldre System und fiihrt zu einer Schmerzauslosung. Die
darauthin einsetzende Vasorelaxation, ausgelost durch NO, CGRP und andere

Neuropeptide, ist wahrscheinlich eher als Begleitreaktion des Schmerzes anzusehen.
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Titel: Die wirkung organischer Nitrate auf den Tonus von

Zerebralgefilien des Hausschweins

vorgelegt von: Achim Fette

In der vorliegenden Arbeit wurde die vasodilatierende Wirkung von Glyceroltrinitrat (GTN)
und den spontanen NO-Donoren S-Nitroso-N-acetyl-D, L-penicillamin (SNAP) und Natrium
(Z)-1-(N,N-Diethylamino)diazen-1-ium-1,2-diolat (DEA/NO) an zwei verschiedenen
ZerebralgefaBlen (A. basilaris und A. cerebri anterior) des Hausschweins untersucht. Es wurde
gepriift, welchen Einfluss die simultane Gabe von L-Cystein und Etacrynsidure auf die
Dilatation haben. Die wichtigste Nebenwirkung bei der antiangindsen Therapie mit organischen
Nitraten ist der Kopfschmerz, der fritheren Auffassungen zufolge auf einer Vasodilatation
intrakranieller GefaBe beruhen soll.

Die Vasomotion der Gefédfle wurde quantitativ mit einer Ultraschallmessvorrichtung erfasst.
Zwei Ultraschallkristalle wurden mit niedrigem Druck der Adventitia des zu untersuchenden
Gefifles angelagert und die Konstriktion bzw. Dilatation als Funktion der Zeit, die das
Ultraschallsignal braucht bis es das Sendekristall wieder erreicht hat, bestimmt. Die Arterien
wurde mit physiologischem Puffer (37 °C, pH 7,4) mit konstanter Flussgeschwindigkeit (10
ml/min) und Druck (60 mmHg) perfundiert.

Den eigentlichen Versuchen ging eine Aquilibrierungsphase voraus, in der die ZerebralgefiBie
einen eigenen Tonus (myogenic tone) entwickelten.

Beide Zerebralarterien zeigten auf die Gabe therapeutischer Dosen GTN nur eine geringere
Dilatation, als dies in anderen Gefafiregionen beobachtet werden kann. Die simultane Gabe von
freien Thiolen (L-Cystein) steigerte lediglich an der A. basilaris nicht jedoch an der A. cerebri
anterior signifikant die Relaxation, so dass ein Mangel an SH-Gruppen nicht die Ursache des
schlechten Ansprechens auf GTN sein kann. Vielmehr scheinen unter in-vitro Bedingungen
wichtige neurohumorale Einfliisse auf die Bioaktivierung organischer Nitrate zu fehlen. Die
keiner Bioaktivierung bediirfenden, direkten NO-Donoren SNAP und DEA/NO relaxieren beide
Arterien vollstidndig.

Die Befunde widersprechen der dlteren Hypothese, dass der Nitratkopfschmerz allein durch eine
Vasodilatation ausgeldst wird. GTN aktiviert iiber Stickstoffmonoxid das trigeminovaskuldre
System. Es kommt zur Aktivierung schmerzsensibler Fasern und Freisetzung vasoaktiver
Neuropeptide wie Substance P und calcitonin-gene-related peptide, die so einer perivaskuldren,
sterilen Entzlindung fithren. Die Vasorelaxation, die durch diese Substanzen und NO ausgelost
wird, ist somit eher Folge oder Begleitreaktion der neurohumoralen Reaktion und konnte bei in-

vitro Versuchen nicht in vollem Unfang mit erfasst werden.
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