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A Verzeichnis der verwendeten Abkürzungen:

Abb. Abbildung

ACE Angiotensin Converting Enzyme

ACh Acetylcholin

ATP Adenosintriphosphorsäure

BSG Blutkörpersenkungsgeschwindigkeit

cAMP zyklisches Adenosin-3',5'-monophosphat

cGMP zyklisches Guanosin-3',5'-monophosphat

50EC  Konzentration zur halbmaximalen Hemmung der Vorkontraktion

EDRF Endothelial Derived Relaxing Factor (= NO)

EDTA Ethylendiamintetraessigsäure

eNOS endotheliale NO-Synthase

GTN Glyceroltrinitrat

2HbO Oxyhämoglobin

HDL            High-Density-Lipoproteine

HWZ            Halbwertszeit

iNOS induzierbare NO-Synthase

ISDN          Isosorbiddinitrat

ISMN Isosorbidmononitrat

KCI            Kaliumchlorid

KG             Körpergewicht 

KHK Koronare Herzerkrankung

KHP            Krebs-Henseleit-Puffer 

LDL Low-Density-Lipoproteine 

n              Anzahl der eingesetzten Messwerte

NO            Stickstoffmonoxid 

NaC1           Natriumchlorid 

nNOS neuronale NO-Synthase

NOS            NO-Synthase 
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o.g. oben genannt 

oxLDL          allgemeine Schreibweise für oxidiertes LDL

p              Signifikanzniveau

2pD -Wert Substanzkonzentration, die zu einer halbmaximalen Wirkung führt

PETN           Pentaerythrityltetranitrat

PHE            Phenylephrin 

S.E.M. Standardfehler des Mittelwertes

sGC soluble guanylate cyclase (Guanylat cyclase)

SIN-1 3-Morpholino-Sydnonimin

SNAP S-Nitroso-N-Acetyl-D,L-Penicillamin

SOD Cu /Zn -Superoxiddismutase2+ 2+

U Units (= Einheiten)

VLDL Very-Low-Density-Lipoproteine

V/V Volumen pro Volumen
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1.0 Einleitung

1.1 Organische Nitrate

In den Zivilisationsländern gehen etwa die Hälfte aller Todesfälle auf Erkrankungen des Herz-

Kreislauf-Systems zurück. Sie stehen an der Spitze aller Todesursachen.

In der Bundesrepublik Deutschland leiden 5 bis 10 % der männlichen Bevölkerung an einer

koronaren Herzkrankheit, die fast immer atherosklerotisch bedingt ist. Mit nahezu 50 % nimmt

diese Krankheitsgruppe den mit Abstand größten Anteil der Ursachen von Frühinvalidität ein.

Die koronare Herzkrankheit führt über eine Koronarperfusionsverminderung zu einem

Missverhältnis zwischen Sauerstoffangebot und Bedarf am Herzmuskel, zur Myokardischämie.

Folgen können die stabile und instabile Angina pectoris, Myokardinfarkt, Rhythmusstörungen

einschließlich des plötzlichen Herztodes sowie die Ausbildung einer Herzinsuffizienz sein.

Ziel einer Intervalltherapie bei koronarer Herzkrankheit ist es, den Angina pectoris-Anfall zu

vermeiden (Anfallsprophylaxe) bzw. die Anfallsfrequenz zu vermindern. Dies führt zu einer

Steigerung der Belastbarkeit und zur Verbesserung der Lebensqualität.

In der Intervalltherapie spielen organische Nitrate eine wichtige Rolle. In der Akuttherapie

eines Angina pectoris-Anfalls ist Glyceroltrinitrat das Mittel der Wahl.

Im Rahmen einer koronaren Ischämie fällt in minderperfundierten Myokardarealen aufgrund

eines akuten Energiemangels die Kontraktionsfähigkeit aus [6], so dass sich diese Wandteile in

der Systole passiv nach außen bewegen. Dies äußert sich in einer Abnahme der

Auswurffraktion und einer Zunahme des enddiastolischen Volumens [132]. Das erhöhte

Herzvolumen führt zu einer Steigerung des sog. „Wandstresses“ [6], was indirekt eine

Erhöhung des Sauerstoffverbrauchs zur Folge hat.

Organische Nitrovasodilatatoren entwickeln ihre antianginösen Effekte in der Therapie der

Angina pectoris sowohl im venösen, als auch im arteriellen Stromgebiet.

Auf der einen Seite weisen organische Nitrate eine direkte koronardilatatorische Wirkung auf,

was besonders im Bereich exzentrischer Stenosen extramuraler Koronarien und größerer

intramuraler Koronararterien ausgeprägt ist (70 % aller Stenosen) [67].

Diese pathologisch veränderten Gefäßabschnitte sind in der Regel kontrahiert, was den

proximalen Koronarwiderstand zusätzlich erhöht. Organische Nitrate vermögen solche

Stenosen im Mittel um 30 % zu erweitern [132].
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Nitrate führen nicht zu einer Dilatation arterieller Widerstandsgefäße im Myokard.

Diese sind in poststenotischen Gefäßabschnitten durch Autoregulation via Adenosin bereits

maximal dilatiert. So kommt es nach einer Erweiterung der proximal gelegenen Stenose zu

einer Umverteilung des Blutflusses in diese minderperfundierten Areale (“positiv steal“) [222].

Auf der anderen Seite kommt es zu einer Vasodilatation im venösen Stromgebiet („venöses

Pooling“) mit Reduktion des venösen Blutrückstroms zum Herzen (Abb. 1.1). Das Blut wird in

Abdomen und Extremitäten umverteilt. Die Vorlastsenkung führt zu einer Verminderung des

linksventrikulären Füllungsdruckes mit Reduktion der Wandspannung und somit zu einer

Entlastung des Herzens, da die Auswurfleistung des Herzens vom enddiastolischen

Ventrikelvolumen abhängig ist. Die Kontraktionskraft nimmt zunächst proportional der

Herzmuskelfaserlänge zu, um nach Überschreiten einer kritischen Länge wieder abzufallen.

Diese Zusammenhänge werden als Frank-Starling-Mechanismus bezeichnet.

Der Ventrikel, der unter ischämischen Bedingungen eine Kugelform angenommen hat, nimmt

wieder eine elliptische Form ein. Die Wiederherstellung der physiologischen Relation

zwischen Quer- und Längsachse des Ventrikels bedingt eine Abnahme des Wandstresses mit

Verminderung des Sauerstoffbedarfs sowie eine Ökonomisierung der Herzarbeit. Weiter von

Bedeutung ist eine subendokardiale Druckentlastung, die eine Reperfusion ermöglicht, da im

Rahmen der Ischämie der Durchblutungsmangel häufig auf subendokardiale Bereiche

beschränkt ist [132].

In hohen Dosen weisen organische Nitrate außer einer im Vordergrund stehenden

vorlastsenkenden Wirkung auch eine Verminderung der Nachlast auf (Abb. 1.1). Theoretisch

geht dies ebenfalls mit einer Verminderung des myokardialen Sauerstoffverbrauchs einher.

Von wenigen Ausnahmen abgesehen ist dieser Effekt jedoch als unerwünscht zu werten, da es

hierdurch vermutlich zu den typischen Nebenwirkungen organischer Nitrate kommt. Die

periphere arterielle Vasodilatation führt zu einem Absinken des Blutdrucks mit

Orthostasereaktion. Dadurch kann es zu einer reflektorischen Erhöhung der Herzfrequenz und

somit des kardialen Sauerstoffverbrauchs kommen. Der koronare Perfusionsdruck nimmt

hierdurch ebenfalls ab, was zu einer Verminderung des koronaren Blutflusses und damit des

koronaren Sauerstoffangebotes führt.

Ferner vermutet man, dass eine nitratinduzierte arterielle Vasodilatation in der zerebralen

Zirkulation zum sog. „Nitratkopfschmerz“ führt.
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Abb. 1.1: Schematische Darstellung der enddiastolischen Blutdrücke (mmHg) in Herz, Aorta und

Koronarien vor und nach einer koronaren Stenose. Abbildung A stellt die Situation vor und Abbildung B

nach Nitratapplikation dar. Bei erhöhtem enddiastolischem Ventrikeldruck sowie bei poststenotisch

erniedrigtem koronaren Perfusionsdruck (A) ist eine suffizienten Durchblutung besonders der

subendothelialen Myokardarealen nicht gewährleistet. Organischen Nitrates führen zu einer Senkung

der Herzvorlast durch venöse Vasodilatation mit Reduzierung des enddiastolischen Ventrikeldrucks

sowie zu einer Koronardilatation im stenosierten Gefäßabschnitt mit Verbesserung der myokardialen

Durchblutung und Erhöhung des Sauerstoffangebots. Gleichzeitig ökonomisiert die Umkehrung der

Druckverhältnisse die Herzarbeit und vermindern den Sauerstoffbedarf, da das Herz ein geringeres

Blutvolumen auswerfen muss.

Die hämodynamische Wirksamkeit organischer Nitrate beruht auf deren Fähigkeit glatte

Gefäßmuskulatur zu relaxieren. Diese Wirkung wird auf zellulärer Ebene über die Stimulation

der zytosolischen löslichen Guanylatzyklase eingeleitet. Dieses Enzym katalysiert die Bildung

von zyklischem Guanosin-Monophosphat (cGMP), einem intrazellulären Botenstoff („second

messenger“), der eine Absenkung der intrazellulären Kalziumkonzentration bewirkt und

infolgedessen die Relaxation glatter Muskelzellen vermittelt (Abb. 1.3).
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Von der zytosolischen löslichen Guanylatzyklase unterscheidet man ein Isoenzym, die

membrangebundene Guanylatzyklase [27]. Dieses Isoenzym ist jedoch für die durch Nitrate

induzierte Vasorelaxation nicht von Bedeutung. Es vermittelt die Vasorelaxation durch das

Vorhofhormon (ANF, atrialer natriuretischer Faktor) [156]. 

Daneben scheint NO cGMP unabhängig Kaliumkanäle in glatten Muskelzellen zu aktivieren

(YHyperpolarisation YVasodilatation) [28].

Der heterogenen Gruppe der organischen Nitrovasodilatatoren ist gemeinsam, dass sie als

inaktive Vorstufen („prodrugs“) zur Anwendung kommen. Erst durch Zerfall wird ein

pharmakologisch aktiver Metabolit freigesetzt [97;31], der radikalem Stickstoffmonoxid

entspricht [98;58] und im Inneren der Gefäßmuskelzelle seine Wirkung entfaltet.

Trotz eines nahezu identischen pharmakologischen Wirkprofils differieren die Pharmaka

bezüglich Pharmakokinetik, Wirkungseintritt und Wirkungsdauer sowie in ihrer chemischen

Struktur (Abb. 1.2) [4].

Grundsätzliche Unterschiede bestehen hinsichtlich der Freisetzung von NO [166]. Daher teilt

man die Gruppe der Nitrovasodilatatoren in die Untergruppen organische Nitrate und spontane

NO-Donoren ein. Substanzen, deren chemisches Merkmal ein organischer Nitratester ist, wie

Glyceroltrinitrat, Isosorbiddinitrat, Isosorbidmononitrat und Pentaerythrityltetranitrat werden

enzymatisch in der Gefäßwand bioaktiviert [38;59;26]. Das verantwortliche Enzym konnte

bisher nicht eindeutig identifiziert werden. Wahrscheinlich sind mehrere Enzymsysteme an der

Bioaktivierung der organischen Nitrate beteiligt [4]. Einige Untersuchungen ergaben Hinweise

auf einen Cytochrom P-450 abhängigen Enzymkomplex [26] sowie auf eine Beteiligung der

Glutathion-S-Transferase z.B. bei GTN [93].

Andere Untersuchungen fanden diese Zusammenhänge jedoch nicht [87]. Weitere

Nitrovasodilatatoren wie S-Nitroso-N-Acetyl-D,L-Penicillamin [166;118] und 3-Morpholino-

Sydnonimin benötigen keine enzymatische Metabolisation.

Im Fall von SIN-1 konnte nachgewiesen werden, dass diese Substanz nicht nur NO, sondern

2auch O , welches in vivo unmittelbar zu Peroxynitrit reagiert, freisetzt [86].-

SNAP kann durch die Kathalyse von Schwermetallen spontan NO freisetzen, jedoch herrschen

im Gewebe eher Transnitrosierungsreaktionen vor, die zur Bildung spontan zerfallender

Nitrosothiole führen. Diese Substanz hat jedoch ausschließlich experimentelle Bedeutung. 
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Abb. 1.2: Chemische Struktur der Nitrovasodilatatoren Glyceroltrinitrat (GTN), Isosorbiddinitrat

(ISDN), Isosorbidmononitrat (ISMN), Pentaerythrityltetranitrat (PETN), S-Nitroso-N-Acetyl-D,L-

Penicillamin (SNAP) und 3-Morpholino-Sydnonimin (SIN-1) [4].

Unter der Dauertherapie mit organischen Nitrovasodilatatoren kann das Phänomen der

Nitrattoleranz kommen auftreten [4]. Darunter versteht man eine in Abhängigkeit von Dosis

und kontinuierlicher Medikation mit konstanten Plasmaspiegeln entstehende De-

sensibilisierung der Gefäße auf vasorelaxierende Reize durch NO.

Weiterhin gibt es Hinweise auf eine Sensibilisierung der glatten Gefäßmuskulatur gegenüber

vasokonstriktorischen Stimuli [151]. Nach einem nitratfreien Intervall mit Nitratplasma-

spiegelverminderung ist dieses Phänomen vollständig reversibel.

Der Mechanismus der Nitrattoleranz ist nicht genau geklärt. Diskutiert werden eine verringerte

NO-Freisetzung [163;97;165;117] sowie eine reduzierte biologische NO-Aktivität [13;154].

Weiterhin gibt es Hinweise auf eine nitratinduzierte Gegenregulation mit Stimulation des

Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems [169;68;153;130].
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1.2 Endothelfunktion und Atherosklerose

1.2.1 Endothel

Als Endothel bezeichnet man die Auskleidung des gesamten vaskulären Systems, sowie des

Herzinnenraums mit einer dünnen Lage einschichtigen Plattenepithels. Das Endothel bildet

eine nicht thrombosierende Schicht zur Hemmung der Blutplättchenaggregation, weiterhin ist

es an der Fibrinolyse beteiligt. Vorwiegende Funktionen des Endothels sind Bildung einer

Diffusionsbarriere zwischen Blut und Gefäßwand zur Regulation des Stoffaustausches

zwischen dem intra- und dem extravaskulären Raum, sowie Regulation des Gefäßtonus durch

Metabolisierung vasoaktiver Substanzen (Tab. 1.1).

Endotheleigenschaften Wirkung

2Synthese von Prostazyklin (PGI ) antiaggregatorisch und dilatatorisch wirksam [190]

Rezeptoren für Serotonin und

Histamin

Kontrollfunktion bei Entzündungsreaktionen sowie

immunologischer Prozesse

Träger des Angiotensin-I-Converting-

Enzyms (ACE)

katalysiert aus Angiotensin I vasokonstriktorisch

wirksames Angiotensin II [36]

Rezeptoren für Low-density-

Lipoproteine (LDL)

erhöhtes LDL gilt als Risikofaktor für die Entstehung

einer Atherosklerose

Synthese des sog. „platelets-derived-

growth-factor“ (PDGF)

regt Fibroblasten und glatte Muskelzellen zur

Proliferation an [180]

Synthese des sog. „endothelium-

derived-relaxing-factor“ (EDRF)

vermittelt die endothelabhängige Vasodilatation [69]

Tab. 1.1: Endotheleigenschaften und Endothelfunktionen und daraus resultierende W irkungen.

Für diese Studie ist die Bildung von NO/EDRF durch das Endothel von besonderem Interesse,

da exogen zugeführte Nitrate den biologisch vorgegebenen Weg des endogenen NO

nachahmen (siehe Abb. 1.3). 

Furchgott und Zawadzki konnten 1980 an Streifenpräparaten von Kaninchenaorta nachweisen,

dass die durch Acetylcholin induzierte Vasodilatation endothelabhängig ist.
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Nur bei intaktem Endothel führt eine Acetylcholinapplikation zu einer Vasodilatation. Wird

das Endothel jedoch z.B. mechanisch entfernt, führt dies zu einer Aufhebung der

vasodilatativen Potenz von Acetylcholin und es kommt im Gegenteil zu einer

Vasokonstriktion. So kam es zu der Vorstellung, dass Acetylcholin den s.g. „endothelium-

derived-relaxing-factor“ im Endothel freisetzt, welcher die Gefäßrelaxation vermittelt [69].

1987 konnte nachgewiesen werden, dass EDRF mit NO identisch ist [108;98;170;107].

Mittlerweile kennt man eine Vielzahl vasorelaxierender Substanzen, wie Noradrenalin,

Histamin, Angiotensin II, Bradykinin, Substanz P, Thrombin, Adenosinnukleotide etc., deren

Wirkung durch endogenes NO vermittelt wird [146]. Endogenes NO wird im Endothel durch

Stimulation eines Isoenzyms der NO-Synthase, der endothelialen NO-Synthase (eNOS/NOS

III) gebildet. Von der konstitutiv exprimierten endothelialen NO-Synthase unterscheidet man

grundsätzlich die ebenso konstitutiv exprimierte neuronale NO-Synthase (nNOS/NOS I).

Weiterhin unterscheidet man die induzierbare NO-Synthase (iNOS/NOS II), die nur durch

Zytokinstimulation z.B. im Rahmen eines septischen Schocks exprimiert wird [148].

Nach Bindung an einen spezifischen Rezeptor durch einen Agonisten, wird ein Signalreiz auf

ein aktiviertes G-Protein übertragen. Vermutlich führt die Aktivierung der Phospholipase C

zur vermehrten Bildung von Diacylglycerol und Inositoltriphosphat, was schließlich den

intrazellulären Kalziumspiegel erhöht und die endothelialen NO-Synthase aktiviert.

Die endothelialen NO-Synthase, die spezifisch von NADPH und Kalzium abhängig ist [144],

bildet via Oxidation aus L-Arginin NO und Citrullin [171]. Endogenes NO diffundiert in die

glatte Gefäßmuskulatur, wo es die lösliche Guanylatzyklase aktiviert [37].

Das durch die lösliche Guanylatzyklase gebildete zyklische Guanosinmonophosphat vermittelt

als „second messenger“ über einer Verminderung der zytosolischen Kalziumkonzentration die

Relaxation der glatten Gefäßmuskulatur [4] (s. Abb. 1.3).

Organische Nitrate können als exogene Gefäßhormone angesehen werden, da ihre Wirkung

dem endogenen EDRF weitgehend entspricht, was vor allem deutlich wird, wenn EDRF, wie

z.B. bei der endothelialen Dysfunktion im Rahmen einer Atherosklerose, fehlt [137].

EDRF ist in der glatten Gefäßmuskelzelle, wo es seine hauptsächliche Wirkung entfaltet, in

größeren Mengen vorhanden, als im Gefäßlumen [34]. Endogenes NO, wie auch exogen

zugeführtes NO wird im Gefäßlumen schnell durch freies Hämoglobin inaktiviert [71]. Es wird

deutlich, dass der sehr kurzlebige EDRF (Halbwertszeit ca. 30-60 sec.) lediglich lokale

Wirkungen entfalten kann.
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Abb. 1.3: Vereinfachte Darstellung des vermutlichen Mechanismus endogener und exogener

NO-Synthese und NO-Freisetzung, sowie der Bioaktivierung von Glyceroltrinitrat (GTN),

Isosorbiddinitrat (ISDN), Isosorbidmononitrat (ISMN) und Pentaerythrityltetranitrat (PETN) in der

Endothelzelle und der glatten Muskelzelle. S-Nitroso-N-Acetyl-D,L-Penicillamin (SNAP) und 3-

Morpholino-Sydnonimin (SIN-1) liberieren NO im Gefäßlumen bzw. an der Zellmembran. NO stimuliert

die lösliche Guanylatzyk lase (sGC). Das durch dieses Enzym  gebildete zyklisches

Guanosinmonophosphat (cGMP) vermittelt die Relaxation der glatten Gefäßmuskelzelle [118;156].

Eine durch Epitheldestruktion mit Verlust der endokrinen Epithelfunktion (z.B. durch

atherosklerotische Plaquebildung) bedingte mangelnde lokale EDRF-Bildung kann somit nicht

mit in der Blutbahn frei zirkulierendem endogenen NO aufgefangen werden kann [132].

Ein wesentliche physiologischer Stimulus der NOS-Expression und NO-Bildung im Sinne

einer konstanten basalen EDRF-Freisetzung ist die mechanische Reizung des Endothels durch

einen kontinuierlichen Blutstrom, dem sog. „shear-stress“ [184].

Dies hat zur Folge hat, dass bei einer Gefäßstenose die EDRF-Stimulation nicht nur lokal,

sondern aufgrund des im poststenotischen Gefäßabschnitt verlangsamten Blutflusses dort

ebenso vermindert ist.
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Weiterhin ist das im Rahmen der Gerinnungskaskade erhöht anfallende vasokonstriktorisch

wirksame Thrombin an der luminalen Seite des Endothels ein Reiz zur vermehrten EDRF-

Freisetzung.

Hier stoßen aktivierte und zur Aggregation neigende Thrombozyten, außer dass sie

plättchenaktivierenden Faktor, Serotonin und anderen vasokonstriktorischen Stoffe freisetzen,

über Thromboplastin die Gerinnungskaskade an.

Daher kommt es bei intaktem Endothel nicht zu einer Vasokonstriktion, sondern zu einer

Vasodilatation [40;20]. Eine weitere Funktion einer basalen EDRF-Liberierung ist in diesem

Zusammenhang die Fähigkeit, die Plättchenaggregation zu hemmen. Dieser Effekt wird ebenso

über cGMP vermittelt [21;64].

Ein weiterer Reiz zur EDRF-Freisetzung ist eine Gewebshypoxie [183]. So moduliert das

Endothel u.a. via endogenem NO, neben anderen Substanzen wie z.B. Adenosin, das

Sauerstoffangebot an Herz- und Sklettmuskulatur bei erhöhter Belastung.

Im Fall eines myokardialen Sauerstoffmangels bei koronarer Herzkrankheit kann dieser

Mechanismus aufgrund einer endothelialen Dysfunktion durch Atherosklerose nicht mehr

ablaufen, was die charakteristischen Angina pectoris-Beschwerden verstärkt (Abb. 1.1).

Die Mikrozirkulation und somit auch die Gewebedurchblutung werden ebenfalls über diesen

Mechanismus variiert [104].

1.2.2 Endothelläsion und Atherosklerose

Die Entstehung der Atherosklerose kann durch ein multifaktorielles Geschehen, der „response

to injury“-Hypothese erklärt werden. Initiale Schäden der Intima durch Lipoproteine und

andere Risikofaktoren setzen Reparaturmechanismen in Gang, die letztlich zu dauerhaften

Schäden der Gefäßwände führen [181;182]. Atherosklerose ist eine fortschreitende

Erkrankung, die bereits in früher Jugend nachweisbar sein kann [198].

Epidemiologische Studien offenbaren eine Anzahl Risikofaktoren zur Entstehung einer

Atherosklerose. Diese können eingeteilt werden in Faktoren mit starker genetischer

Komponente und Faktoren, die überwiegend umweltbedingt sind (s. Tab. 1.2 und 1.3).
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Grundvoraussetzung für die meisten Formen dieser Erkrankung ist jedoch ein Überfluss an

atherogenen Lipoproteinen. Das gleichzeitige Auftreten von Risikofaktoren potenziert das

Risiko einer Atherosklerose [131;158;202].

Studien konnten zeigen, dass es eine stark hereditäre Komponente der Atherosklerose gibt. Die

Ausprägung der Erkrankung wird jedoch zu einem großen Teil von Umgebungsfaktoren

bestimmt [141].

Hoher Fettgehalt der

Nahrung

Studien weisen auf starke Assoziationen mit dem Lebensstil hin, Diät scheint der

signifikanteste Faktor zu sein. Hoch fett- oder cholesterolhaltige Diät ist die

Grundvoraussetzung für die Entwicklung einer Atherosklerose im Tiermodell [9].

Nikotinabusus Hohe Assoziation in epidemiologischen Studien. Klinische Untersuchungen zeigen

Vorteile durch Nikotinentwöhnung [9].

Verminderte

Antioxidantien

Klinische Studien mit Antioxidantien sind nicht eindeutig. Fettlösliche

Antioxidantien schützen vor Atherosklerose im Tierexperiment [199].

Bewegungsmangel Signifikante unabhängige assoziiert mit einer KHK [9].

Infektionen Epidemiologischen Studien zeigen Verdachtmomente, z.B. C. pneumoniae.

Tierstudien scheinen diese Vermutungen zu Unterstützen [95].

Tab. 1.2: Umgebungsfaktoren, die Risikofaktoren zur Entstehung einer Atherosklerose darstellen

[142].

Arterieller Hypertonus ist ein weiterer Risikofaktor. Einige atherogene Effekte scheinen durch

das Renin-Angiotensin-(Aldosteron-) System vermittelt zu werden. So stimuliert Angiotensin

II direkt die Proliferation glatter Muskelzellen, ebenso wie platlet-derived-growth factor,

welches bei spontan hypertensiven Ratten erhöht ist [164]. ACE-Hemmer weisen somit neben

der blutdrucksenkenden Wirkung auch antiproliferative und zytoprotektive Effekte auf [133].

Initiale Läsionen der Atherosklerose bestehen aus eine subendothelialen Akkumulation von

cholesteringefüllten Makrophagen, sogenannten Schaumzellen. Solche Läsionen (“fatty

streaks”) können an der Aorta bereits in der ersten Lebensdekade beobachtet werden [198].

“Fatty streaks” sind Vorläufer weiter fortgeschrittener Läsionen, die durch Anhäufung

lipidreichem nekrotischen Gewebes und glatten Muskelzellen charakterisiert sind.
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Typisch für solche fibrösen Läsionen ist eine fibröse Oberfläche (“fibrous cap”), bestehend aus

glatten Muskelzellen und extrazellulärem Material. Diese umschließen einen lipidreichen

nekrotischen Kern.

Hinzu treten Kalzifikationen, Ulzerationen in des Gefäßlumen, Haemorrhagien durch kleine

Blutgefäße, die von der Media in die Läsion vorwachsen, was den Blutfluss behindern kann.

Die klinisch wichtigste Komplikation ist ein akuter Verschluss eines Gefäßes durch

Thrombusbildung oder Blutgerinnsel, was zu einem Myokardinfarkt oder Apoplex führt.

Gewöhnlich ist die Thrombose mit Plaqueruptur oder Erosion der Läsion verbunden.

Mit der Zeit gehen die Schaumzellen zugrunde und der lipidhaltige Inhalt bildet den

nekrotischen Kern der Läsion.

Glatte Muskelzellen wandern von der Media der Gefäßwand ein und akkumulieren. Fibröses

Gewebe wird von den glatten Muskelzellen gebildet, was zu einer Größenzunahme des

fibrösen Plaque führt. Nach Überschreiten einer kritischen Größe erfolgt die weitere

Ausdehnung in das Gefäßlumen.

Andererseits ist die Stabilität der fibrösen Kappe, somit der atherosklerotischen Läsion u.a.

abhängig von der Bildung kollagener Fasern (Typ I und II) durch glatte Muskelzellen. Eine

vermehrte Apoptose dieser Zellen führt somit zu einer Schwächung der fibrösen Oberfläche.

Cytoplasmatische Überreste der glatten Muskelzellen lagern Kalzium ein, wodurch eine

Kalzifizierung des atherosklerotischen Plaque initiiert wird [110].

Fibröse Plaques sind durch eine Zunahme an extrazellulärer Flüssigkeit und glatter

Muskelzellen sowie von glatten Muskelzellen abstammender extrazellulärer Matrix

charakterisiert. Zytokine und Wachstumsfaktoren sezerniert von Makrophagen und T-Zellen

fördern die Proliferation und Migration von glatten Muskelzellen aus der Media in die Intima.

Schönbeck et al. konnten zeigen, dass Interaktionen zwischen CD40 und CD40L (CD154) eine

wichtige Rolle in diesem Prozess, somit in der Bildung fortgeschrittener Läsionen spielen.

CD40 wird sezerniert von T- und B-Zellen sowie von Endothel- und glatten Muskelzellen

[186]. An Mäusen ohne CD40L oder nach CD40L Antikörpergabe fanden sich weniger

entzündliche und in ihrer Ausprägung mäßigere atherosklerotische Läsionen mit einem

höheren fibrösen Anteil. Hieraus ergeben sich neue therapeutische Ansätze. Man verspricht

sich von einem Eingreifen in das CD40 und CD40L System u.a. eine höhere Stabilität der

Läsionen [187].
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Es zeigte sich, dass z.B. akute durch Thromben induzierte koronare Ereignisse stärker von der

Zusammensetzung und Vulnerabilität einer Läsion als von dem Ausmaß der Stenose abhängig

sind. Vulnerable Läsionen weisen eine dünne fibröse Oberfläche und eine vergleichsweise

höhere entzündliche Aktivität auf. Die Stabilität einer Läsion ist weiterhin abhängig von

Kalzifikationen und Neovaskularisation. Die Thrombogenität einer Läsion wird verstärkt da

Endothelzellen und Makrophagen verstärkt Prothrombinase (Faktor III), ein Schlüsselprotein

der Gerinnungskaskade, in Anwesenheit von oxLDL, bei Entzündungen und bei Bindung von

CD40 und CD40L sezernieren [186].

Aktivierte hyperaktive Thrombozyten, wie sie im Verlauf der Erkrankung auftreten, tragen

durch Adhäsion an subendotheliales Bindegewebe und durch Freisetzung von Mediatoren

sowohl zur Progression der atherosklerotischen Gefäßwandveränderungen [92], als auch zum

Entstehen thromboembolischer Komplikationen bei [62].

Auf Grund unterschiedlicher Fließeigenschaften des Blutes entstehen im Gefäßsystem

Praedilektionsstellen zum Auftreten atherosklerotischer Läsionen. Diese Fließeigenschaften

(“shear stress”) haben Einfluss auf die Morphologie des Endothels.

Bei laminarem Blutfluss weisen die Zellen eine ellipsoide Ausprägung und sind in Fluss-

richtung angeordnet. An Stellen mit turbulentem Blutfluss, z.B. an Verzweigungen der

Arterien, Abgängen und Innenkurven, sind die Zellen von polygonaler Form ohne gemeinsame

Ausrichtung. Diese Gebiete weisen eine vermehrte Permeabilität für Makromoleküle wie LDL

auf [77]. Im Tiermodell zeigen sich nach einer fett- und cholesterinhaltigen Diät eine

Ansammlung von Lipoproteiden in der Intima an Prädilektionsstellen der Blutgefäße [142].

Untersuchungen an atherosklerotischen Läsionen menschlicher Arteria carotis legen nahe, dass

unterschiedliche Fliesseigenschaften das Auftreten von Apoptose beeinflussen. Tricot et al.

Fanden in Bereichen eines atheromatösen Plaque mit niedrigem Blutfluss und niedrigem

“shear stress” eine erhöhte Apoptoserate, was Einfluss auf Plaqueerosionen und

Thrombogenität hat [212].

LDL diffundiert passiv durch das Endothel. In der Gefäßwand geht der Bestandteil

Apolipoprotein B (apoB) Interaktionen mit Proteoglykanen der Zellmatrix ein [29].

Lipoprotein A, ähnlich dem LDL, jedoch ein zusätzliches Polypeptid (Apolipoprotein(a)),

enthaltend, ist besonders atherogen [82].
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In der Gefäßwand erfährt LDL eine Reihe von Modifikationen wie Oxidation, Lipolyse,

Proteolyse und Aggregation. Primär entsteht minimal oxidiertes LDL.

Im Mäusemodell konnte bei fehlen der Lipoxygenase eine in ihrer Ausprägung verminderte

Atherosklerose diagnostiziert werden [45].

Cholesterolsynthesehemmer (CSE-Hemmer) weisen neben einer Lipidsenkung eine direkte

hemmende Wirkung der LDL-Oxidation auf [10;78].

HDL weist neben der Fähigkeit freies Cholesterol aus der peripheren Zelle zu transportieren

ebenso eine inhibierende Wirkung der Lipidoxidation auf.

Minimal oxigeniertes LDL wird zu hoch oxigeniertem LDL, dem oxLDL modifiziert.

Erhöhte LDL/VLDL-

Spiegel

Assoziationen fanden sich in epidemiologischen Studien, Studien an genetischen

Krankheiten und Tiermodellen. Positive Effekte einer Cholesterinreduktion [9].

Verminderte HDL-

Spiegel

Assoziationen fanden sich in epidemiologischen Studien, unterstützt durch Studien

genetischer Krankheiten sowie durch Tiermodelle [81].

Erhöhte

Lipoprotein(a)-Spiegel

Assoziationen in einigen epidemiologischen Studien gezeigt, Tiermodelle sind

jedoch widersprüchlich [127].

Erhöhter Blutdruck Epidemiologische und klinische Studien zeigen positive Effekte einer Blutdruck-

senkung, besonders im Bezug auf Apoplex [9].

Erhöhte Homocystein-

Spiegel

Assoziationen fanden sich in epidemiologischen Studien, erhöht bei Homo-

cystinurie [74].

Familienanamnese Signifikanter unabhängiger Faktor [80].

Diabetes und

Fettleibigkeit

Assoziationen fanden sich in epidemiologischen Studien und Tiermodellen [9].

Erhöhte

Haemostasefaktoren

Signifikante unabhängige Assoziationen wurden beobachtet bei erhöhtem

Fibrinogen, plasminogen activator inhibitor Typ I und Thrombozytenaktivität [9].

Depression/

Verhaltenszüge

Assoziationen fanden sich in unterschiedlichen Studien [79].

Geschlecht (männlich) Über sechzig Jährige: Verhältnis männlich zu weiblich 2:1 [162].

Systemische

Entzündung

Hinweise auf eine Assoziation systemischer Entzündung (C-reaktives Protein,

BSG) mit KHK [129].

Metabolisches

Syndrom

Metabolische Entgleisungen mit Insulinresistenz sind häufig assoziiert mit einer

KHK [141].

Tab. 1.3: Faktoren mit verstärkter gentischer Komponente, die Risikofaktoren zur Entstehung

einer Atherosklerose darstellen [142].
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Eine Oxidation durch Sauerstoffradikale aus glatten Muskel- und Endothelzellen sowie

Makrophagen konnte nachgewiesen werden [18]. Weiterhin vermutet man eine Beteiligung

oxidierend wirkender Enzyme wie Myeloperoxidasen, Sphingomyelinase und Phospholipase.

Die Aufnahme von oxLDL durch Makrophagen wird durch eine Reihe von Rezeptoren

vermittelt.

Zwei dieser Rezeptoren (SR-A und CD36) sind anscheinend von besonderer Bedeutung, führt

doch das Fehlen einer dieser Rezeptoren im Mausmodell zu einer mäßig reduzierten

Atheroskleroseausprägung [201;57].

Endothelzellen stellen eine wichtige Barriere dar. Diese Zellen kontrollieren die Adhäsion,

Aggregation und Invasion immunkompetenter Zellen. Bei einigen der o.g. Risikofaktoren der

Atherosklerose ließ sich eine verminderte endothelabhängige Vasorelaxation feststellen.

Weiterhin fand sich eine vermehrten Bildung freier Sauerstoffradikale durch die

NADH/NADPH Oxidase bei diesen Erkrankungen. Somit ist von einer Hemmung der

physiologischen NO-Funktion auszugehen.

Darüber hinaus bilden sich im Rahmen der Interaktion zwischen Superoxidradikalen und NO

toxische Radikale wie z.B. Peroxynitrit [33].

Die Stimulation der Bildung freier Sauerstoffradikale durch proinflammatorische Faktoren wie

Angiotensin II, oxLDL oder Tumornekrosefaktor " führt zur Apoptose von Endothelzellen

[51]. Sauerstoffradikale fördern die Proliferation glatter Muskelzellen. 

Antioxidantien wie "-Tocopherol (Vitamin E) oder Ascorbinsäure (Vitamin C) weisen in

diesem Zusammenhang positive Effekte z.B. auf die oxLDL-Bildung auf [23;103;177].

Östrogen wirken antiatherosklerotisch durch ihre Wirkung auf Plasmalipide und Stimulation

von Prostacyklinen und NO [162].

NO induziert in atherosklerotischen Läsionen eine Apoptose der eingewanderten Makro-

phagen. Dies kommt einer Verminderung der Entzündungsaktivität gleich. Wang et al.

konnten an hypercholesterolämischen (0,5% über 10 Wochen) New Zealand White Kaninchen

nachweisen, dass eine anschließende zweiwöchige Fütterungsperiode mit L-Arginin zu einem

Rückgang vorbestehender Atherome führte [218].

Gering oxidiertes LDL stimuliert Endothelzellen zur Bildung proinflammatorischer Moleküle

wie Zelladhäsionsmoleküle und Wachstumsfaktoren, z.B. Makrophagen koloniestimulierender

Faktor [219].
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Adhäsive Proteine mit einer speziellen Affinität zu zirkulierenden Monozyten wie die

Immunglobuline ICAM-1 (intercellular adhesion molecule-1) und VCAM-1 (vascular cell

adhesion molecule-1) werden exprimiert.

Weiterhin interagieren Zelladhäsionsmoleküle, Endothelzellen-Glykoproteine, mit

spezifischen Rezeptoren der Leukozyten. Hierzu gehören P- und E-Selektine [53;42]. NO

bewirkt eine Hemmung der Expression von Adhäsionsmolekülen [35;90].

Oxidiertes LDL ist jedoch in der Lage die Produktion von NO zu inhibieren. Mäuse mit einem

Mangel an NO Synthase weisen eine verstärkte Atherosklerose auf [109].

Weiterhin zeigten Mäuse mit einem spontanen Mangel an Makrophagen

koloniestimulierendem Faktor, welcher vielfältige Einflüsse auf die Funktion der

Makrophagen ausübt, eine deutlich mildere Ausprägung der Läsionen [196]. Ebenso Nager mit

einem Mangel an Monozyten chemotaktischem Protein (MCP-1) oder dessen Rezeptor

(CCR2) [84;30].

Der Stellenwert von EDRF/NO bei der Regulation des Blutkreislaufs lässt sich sowohl im

Tierexperiment, als auch in klinischen Studien nachvollziehen. In atherosklerotisch

veränderten Blutgefäßen mit zerstörtem Endothel lässt sich jedoch endogenes NO nicht oder

nur vermindert nachweisen [65]. Dieser Pathomechanismus trägt auch zur Rezidivneigung von

20 bis 30 % nach primär erfolgreicher Dilatation von Koronargefäßen bei symptomatischer

koronarer Herzkrankheit mittels eines Ballonkatheter (PTCA) innerhalb von 4 bis 6 Monaten

bei, da hierdurch die endotheliale Dysfunktion mit anhaltender Thrombozytenaktivierung nicht

therapiert wird [61;135].

Tiermodelle zur Untersuchung der Atherosklerose

Untersuchungen am Menschen zur Atherosklerose sind bei langsamer Progression der

Erkrankung, mangelnden Kontrollmöglichkeiten und nahezu unmöglicher postmortaler

Untersuchung der Atheroskleroseausprägung sehr limitiert.

Daher greift man schon seit Jahrzehnten auf eine Vielzahl von Tiermodellen mit genetischer

oder artifiziell induzierter Atherosklerose zurück.
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Das Modell des cholesteringefütterten Kaninchen ist das häufigste verwendete Tiermodell zur

Untersuchung der Atherosklerose und schon seit der Jahrhundertwende bekannt [99].

Wie in anderen Tiermodellen zur Untersuchung der Atherosklerose und beim Menschen

entwickelt sich beim Kaninchen die Atherosklerose fokal in spezifischen Arealen der Arterien,

die allerdings etwas zwischen den Spezies variieren.

Trotz dieser Unterschiede werden die meisten Ergebnisse aus Versuchen mit Kaninchen durch

Studien an anderen Tieren wie z.B. Affen bestätigt und sind im Einklang mit Untersuchungen

am Menschen [102].

Die in dieser Studie eingesetzten weißen Neuseeländer Kaninchen entwickeln spontan keine

atherosklerotischen Gefäßveränderungen der Intima. Möglich ist eine Degeneration der Media

[83], die der humanen sklerosierenden Mediaverkalkung vom Typ Mönckenberg ähnelt [73].

Unter einer mehrwöchigen 2 %-igen Cholesteroldiät kommt es zu einem massiven Anstieg des

Plasmacholesterols. Das Cholesterol akkumuliert in der Intima der größeren Gefäße, besonders

im Aortenbogen und der Aorta thoracica [7].

Histologische Untersuchungen der atherosklerotischen Veränderungen in Kaninchengefäßen

weisen Gemeinsamkeiten zu den beim Menschen auftretenden sog. „fatty streaks“ auf.

Es zeigen sich proliferierende glatte Muskelzellen, lipidgefüllte sog. Schaumzellen und

extrazelluläre Cholesterin- bzw. Kalziumablagerungen. Diese Läsionen gehen mit einer

verminderten endothelabhängigen Vasorelaxation einher [215], deren Ausmaß mit der

Ausprägung der Läsionen korreliert [102] und durch einen Endothelverlust bedingt ist [125].

Daley et al. konnten zeigen, dass auch ein vergleichsweise niedriger Futtercholesterolgehalt

(0,125 bis 0,5 %) innerhalb einer relativ kurzen Zeit (6 Monate) ausgeprägte atherosklerotische

Läsionen in weißen Neuseeländer Kaninchen hervorrufen kann, die histologisch humanen

Plaques ähnlich sind [47;48].

1.3 Fragestellung

Schon auf Grund der hohen Inzidenz der koronaren Herzkrankheit in der Bundesrepublik

Deutschland von 10 % der männlichen Bevölkerung, zu deren Akut- und Intervalltherapie

organische Nitrate maßgeblich beitragen, wird die Bedeutung dieser Substanzgruppe deutlich. 

Trotz ihrer Bedeutung und breiten Verwendung, sowie der intensiven Forschung bezüglich

dieser Substanzgruppe fehlt bisher eine vergleichende Studie über die unterschiedliche
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Ausprägung der bevorzugt venösen Gefäßdilatation bei gewöhnlich therapeutisch eingesetzten

Nitrovasodilatatoren in verschiedenen Gefäßen der gleichen Spezies unter identischen

Bedingungen. Hier soll diese Studie einen Überblick geben.

Bisher veröffentlichte Daten über nitrovasodilatatorinduzierte Vasorelaxation zeigen ein

heterogenes Bild, was anhand eines Überblicks in Tabelle 1.4 deutlich wird.

Gefäß 50EC   [nM] Ratio  (a/v) Vorkontraktion Quelle

Mesenterialarterie, Rind

Mesenterialvene, Rind

27

1,000

0,027 Histamin

Serotonin

[11]

[14]

Lungenarterie, Rind

Lungenvene, Rind

40

2

20 KCl

KCl

[56]

Femoralarterie, Hund

Femoralvene, Hund

5,000

610

8,1 Noradrenalin

KCl

[143]

[194]

Femoralarterie, Hase

Femoralvene, Hase

1,000

5

200 Noradrenalin [160]

Koronararterie, Schwein

Vena cordis magna, Schwein

580

490

1,3 Prostaglandin-

F2-alpha

[114]

[115]

Tab.1.4: Überblick über veröffentlichte Daten bezüglich vasorelaxierender Effekte von

50Glyceroltrinitrat aus In-vitro-Studien. Als EC  wird die Konzentration zur halbmaximalen Hemmung der

Vorkontraktion bezeichnet [nach 4].

Zu diesem Zweck untersuchten wir im ersten Teil der Studie (In-vitro-Studie) anhand eines

Tiermodells mit männlichen weißen Neuseeländer Kaninchen die organischen Nitrate

Glyceroltrinitrat, Isosorbiddinitrat, Isosorbidmononitrat, Pentaerythrityltetranitrat, sowie die

spontanen NO-Donoren S-Nitroso-N-Acetyl-D,L-Penicillamin und 3-Morpholino-Sydnonimin

an Gefäßen der Lungenzirkulation und an Gefäßen des großen Kreislaufs. Exogen zugeführtes

NO weißt in Gefäßarealen, in denen das Epithel mit Verlust der endokrinen Epithelfunktion

(mangelnde lokale EDRF-Bildung durch atherosklerotische Plaquebildung) destruiert ist, eine

stärkere Wirksamkeit auf [195;5;146].

Hier ist es von Interesse, die Wirkungsunterschiede organischer Nitrate zu quantifizieren.

Im zweiten Teil der Studie (In-vivo-Studie) untersuchten wir unter zur Kontrollgruppe

vergleichbaren Bedingungen wie Vorbehandlung und Vorkontraktion die organischen Nitrate
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Isosorbidmononitrat (ISMN), Pentaerythrityltetranitrat (PETN) und den spontanen NO-Donor

S-Nitroso-N-Acetyl-D,L-Penicillamin (SNAP) auf Unterschiede in ihrer vasodilatatorischen

Aktivität an atherosklerotisch veränderten Aorten im Vergleich zu gesunden Gefäßen.

In diesem Tiermodell entwickelten männliche weißen Neuseeländer Kaninchen über einen

Zeitraum von 4 Monaten auf Grund einer massiven Cholesterolzufuhr eine Atherosklerose.

Wir ermittelten das morphologische Ausmaß der atherosklerotischen Aortenplaques mittels

Computer-Scanner.

Weibliche weiße Neuseeländer Kaninchen weisen im Vergleich zu männlichen Tieren eine

erhöhte basale EDRF-Freisetzung auf [91], was vermuten lässt, dass es geschlechtsspezifische

Unterschiede in der endothelialen Funktion gibt. Dies ist möglicherweise von Bedeutung, da

Frauen praemenopausal eine wesentlich geringere Inzidenz der koronaren Herzerkrankung

aufweisen [105].  Somit kann im Vergleich zu bereits an weiblichen weißen Neuseeländer

Kaninchen erhobenen Daten [124] verglichen werden, in welchem Ausmaß das Geschlecht die

Atheroskleroseentwicklung und darüber hinaus die endothelabhängige Vasorelaxation

beeinflusst.

Außerdem ermittelten wir den abschwächenden Einfluss von Superoxidradikalen auf die

Aktivität von NO. Diese werden in atherosklerotisch veränderten Gefäßen vermehrt gebildet

und reagieren mit NO zu Peroxynitrit. Hierfür wurden den Dosiswirkungskurven von

Acetylcholin und dem spontanen NO-Donor S-Nitroso-N-Acetyl-D,L-Penicillamin eine

Vorinkubation der Aortenringe mit Superoxid-Dismutase vorangestellt.

Zusammenfassend gehen die hier vorgestellten Studien der Fragestellung nach, ob und in

welcher Ausprägung Unterschiede in der bevorzugt venösen Gefäßdilatation zwischen

Nitovasodilatatoren in-vitro auftreten, ferner ob und in welcher Ausprägung Unterschiede in

der vasodilatativen Aktivität an gesunden und atherosklerotisch veränderten Blutgefäßen

zwischen Nitovasodilatatoren in-vitro auftreten.

Weiterhin wird im Vergleich zu bereits an weiblichen weißen Neuseeländer Kaninchen

erhobenen Daten der Frage nachgegangen, ob und in welcher Ausprägung Unterschiede in der

dilatativen Aktivität von Nitrovasodilatatoren an gesunden und atherosklerotisch veränderten

Blutgefäßen zwischen männlichen und weiblichen Tieren in-vitro auftreten, ferner in welchem

Ausmaß das Geschlecht die Atheroskleroseentwicklung beeinflusst.
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2.0 Material und Methoden

2.1 Untersuchungssubstanzen und Lösungen

2.1.1 Organische Nitrovasodilatatoren

C Glyceroltrinitrat

C S-Nitroso-N-Acetyl-D,L-Penicillamin

C Isosorbiddinitrat

C Isosorbidmononitrat

C Pentaerythrityltetranitrat 

C 3-Morpholino-Sydnonimin

Die Synthese von SNAP wurde in unserem Labor nach Vorgabe durch Field et al. [60]

durchgeführt. Das Produkt wurde in Methanol einmal rekristallisiert. Die Analyse von SNAP

beinhaltete sowohl eine Dünnschichtchromatographie auf Merck RP 18 Platten mit

Methanol/Wasser 7/3 (V/V) als Eluent, sowie eine Hochdruckflüssigkeitschromatographie.

Zur Bestimmung freier Sulfidgruppen wurde ein Sprühnachweis mit 1.5 g

Natriumnitroprussid, gelöst in einem Aliquot einer Lösung aus 5 ml 2 N Salzsäure, 95 ml

Methanol und Ammoniak (25%), durchgeführt. Es wurden keine nachweisbaren Mengen an

Sulfid gefunden. Der Nachweis der Nitrogruppe wurde durch Besprühen des entwickelten

Chromatogramms in zwei Schritten erreicht: Sprühen von in Methanol suspensiertem Zn-

Staub (Partikelgröße < 60 :m), gefolgt durch Sprühen von 250 mg Schwefelsäure/"-

Naphtylamin in Essigsäure. Die kurze Erwärmung der Chromatographieplatte führte zu einer

rötlichen Verfärbung. Der Schmelzpunkt der verwendeten Präparation lag bei 148.3/C (unter

Zersetzung).

Zusätzlich wurde die Eigenschaft von SNAP, NO freizusetzen, in einem Oxyhämoglobinassay

[58] nachgewiesen.1 mM SNAP ergab eine NO-Bildungsrate von 1.28 + 0.01 :M min  (n=3).-1

Die Substanzen ISMN, ISDN und PETN wurden freundlicherweise von ISIS Pharma,

Zwickau, SIN-1 von Cassella-Pharma GmbH, Frankfurt/Main, zur Verfügung gestellt. GTN

wurde als Perlinganit (Lösung) der Firma Schwarz Pharma AG, Monheim, verwendet.
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2.1.2 Sonstige verwendete Substanzen

C Ketamin (Ketavet , 100 mg/ml Amp.), Firma Parke-Davis®

C Diazepam (Valium , 5 mg/ml Amp.), Firma Roche, Basel®

C Xylazin (Rompun , 2%), Firma Bayer, Leverkusen®

C Heparin (Liquemin ), Firma Roche, Basel®

C Acetylcholin Firma Sigma, Deisenhofen

C Phenylephrin Firma Sigma, Deisenhofen

C Sudan IV Firma Sigma, Deisenhofen

C SOD Firma Sigma, Deisenhofen

C DMSO, Methanol und Formaldehyd, Firma Merck, Darmstadt

2.1.3 Präparation von Oxyhämoglobin

2Eine Oxyhämoglobinlösung (HbO ) wurde hergestellt, indem 20 mg Hämoglobin (Rind,

doppelt kristallisiert) (Firma Sigma, Deisenhofen) in 1 ml Aqua bidest. unter Rühren (3 min)

gelöst wurden. Danach wurde das Hämoglobin, nachdem es an der Oberfläche für 10 min

2 2vorsichtig mit Carbogen (95% O ; 5 % CO ) begast wurde, durch eine Spatelspitze Natrium-

2 2 4dithionit (Na S O ) (Merck, Darmstadt) reduziert. In einer Sephadex Säule wurde die Lösung

dann entsalzt. Sephadex G25 (Pharmacia, LKB, Freiburg i. B.), in Phosphatpuffer (pH 7,7)

suspensiert, wurde in eine mit Filterwolle verschlossene Pasteurpipette gefüllt und zweimal

mit dem Puffer gespült. Dann wurde die vorher bereitete Oxyhämoglobinlösung auf die Säule

aufgetragen und mit dem Puffer eluiert. Die dunkelrote Fraktion wurde unter der Pasteurpipette

in einem eisgekühlten und lichtgeschützten Wheatonglas aufgefangen. Zur Konzentrations-

bestimmung der erstellten Lösung wurde mit einem Photometer die Extinktion bei 415 nm

gemessen. Dazu wurden je dreimal 10 :l der Lösung mit einer genauen Pipette abgenommen

und mit 2990 :l Aqua bidest. verdünnt. Diese Verdünnungen wurden gegen Aqua bidest. als

Leerwert gemessen. Nach Mittelung der Ergebnisse wurden die Konzentration unter

145 nmVerwendung des molaren Extinktionskoeffizienten für E  = 131 mM  cm  berechnet.-1 -1

 Formel:  E = , x c

Konzentration (:M) = Extinktion der Lösung / Extinktionskoeffizient x 300 (Verdünnung).
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2.1.4 Präparation der Stammlösungen

Die Stammlösungen der Untersuchungssubstanzen wurden unmittelbar vor Versuchsbeginn

folgendermaßen frisch hergestellt:

C GTN Stammlösung [1 mM]: 227.1 :l Perlinganit  + 772.9 :l Aqua bidest.,®

Verdünnungsreihe mit Aqua bidest.: [1 mM bis 0,1 :M].

C SNAP Stammlösung [10 mM, MG: 220.2]: 2.2 mg + 100 :l Methanol + 900 :l Aqua

bidest., Verdünnungsreihe mit Aqua bidest.: [10 mM bis 0,1 :M].

C ISDN Stammlösung [10 mM, MG: 235.6]: 2.36 mg + 100 :l DMSO + 900 :l Aqua

bidest., Verdünnungsreihe mit Aqua bidest.: [10 mM bis 0,1 :M].

C ISMN Stammlösung [0,1 M, MG: 191.2]: 21.24 mg + 1 ml Aqua bidest.,

Verdünnungsreihe mit Aqua bidest.: [0,1 M bis 0,1 mM].

C PETN Stammlösung [10 mM, MG: 316.1]: 12,65 mg + 800 :l DMSO + 200 :l Aqua

bidest., Verdünnung auf 1 mM: 100:l Stamm + 500 :l DMSO + 400 :l Aqua bidest.

Verdünnungsreihe mit Aqua bidest.: [0,1 mM bis 10 nM].

C SIN-1 Stammlösung [10 mM, MG: 206.7]: 2.07 mg + 1 ml Aqua bidest.,

Verdünnungsreihe mit Aqua bidest.: [10 mM bis 0,1 :M].

C Phenylephrin Stammlösung [10 nM, MG: 204,7]: 2,04 mg + 1 ml Aqua bidest.

Verdünnungsreihe mit Aqua bidest.: [10 nM bis 10 :M].

C Acetylcholin Stammlösung [1 nM, MG: 181,7]: 1,82 mg + 1 ml Aqua bidest.

Verdünnungsreihe mit Aqua bidest.: [1 nM bis 10 :M].

C KCl Stammlösung [4 M, MG: 74,56]: 5,9685 mg + 20 ml Aqua bidest.

C SOD Stamm [4200 U/ml] Stammlösung 0,476 mg SOD/ml; Endkonzentration im 10

ml Organbad: 200 U/ml.

Vorangegangene Untersuchungen zeigten, dass die DMSO-Lösungsmittelkonzentration von

0,1 bis 0,8 % keinen Einfluss auf den Gefäßtonus hat. Die Maximalkonzentration an Methanol

führte ebenfalls nicht zur Beeinträchtigung des Vasotonus. Bei den Substanzen SNAP und

Acetylcholin war es notwendig, die Stammlösungen und Verdünnungsreihen bis zu ihrer

Verwendung im Organbad in Eiswasser mit Lichtschutz zu lagern.

Alle Konzentrationen in Text, Graphiken und Tabellen sind mit Ausnahme der oben genannten

Verdünnungsreihen als Endkonzentrationen im Organbad angegebenen. 
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2.2 Physiologische Nähr- und Pufferlösung

Als physiologische Nährlösung diente eine modifizierte Krebs-Henseleit Lösung mit folgender

Zusammensetzung:

Ionenzusammensetzung:

Kationen (mM) Anionen (mM)

Natrium 143,07 Chlorid 125,96

Kalium 5,87 Hydrogencarbonat 25,00

Kalzium 1,60 Dihydrogenphosphat 1,18

Magnesium 1,18 Sulfat 1,18

Summe 154,5 Summe 154,5

Glucose             5,05 (mM)

Die Krebs-Henseleit-Lösung wurde täglich unter Verwendung der folgenden zuvor

hergestellter Elektrolyt-Stammlösungen angesetzt:

Stammlösungen:

Salz Molarität MG Einwaage

2 4KH PO 0,235 M 136,09 15,99 g/500 ml

KCl 0,939 M   74,56 34,99 g/500 ml

4 2MgSO  x 7 H O 0,235 M 246,48 28,96 g/500 ml

2 2CaCl  x 2 H O 0,320 M 147,02 23,52 g/500 ml

Für den Ansatz von 1 l Nährlösung wurden jeweils eingesetzt (Stammlösungen je 5 ml):

NaCl: 6,9 g Glucosemonohydrat: 1,1 g

NaHCO3: 2,1 g Aqua bidestillata (ad 1,0 l)

2 2Der pH-Wert der mit Carbogen (O /CO , 95/5, V/V) begasten Lösung lag bei einer

Organbadtemperatur von konstant 37/C zwischen 7,35 und 7,45. Die hier verwendeten

Substanzen wurden von der Firma Merck, Darmstadt bezogen. Das Carbogengas wurde von

der Firma Linde AG geliefert.
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2.3 Versuchstiere

Alle in dieser Arbeit vorgestellten Ergebnisse beruhen auf Untersuchungen an männlichen

weißen Neuseeländer Kaninchen. Zwei Gruppen dieser Kaninchen kamen zum Einsatz. Im

ersten Teil der Studie zur Untersuchung der Wirkung von Nitrovasodilatatoren an gesunden

Gefäßen wurden (In-vitro-Studie) 42 männlichen Kaninchen mit einem Körpergewicht von 2,2

bis 2,6 kg und einem Alter von 20 Wochen verwendet.

In der zweiten Versuchsreihe, die zur Fragestellung die Entwicklung der Atherosklerose und

endothelialen Dysfunktion sowie deren Auswirkungen hatte (In-vivo-Studie), wurden 18

Kaninchen mit einem Körpergewicht von 2,6 bis 2,9 kg eingesetzt. Neun dieser Tiere wurden

in einem Alter von 10-12 Wochen einer 15 Wochen dauernden cholesterolreichen Diät

zugeführt. Weitere neun Tiere dienten der Kontrolle bei gleichem Futter ohne

Cholesterolzusatz. Die tägliche Fütterung mit 40 g/kg Körpergewicht. der unterschiedlichen

Futtersorten führte zu einer wöchentlichen Gewichtszunahme von 35-50 g in der

Kontrollgruppe und 50-65 g in der Cholesterolgruppe. Die Futterpellets wurden von den

Tieren gut angenommen. Die Tiere wurden von der Lippischen Versuchstierzucht GmbH

geliefert.

2.3.1 Tierhaltung

In der Tierversuchsanlage der Düsseldorfer Universität wurden die Kaninchen einzeln in

Edelstahlkäfigen auf Lochgittern gehalten. Die Käfige hatten eine Größe von 72 x 52 x 36 cm.

Die Umgebungstemperatur betrug 18-20/C, die relative Luftfeuchtigkeit 55 % + 5 %. Der

durch Kunstlicht (300 Lux) aufrechterhaltene Tag-Nacht-Rhythmus war auf 12 Stunden (7  -00

19  Uhr) festgelegt. Die Tiere erhielten mittels einer automatischen Tränke entkeimtes Wasser00

(ad libitum).

2.3.2 Fütterung der an der Atherosklerosestudie teilnehmenden Tiere (In-vivo-Studie)

Die 18 Kaninchen der Atherosklerosestudie wurden zu Beginn in zwei Gruppen unterteilt:

C Gruppe 1  (n=9) erhielt Standardfutter

C Gruppe 2  (n=9) erhielt Standardfutter, angereichert mit 7,5 g/kg KG Cholesterol
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Das Cholesterin wurde in entsprechender Menge vom Hersteller (Firma Norlin GmbH, Bad

Salzufflen) als Zusatz mit dem Standardfutter gemischt und zu Pellets verarbeitet.

Während der Fütterungsstudie erhielt jedes Tier täglich eine Futtermenge von 40 g/kg

Körpergewicht. Zur Futteranpassung an das Körpergewicht der Kaninchen wurde jedes Tier

wöchentlich gewogen.

Pro Versuchstag wurde ein Kaninchen eingesetzt, so das die Fütterung der Tiere zeitlich

versetzt begonnen wurde. Pro Woche wurden 4 Kaninchen neu in den Versuch einbezogen.

Die Fütterungsdauer von 15 Wochen wurde streng eingehalten.

2.4 Blutgefäße

Untersuchte Blutgefäße (s. auch Abb.2.2):

In-vitro-Studie

(gesunde Gefäße)

In-vivo-Studie

(gesunde und atherosklerotische Gefäße)

je 1 Gefäßring pro Versuchstag je 4 Gefäßringe pro Versuchstag, entweder

Aorta thoracica Aorta thoracica gesund, oder

Vena cava inferior, Aorta thoracica atherosklerotisch

Arteria pulmonalis und

Vena pulmonalis

2.5 Studien an isolierten Gefäßsegmenten

2.5.1 Versuchsapparatur (siehe auch Abb. 2.1)

Die Versuchsapparatur setzt sich aus folgenden Komponenten zusammen:

C Umlaufthermostat mit Wasserbad zur Aufrechterhaltung einer konstanten Gefäßbad-

temperatur von 37/C, Typ NB 22, Firma Haake

C 4 doppelwandige Organbäder mit einem maximalen Füllungsvolumen von 25 ml

C 4 kleine Edelstahlstangen mit Haken (Eigenanfertigung Institut für Pharmakologie)
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C 4 Fritten zur Gefäßbegasung der 25 ml Organbäder mit Carbogen

C 1 Fritte zur Begasung des 2 l Krebs-Henseleit-Vorratsgefäßes

C 8 Triangeln aus Edelstahl (Eigenanfertigung Institut für Pharmakologie)

C Kunststofffaden zur Fixierung der Triangeln mit Gefäßsegmenten, Synthofil , 1,5®

metric, 4/0 USP, Firma Braun-Melsungen (keine Längenänderung durch Feuchtigkeit)

C Isometrischer Spannungsmesser, Typ Statham

C Digitaler Punktdruckmesser, Typ LPD 12, Firma Linseis, Selb

C 4 Verstärker (Eigenanfertigung Institut für Pharmakologie, Ing. Springer)

C Schreiber zur Dokumentation auf Druckfahnen

C Doppelwandiges Krebs-Henseleit-Lösung-Vorratsgefäß mit 2l Flüssigkeitsvolumen

C Eppendorfpipetten mit verschiedenen Volumina

C spezielle Scheren und Pinzetten

2.5.2 Präparation

Anästhesie: Zur Sedierung und Einleitung der Anästhesie wurde den Kaninchen Ketamin

(Ketanest ) [25 mg/kg KG] und Xylazine (Rompun ) [5 mg/kg KG] in den Musculus Tibialis® ®

injiziert. Zur Kontrolle der nach 5-15 Minuten einsetzenden Narkose wurde die beginnende

Muskelrelaxation und der erlöschende Lidschlussreflex herangezogen. Durch einen venösen

Zugang über eine Ohrvene des Kaninchens, offengehalten mittels Kochsalzlösung, wurde zur

Erhaltung der Narkosetiefe eine zweite Ketamindosis [10 mg/kg KG] und Diazepam

(Valeron ) [0,5 mg/kg KG] injiziert.®

Tracheotomie und Beatmung: Nachdem bei dem Kaninchen die Narkose eingetreten war,

begann die Tracheotomie. Hierfür wurde der Kopf des Kaninchen mittels einer Nackenrolle

überstreckt. Dann wurde das Fell und die über der Trachea sehr dünne Haut vorsichtig in

Längsrichtung mit einem Skalpell gespalten und die darrunterliegende Trachea freipräpariert,

ohne sie zu verletzen. Auf Höhe des 3 bis 4 Trachealringes wurde die Trachea nun mit einem

kleinen Längsschnitt eröffnet und der Beatmungsschlauch platziert. Zur künstlichen Beatmung

mit Raumluft, einer Beatmungsfrequenz von 40/min und einem Beatmungsdruck von 15 mm

Hg diente eine Beatmungspumpe nach Schuler (Firma Braun-Melsungen).
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Präparation der Gefäße: Nach erfolgter Tracheotomie des Tieres wurde das Sternum in

Längsrichtung gespalten. Dann wurde der Thorax durch zwei Schnitte im 6. Interkostalraum,

dem Rippenbogen nach rechts und links bis zur Axillarlinie folgend, vorsichtig weiter eröffnet.

Die Blutungen aus der Arteria thoracica interna wurden durch Gefäßklemmen unterbunden, an

denen dann der Thorax nach rechts und links geöffnet und der Herzbeutel zugänglich wurde.

Anschließend wurde [5 mg/kg KG] Heparin als Antikoagulanz über den venösen Zugang

injiziert.

Vor der Entfernung des Herzens wurde die Vena cava direkt vor ihrem Diaphragmadurchtritt

abgebunden, um sie später bei der weiteren Präparation leichter aufsuchen zu können. Die

Aorta wurde daraufhin unmittelbar proximal nach ihrem Abgang vom Herz durchtrennt,

während die Vena cava inferior, die Vena pulmonalis und die Arteria pulmonalis möglichst

distal durchtrennt wurden und mit dem Herzen aus dem Tier entnommen wurden. Diese

Blutgefäße wurden der besseren Übersicht wegen erst außerhalb des Tieren vom Herz getrennt.

Zuletzt wurde ein Stück Aorta thoracica entnommen. Alle Gefäße wurden direkt mit

physiologischer Krebs-Henseleit-Lösung durchspült und getränkt. 

Für die Atherosklerosestudie war es weiterhin notwendig, die Aorta, vom Aortenbogen bis zur

Aortenbifurkation, dem Tier zu entnehmen. Hierzu wurde zuerst das Diaphragma durchtrennt

und die Bauchdecke, sowie das Peritoneum eröffnet. Im Anschluss daran wurde sowohl der

Inhalt des Situs visceralis, als auch des Situs retroperitonealis auf die linke Körperhälfte

verlagert, so dass sich die Aorta darstellte. Nun konnte das Blutgefäß von seiner Umgebung

freipräpariert und in einem Stück (ca. 20 cm Länge) vorsichtig, unter Vermeidung von Zug

oder Stauchung, entnommen werden. Das Blutgefäß wurde während der gesamten Präparation

mit physiologischer Krebs-Henseleit-Lösung um- und durchspült.

In einer mit Pufferlösung gefüllten Glasschale wurden die entnommenen Gefäße sodann von

dem restlichen, sie umgebenen Fett- und Bindegewebe, sowie Blutkoagel gereinigt. Dann

wurden von der thorakalen Aorta, der Vena Cava, der Arteria pulmonalis und der Vena

pulmonalis jeweils ein 5 cm langes Gefäßsegment präpariert. 

Im Verlauf der Präparation wurde darauf geachtet, dass die Gefäßsegmente ständig von

frischer physiologischer Krebs-Henseleit-Lösung umspült wurden. 

Schließlich wurde jeder Gefäßring unter größter Vorsicht zwischen zwei Edelstahltriangeln

aufgezogen. Hierbei durften die Gefäßsegmente weder gedehnt, noch gestaucht werden.
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Besonders das Endothel an der Gefäßinnenseite musste vor Schäden durch die Triangeln

bewahrt bleiben.

Zum Einhängen in die Versuchsapparatur wurde jeweils eine der Edelstahltriangeln an einem

Haken einer Haltestange befestigt. Die zweite Triangel am oberen Rand des Gefäßes wurde

mittels eines feuchtstabilen Kunststofffadens (Synthofil ) direkt mit dem Zugaufnehmer®

(Statham Transducer) verbunden. Die Gefäße wurden locker eingehängt, um Schäden an den

Gefäßringen und einer unkontrollierten Vorspannung vorzubeugen (Abb. 2.1).

2.5.3 Versuchsprotokoll (siehe auch Abb. 2.2)

Äquilibrierung: Nach Eichung der Versuchsapparatur und Aufhängen der Gefäße wurden

diese durch Vordehnung mittels einer Eichschraube auf eine bestimmten Ruhespannung

gebracht, die für jeden Gefäßtyp in Vorversuchen individuell ermittelt wurde. Während der

Äquilibrierungsphase von einer Stunde wurde alle 15 Minuten die Pufferlösung gewechselt

und durch frische mit gleicher Temperatur und Oxygenierung ersetzt. Bis zur Einstellung eines

stabilen Ruhetonus wurde die Vordehnung über die gesamte Äquilibrierungsphase hinweg

regelmäßig auf die festgelegten Werte korrigiert.

Stabile und reproduzierbare Ergebnisse stellten sich bei folgenden Ruhespannungen ein:

Blutgefäß: Ruhespannung:

Aorta thoracica 2,0 g

Vena cava 0,5 g

Arteria pulmonalis 1,0 g

Vena pulmonalis 0,5 g

Kontraktionstest: Es wurden sowohl in der In-vitro-Studie, als auch in der In-vivo-Studie 2

kontraktile Stimuli nacheinander eingesetzt.

1) Kaliumchlorid (KCl): Durch Zugabe einer Einzeldosis KCl [60 mM] wurde die Kontraktion

der Gefäße mittels Depolarisation ausgelöst.

2) Phenylephrin (PHE): Die Kontraktion der Gefäße erfolgte nach kumulativer Applikation

von Phenylephrin [Dosiswirkungskurve: 10 nM bis 1 :M] durch "1-Rezeptorstimulation.
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Endotheltest mit Acetylcholin (Ach): In der In-vitro-Studie wurde der Zustand des Endothels

nach Vorkontraktion der Blutgefäße mit einer Einzeldosis Phenylephrin [0,5 :M] und

anschließender kumulativer Applikation von Acetylcholin [Dosiswirkungskurve: 1 nM bis 10

:M] ermittelt. Bei der In-vivo-Studie mit atherosklerotischen Gefäßen dienten 0,2 :M

Phenylephrin zur Vorkontraktion. Acetylcholin wirkt auf spezifische ACh-Rezeptoren. So

konnte das Ausmaß artifizieller Schädigung des Endothels durch Präparation, sowie die Größe

der durch Atherosklerose verursachten endothelialen Dysfunktion in der Fütterungsstudie

ermittelt werden. In der Atherosklerosestudie schloss sich nach erneuter Vorkontraktion mit

Phenylephrin [0,2 :M] eine zweite Dosiswirkungskurve mit Acetylcholin an. Zwei

Aortenringe wurden diesmal jedoch 15 min mit SOD [200 U/ml], die zwei weiteren

2Aortenringe mit HbO  [10 :M] vorinkubiert.

Nitrovasodilatatoren: Die Vasorelaxation der Gefäßsegmente durch die Nitrate wurde durch

kumulative Applikation der Komponenten nach Erreichen einer stabilen Vorkontraktion

mittels Phenylephrin [3 :M] untersucht.

In-vitro-Studie Organbadkonzentrationen

Glyceroltrinitrat 0.1 nM bis 10 :M

S-Nitroso-N-Acetyl-D,L-Penicillamin 0.1 nM bis 10 :M

Isosorbiddinitrat 0.1 nM bis 0.1 mM

Isosorbidmononitrat 10 nM bis 1 mM

Pentaerythrityltetranitrat 10 pM bis 10 :M

3-Morpholino-Sydnonimin 0.1 nM bis 10 :M

In der In-vivo-Studie (Atherosklerosestudie) wurde jeweils ein Aortenring vor einer SNAP

Dosiswirkungskurve 15 min mit SOD [200 U/ml] vorinkubiert.

In-vivo-Studie Organbadkonzentrationen

Isosorbidmononitrat 10 nM bis 1 mM

Pentaerythrityltetranitrat 10 pM bis 10 :M

S-Nitroso-N-Acetyl-D,L-Penicillamin 0.1 nM bis 10 :M

S-Nitroso-N-Acetyl-D,L-Penicillamin

+ SOD

0.1 nM bis 10 :M
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2.5.4 Auswertung

Die Auswertung der durch Vasokonstriktion und Vasodilatation bewirkten Tonusänderungen

der Gefäße erfolgte für jedes Blutgefäß individuell durch eine zwischen der

Äquilibrierungstonus- und der Ruhetonuslinie nach Auswaschung gezogenen Gerade.

Von diesen Geraden ließen sich die auf dem Schreiberpapier erfassten Tonusänderungen in

mm ausmessen. Dieses Verfahren erlaubte eine Genauigkeit von etwa + 0,5 mm, was bei

einem Schreiberausschlag von 3-6 cm einer Abweichung von etwa 1 % entspricht. Gemäß der

Eichung entsprach 1 cm Schreiberausschlag einer Kraftentwicklung von 1 g, was eine

Umrechnung der in mm gemessenen Tonusänderung in Gramm zuließ. Die Berechnung der

2Dosiswirkungskurven und der pD -Werte erfolgte auf der Basis prozentualer Änderungen,

wobei der stabile Tonus der jeweiligen Vorkontraktion bzw. erzielten Maximalkontraktion

dem Wert 100 % entsprach.

2.5.5 Statistik

Das Ausmaß der Vasorelaxation durch die verschiedenen Wirkstoffe wird in Prozent der am

Anfang des Experiments durch Phenylephrin vermittelten Vorkontraktion angegeben. Die

Konzentration der Nitrovasodilatatoren, die zu einer halbmaximalen Inhibition der

2Vorkontraktion führten (pD -Werte), wurden mittels der individuellen Konzentration-

Wirkungskurve nach der Methode von Hafner et al. [88] berechnet.

Alle Daten wurden mittels „One way analysis of variance“ (ANOVA) und nachfolgendem

Student-Newman Keuls Test (SAS PC Software 6.04, PROC ANOVA, auch zur Berechnung

der aufgezeichneten Konzentrations-Wirkungskurven benutzt) analysiert. 

2Die Ergebnisse wurden als Durchschnittswerte mit Standardfehler angegeben. Die pD -Werte

wurden zur Untersuchung auf Signifikanz herangezogen, P-Werte von weniger als 0.05

wurden als signifikant angenommen. Die unterschiedlichen arteriovenösen Wirkungen der

einzelnen Nitrovasodilatatoren wurden als Ratio angegeben. Das jeweilige Ratio wurde

ermittelt durch Division der Konzentration, die zu einer halbmaximalen Inhibition der

arteriellen Vorkontraktion führte, durch die venösen Konzentration.
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2.5.6 Gefäßbadreinigung

Nach jedem Versuchstag wurden die Organbäder gründlich gereinigt, um Haftung organischer

Nitrate am Glas und der damit verbundenen Versuchsverfälschung (z.B. Toleranzentstehung

während der Äquilibrierungsphase) durch Auswaschen vorzubeugen [2]. Nach viermaligem

Ausspülen der Organbäder mit heißem Aqua bidest. und mechanischer Reinigung mit

Reagenzglasbürsten wurde jedes Gefäß mit Perchlorsäure (70 %) aufgefüllt.  

Vor dem nächsten Versuch wurde die Perchlorsäure entfernt und die Organbäder mit Aqua

bidest. gespült, bis sie nach Prüfung mit pH-Papier neutral waren.

2.6 Färbung und Bestimmung der atherosklerotischen Fläche

2.6.1 Fixierung der Präparate

10 ml Formalin 37 % wurden mit 90 % Aqua bidest., welches 2,5 g Calciumacetat enthielt,

vermischt. Die fertige Lösung wies einen pH von 6,8 auf. Nach Beendigung der Gefäßversuche

erfolgte die Fixierung der Aortenringe, sowie des Aortenbogens und der Bauchaorta in der so

hergestellten Formollösung. Nach ca. 3-4 Stunden wurde die Fixierlösung gewechselt und die

Präparate bei 4/C gelagert. Ein Austausch der Lösung sowie eine Kontrolle der Präparate fand

alle 4-6 Wochen statt.

2.6.2 Färbung der Präparate mit Sudan IV

50 ml Aceton mussten mit 50 ml 70 % Alkohol gemischt werden. In dieses Gemisch brachte

man dann 0,1 g Sudan IV, verschloss das Gefäß sorgfältig und schüttelte kräftig. 

Die Lösung sollte dann ca. 2-7 Tage stehen. Vor der Anwendung wurde die Sudan IV-Lösung

mittels Vakuum-Saugpumpe filtriert. Die fixierten Präparate wurden zunächst in Aqua bidest.

ausgewaschen. Dann fand eine Vorbehandlung in 70 % Alkohol für 2-3 Minuten statt. Die

Färbung erfolgte anschließend in der Sudan IV-Lösung für die Dauer von 2-3 Minuten. Eine

Nachbehandlung, wiederum in 70 % Alkohol für 2-3 Minuten, sowie ein sich daran

anschließendes Auswaschen beendeten den Färbeprozess.

Die gefärbten Präparate wurden ebenfalls in der Formolfixierlösung aufbewahrt.
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2.6.3 Fotografieren der Aortenpräparate

Die mit Sudan IV gefärbten Präparate wurden jeweils unter gleichen Bedingungen auf weißem

Hintergrund fotografiert. Zum Teil wurden hierbei einige Gefäßteile auf dem Untergrund

angeklebt, um eine bestmögliche Auflage zu gewährleisten. Blitzlichtaufnahme bei Blende 32

mit 1/250 Sek.. Kamera: Mamiya RZ 67 Professional, Objektiv: Mamiya Sektor 2,8 / 110 mm.

Film: Kodak TMX 6025, der größeren Genauigkeit wegen Verwendung von Schwarz-Weiß-

Negativen (6x7 cm).

2.6.4 Bestimmung der Ausdehnung der atherosklerotischen Gefäßveränderungen

Für die Auswertung der Ausdehnung der atherosklerotischen Plaques wurde ein Computer-

scanner der Firma Molecular Dynamics (Modell 300 A) verwendet. Ermittelt wurde der

prozentuale Anteil der atherosklerotische veränderten Gefäßinnenfläche, bezogen auf die

gesamte Intima der Aortenpräparate durch einen Computerscanner. Mit dem Computer-

programm Image Quant 3.15 war es möglich, zunächst die Gesamtfläche jeweils der

Aortensegmente aufgrund der im Fotonegativ auftretenden Farbunterschiede zwischen

Bildhintergrund und der Aortengesamtfläche, festzulegen.

In einem zweiten Schritt konnte anschließend aufgrund der durch die atherosklerotischen

Läsionen bedingten Kontrastdifferenzen im jeweiligen Gefäßsegment, das Ausmaß der

atherosklerotischen Fläche bestimmt werden. Die einzelnen Flächenmaße wurden per

Flächenintegration errechnet. Dadurch, dass zum einen die Gesamtfläche der Aortensegmente,

zum anderen die nur atherosklerotischen Fläche berechnet wurde, ließ sich der prozentuale

Teil der atherosklerotischen Veränderungen an der Gesamtfläche des Gefäßes bestimmen.

2.7 Bestimmung der Blutfette (Triglyzeride, Gesamt-, LDL- und HDL-Cholesterol)

Zur Bestimmung der Blutfette wurde dem Versuchstier vor der Präparation 5 ml Blut

entnommen und in einem Glasröhrchen gesammelt. Nach 30 min wurde die Probe für 15 min

mit 4000 g zentrifugiert. Der resultierende Überstand wurde am gleichen Tag im Institut für

klinische Chemie und Laboratoriumsdiagnostik der Universität Düsseldorf nach publizierten

Standardmethoden [136;159;175] untersucht.
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   C

Abb. 2.1:

In Grafik A und B wird das Mess-

verfahren schematisch dargestellt.

Die Reaktion des isolierten

Blutgefäßes auf einen pharma-

kologischen Reiz wird mit einem

der physiologischen Funktion

adäquaten Meßsystem erfasst.

 Die Verengung eines Gefäßes

(A) als Reaktion auf einen

Vasokonstriktor, als auch die

Erweiterung eines Gefäßes (B) als

Reaktion auf einen Vasodilatator

wird mit Hilfe der Änderung des

Abstandes zweier Bügel, die das

Gefäß aufgespannt halten,

registriert.

In Grafik C wird der Versuchs-

aufbau zur Messung des Gefäß-

tonus schematisch dargestellt.
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In-vitro-Studie In-vivo-Studie

42 Weiße Neuseeländer Kaninchen 18 Weiße Neuseeländer Kaninchen

Präparation je eines Gefäßrings

Aorta, Vena Cava

Arteria pulmonalis, Vena pulmonalis

pro Tier

9 Kaninchen

Kontrollgruppe

9 Kaninchen

Cholesteroldiät

Präparation von je 4 Gefäßringen

thorakaler Aorta pro Tier

Dosiswirkungskurve von Phenylephrin

Dosiswirkungskurve von Acetylcholin

nach Vorkontraktion mit

0,5 :M Phenylephrin

Dosiswirkungskurve von Acetylcholin

nach Vorkontraktion mit

0,2 :M Phenylephrin

Vorinkubation

zweier Aortenringe

mit

Oxyhämoglobin

Vorinkubation

zweier Aortenringe

mit SOD

Dosiswirkungskurve von Acetylcholin

nach Vorkontraktion mit

0,2 :M Phenylephrin

Dosiswirkungskurven kumulativ applizierter Nitrate (s. u.)

nach Vorkontraktion mit 3 :M Phenylephrin

je Versuchstag alle 4 Gefäßarten

entweder mit

SNAP oder

PETN oder

ISDN oder

ISMN oder

GTN oder SIN-1

je 1

Gefäß-

ring

mit

PETN

je 1

Gefäß-

ring

mit

ISMN

je 1

Gefäß-

ring

mit

SNAP

je 1

Gefäß-

ring

mit

SNAP

+SOD

Abb. 2.2: Protokoll der gesamten Studie, aufgeteilt In-vitro-Studie, W irksamkeit von

Nitrovasodilatatoren an gesunden Gefäßen, und In-vivo-Studie (Atherosklerosestudie), W irksamkeit

von Nitrovasodilatatoren an atherosklerotischen Gefäßen im Vergleich zu einer Kontrollgruppe

gesunder Gefäße. Alle Konzentrationen siehe Material und Methoden. Abkürzungen siehe

Abkürzungsverzeichnis.
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3.0 Ergebnisse

3.1 In-vitro-Studie

3.1.1 Kontraktile Eigenschaften gesunder Gefäße

Wir untersuchten die kontraktilen Eigenschaften von Aorta, Vena cava, Arteria pulmonalis und

Vena pulmonalis durch Applikation der vasokonstriktorisch wirksamen Substanzen

Kaliumchlorid und Phenylephrin in die Organbäder. 

Eine Einzeldosis Kaliumchlorid [60 mM] führte bei allen untersuchten Gefäßtypen zu einer

sich schnell entwickelnden, stabilen Kontraktion. Es traten keine signifikanten Unterschiede in

der maximalen Vasokonstriktion [g] auf. Lediglich im Fall der Vena cava waren diese

vasokonstriktorischen Effekte schwächer ausgeprägt (Tab. 3.1).

2Vasokonstriktorische Maximaleffekte von pD -Werte von

KCl [g] PHE [g] PHE [-logM]

Aorta thoracica 8,96 + 1,4 14 + 1,9  6,52 + 0,03

Vena cava 1,17 + 0,4 1,4 + 1,09  5,60 + 0,08 abc abc abc

Arteria pulmonalis 8,58 + 1,4 10,2 + 1,6 6,29 + 0,02 b

Vena pulmonalis 6,26 + 1,1 5,5 + 1,09  6,37 + 0,05  ac c  

Tab. 3.1: Vasokonstriktorische Maximaleffekte der untersuchten Gefäßsegmente nach

Applikation der höchsten eingesetzten Konzentration von Kaliumchlorid [60 mM] und Phenylephrin [10

:M], angegeben in Gramm. Die Phenylephrinkonzentration, die zu einer halbmaximalen Kontraktion

2führte (pD -W ert), wurde anhand der entsprechenden Dosiswirkungskurve berechnet und in -logM

angegeben (n = 42).

 Unterschied signifikant zwischen Arterie und Vene der gleichen Zirkulation;a

 Unterschied signifikant zwischen den Arterien, bzw. Venen der jeweils anderen Zirkulation;b

 Unterschied signifikant  zwischen Arterie und Vene der jeweils anderen Zirkulation  (jeweils P<0,05).c

Phenylephrin wurde kumulativ [10 nM bis 10 :M] in die Organbäder gegeben. Der maximale

kontraktile Effekt stellte sich bei 10 :M Phenylephrin ein (Abb. 3.1).
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Abb.: 3.1: Vasokonstriktorische Aktivität von Phenylephrin an isolierter Aorta und Vena cava (A),

sowie an isolierter Arteria pulmonalis und Vena pulmonalis (B) männlicher weißer Neuseeländer

Kaninchen der In-vitro-Studie. Jede Dosiswirkungskurve ist aus den Mittelwerten von 42

unterschiedlichen Tieren gebildet worden. Die vasokonstriktorische Aktivität wird als Prozentwert der

maximalen Kontraktion angegeben. (S.E.M. jeweils als Balken angegeben). Signifikanter Unterschied

2der Phenylephrin pD -W erte zwischen Aorta und V. cava mit * gekennzeichnet ( P<0,05).

Die verschiedenen Gefäßtypen zeigten signifikante Unterschiede in ihrer maximalen

kontraktilen Reaktion. Im systemischen Kreislauf waren diese Unterschiede sehr ausgeprägt,

was sich deutlich in einer, im Vergleich zwischen Aorta und Vena cava, um den Faktor 10

verstärkten Kontraktion zeigte.  In der Lungenzirkulation waren diese Unterschiede weniger

deutlich. Die Kontraktion der Arteria pulmonalis war lediglich um den Faktor zwei im

Vergleich zur Vena pulmonalis verstärkt. Zwischen Aorta und A. pulmonalis traten keine

signifikanten Unterschiede auf.

3.1.2 Einfluss des Endothels auf den Gefäßtonus gesunder Gefäße

Zur Überprüfung der Endothelfunktion der untersuchten Gefäßsegmente wurde nach

submaximaler Vorkontraktion mit Phenylephrin [0,5 :M] eine kumulative Applikation von

Acetylcholin [1 nM bis 10 :M] angeschlossen.
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Vena cava, Vena pulmonalis und Aorta zeigten die beste endothelabhängige Relaxation, was

sich in einer nahezu vollständigen Inhibition der Vorkontraktion durch 0,5 :M Acetylcholin

zeigte. Diese Reaktion war bei der Arteria pulmonalis signifikant schwächer ausgeprägt.

Signifikante Unterschiede in der maximalen Vasorelaxation [%] traten jeweils zwischen

Arterie und Vene der gleichen Zirkulation, zwischen beiden Arterien sowie zwischen Vena

cava und Arteria pulmonalis auf. (Tab. 3.2; Abb. 3.2).

2Ein ähnliches Bild zeigte sich in der Effektivität von Acetylcholin, die als pD -Werte ermittelt

wurde. Auch hier war Acetylcholin an venösen Gefäßen wirksamer als an arteriellen Gefäßen.

Der arteriovenöse Wirkungsunterschied war im systemischen Kreislauf (Ratio arteriell/venös:

30,9) ausgeprägter als in der Lungenzirkulation (Ratio arteriell/venös: 8,9). Alle Gefäße

2zeigten signifikant differierende pD -Werte.

2Vasorelaxierende Maximaleffekte auf pD -Werte von

0,5 :M ACh [%] ACh [-logM]

Aorta thoracica 71,6 + 2,48 6,54 + 0,07 

Vena cava 87,3 + 5,51 8.03 + 0,20 ac abc

Arteria pulmonalis 61,4 + 3,66 6,12 + 0,13 b b

Vena pulmonalis 81 + 6,38 7,07 + 0,15 a ac

Tab. 3.2: Vasorelaxierende Maximaleffekte der Aortensegmente nach Applikation von 0,5 :M

Acetylcholin, angegeben in Prozent. Die Acetylcholinkonzentration, die zu einer halbmaximalen

2Inhibition der Vorkontraktion durch 0,5 :M Phenylephrin führte (pD -W ert), wurde anhand der

entsprechenden Dosiswirkungskurve berechnet und in -logM angegeben (n = 42).

 Unterschied signifikant zwischen Arterie und Vene der gleichen Zirkulation;a

 Unterschied signifikant zwischen den Arterien, bzw. Venen der jeweils anderen Zirkulation;b

 Unterschied signifikant  zwischen Arterie und Vene der jeweils anderen Zirkulation ( jeweils  P<0,05).c
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A

Abb.: 3.2: Endothelabhängige Vasorelaxation durch Acetylcholin an isolierter Aorta und Vena

cava (A), sowie an isolierter Arteria pulmonalis und Vena pulmonalis (B) männlicher weißer

Neuseeländer Kaninchen der In-vitro-Studie. Jede Dosiswirkungskurve ist aus den Mittelwerten von 42

unterschiedlichen Tieren gebildet worden. Die vasodilatatorische Aktivität wird als Prozentwert der

maximalen Kontraktion angegeben. (S.E.M. jeweils als Balken angegeben). Signifikante Unterschiede

zwischen Arterie und Vene mit * gekennzeichnet ( P<0,05).

3.1.3  Einfluss Organischer Nitrate und spontaner NO-Donoren auf den Gefäßtonus

gesunder Gefäße

Alle organischen Nitrate und spontanen NO-Donoren zeigten eine konzentrationsabhängige

Vasorelaxation, die in einer nahezu vollständigen Inhibierung der Vorkontraktion

(Phenylephrin 3 :M) von Aorta, Vena cava, Arteria pulmonalis und Vena pulmonalis

resultierte.

2Alle Substanzen wiesen an venösen Blutgefäßen eine signifikant stärkere Effektivität, mit pD -

Wert bezeichnet, auf. Vena cava war am stärksten sensitiv (Tab. 3.3 und 3.4).

Alle untersuchten Substanzen unterschieden sich signifikant bezüglich ihrer Wirksamkeit.

Ausnahmen stellten an der Aorta die Substanzen ISDN und Sin-1 sowie GTN und SNAP, an

der Vena cava GTN und ISDN sowie GTN und Sin-1, an der Arteria pulmonalis GTN und

SNAP, GTN und PETN sowie ISDN und SIN-1, an der Vena pulmonalis GTN und SNAP dar.
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Systemischer Kreislauf

Aorta  [-log M] Vena cava  [-logM]

PETN 7,90 + 0,15 9,92 + 0,23

GTN 7,07 + 0,10 8,24 + 0,11 a cd

ISDN 6,25 + 0,11 7,96 + 0,23 b c

ISMN 3,88 + 0,09 6,53 + 0,10

2Tab. 3.3: pD -W erte der Nitrovasodilatatoren Glyceroltrinitrat (GTN), Isosorbiddinitrat (ISDN),

Isosorbidmononitrat (ISMN), Pentaerythritoltetranitrat (PETN) an isolierten Gefäßsegmenten von Aorta

2und Vena cava. Die pD -W erte stellen die mittlere Konzentration dar, die in 7 individuellen

Experimenten an Gefäßsegmenten unterschiedlicher Tiere zu einer halbmaximalen Inhibition der

Vorkontraktion durch 3 :M Phenylephrin führte [-logM]. Alle organischen Nitrate und spontanen NO-

Donoren unterschieden sich signifikant bezüglich ihrer W irksamkeit (P<0,05).Ausnahmen:

 GTN und SNAP an Aorta  ISDN und SIN-1 an Aortaa b

 GTN und ISDN an Vena cava  GTN und SIN-1 an Vena cavac d

Systemischer Kreislauf

Aorta  [-log M] Vena cava  [-logM]

SNAP 7,02 + 0,10 9,02 + 0,12a

SIN-1 6,45 + 0,09 8,04 + 0,12 b d

2Tab. 3.4: pD -W erte der spontan NO liberierenden Nitrovasodilatatoren S-Nitroso-N-Acetyl-D,L-

Penicillamin (SNAP) und 3-Morpholino-Sydnonimin (SIN-1) an isolierten Gefäßsegmenten von Aorta

2und Vena cava. Die pD -W erte stellen die mittlere Konzentration dar, die in 7 individuellen

Experimenten an Gefäßsegmenten unterschiedlicher Tiere zu einer halbmaximalen Inhibition der

Vorkontraktion durch 3 :M Phenylephrin führte [-logM] Alle organischen Nitrate und spontanen NO-

Donoren unterschieden sich signifikant bezüglich ihrer W irksamkeit (P<0,05).Ausnahmen:

 GTN und SNAP an Aorta  ISDN und SIN-1 an Aortaa b

 GTN und SIN-1 an Vena cavad
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Lungenkreislauf

Arteria pulmonalis  [-logM] Vena pulmonalis  [-logM]

PETN 7,66 + 0,10 8,45 + 0,12a

GTN 6,92 + 0,09 7,58 + 0,05 ab d

ISDN 6,30 + 0,11 7,09 + 0,11c

ISMN 4,63 + 0,04 5,05 + 0,10

2Tab. 3.5: pD -W erte der Nitrovasodilatatoren Glyceroltrinitrat (GTN), Isosorbiddinitrat (ISDN),

Isosorbidmononitrat (ISMN), Pentaerythritoltetranitrat (PETN) an isolierten Gefäßsegmenten von Arteria

2pulmonalis und Vena pulmonalis. Die pD -W erte stellen die mittlere Konzentration dar, die in 7

individuellen Experimenten an Gefäßsegmenten unterschiedlicher Tiere zu einer halbmaximalen

Inhibition der Vorkontraktion durch 3 :M Phenylephrin führte [-logM]. Alle organischen Nitrate und

spontanen NO-Donoren unterschieden sich signifikant bezüglich ihrer W irksamkeit (P<0,05).

Ausnahmen:

 GTN und PETN an Arteria pulmonalis  GTN und SNAP an Arteria pulmonalisa b

 SIN-1 und ISDN an Arteria pulmonalis  GTN und SNAP an Vena pulmonalisc d

Lungenkreislauf

Arteria pulmonalis  [-logM] Vena pulmonalis  [-logM]

SNAP 7,06 + 0,08 7,57 + 0,08 b d

SIN-1 6,40 + 0,03 6,93 + 0,09c

2Tab. 3.6: pD -W erte der spontan NO liberierenden Nitrovasodilatatoren S-Nitroso-N-Acetyl-D,L-

Penicillamin (SNAP) und 3-Morpholino-Sydnonimin (SIN-1) an isolierten Gefäßsegmenten von Aorta,

2Vena cava, Arteria pulmonalis und Vena pulmonalis. Die pD -W erte stellen die mittlere Konzentration

dar, die in 7 individuellen Experimenten an Gefäßsegmenten unterschiedlicher Tiere zu einer

halbmaximalen Inhibition der Vorkontraktion durch 3 :M Phenylephrin führte [-logM]. Alle organischen

Nitrate und spontanen NO-Donoren unterschieden sich signifikant bezüglich ihrer W irksamkeit

(P<0,05). Ausnahmen:

 GTN und SNAP an Arteria pulmonalis  SIN-1 und ISDN an Arteria pulmonalisb c

 GTN und SNAP an Vena pulmonalisd
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Abb. 3.3: Vasorelaxierende Aktivität von PETN und GTN an isolierter Aorta und Vena cava (A),

sowie an isolierter Arteria pulmonalis und Vena pulmonalis (B) männlicher weißer Neuseeländer

Kaninchen der In-vitro-Studie. Jede Dosiswirkungskurve ist aus den Mittelwerten von 7 unter-

schiedlichen Tieren gebildet worden. Die vasodilatatorische Aktivität wird als Prozentwert der

maximalen Kontraktion durch 3 :M Phenylephrin angegeben (S.E.M. jeweils als Balken angegeben).

Signifikante Unterschiede zwischen Arterie und Vene mit * gekennzeichnet ( P<0,05).
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Abb. 3.4: Vasorelaxierende Aktivität von ISDN und ISMN an isolierter Aorta und Vena cava (A),

sowie an isolierter Arteria pulmonalis und Vena pulmonalis (B) männlicher weißer Neuseeländer

Kaninchen der In-vitro-Studie. Jede Dosiswirkungskurve ist aus den Mittelwerten von 7 unter-

schiedlichen Tieren gebildet worden. Die vasodilatatorische Aktivität wird als Prozentwert der

maximalen Kontraktion durch 3 :M Phenylephrin angegeben (S.E.M. jeweils als Balken angegeben).

Signifikante Unterschiede zwischen Arterie und Vene mit * gekennzeichnet ( P<0,05).
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Abb. 3.5: Vasorelaxierende Aktivität von SNAP und SIN-1 an isolierter Aorta und Vena cava (A),

sowie an isolierter Arteria pulmonalis und Vena pulmonalis (B) männlicher weißer Neuseeländer

Kaninchen der In-vitro-Studie. Jede Dosiswirkungskurve ist aus den Mittelwerten von 7 unter-

schiedlichen Tieren gebildet worden. Die vasodilatatorische Aktivität wird als Prozentwert der

maximalen Kontraktion durch 3 :M Phenylephrin angegeben (S.E.M. jeweils als Balken angegeben).

Signifikante Unterschiede zwischen Arterie und Vene mit * gekennzeichnet ( P<0,05).
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Ausgeprägt Unterschiede traten in den arteriovenösen Ratios, berechnet aus dem Quotienten

2der jeweiligen pD -Werte, auf, was im systemischen Kreislauf besonders ausgeprägt war (Tab.

3.7; Abb. 3.6).

Im Vergleich zur Lungenzirkulation war das Ausmaß der bevorzugt venösen Relaxation im

systemischen Kreislauf um bis zu zwei Zehnerpotenzen stärker ausgeprägt, was im Fall von

ISMN sehr deutlich wurde (Tab. 3.5 und 3.7; Abb. 3.6).

Aber auch im systemischen Kreislauf traten Unterschiede in der Ausprägung der bevorzugt

venösen Gefäßerweiterung auf. ISMN z.B. wies ein um den Faktor 20 verstärktes Ratio im

Vergleich zu GTN auf. GTN, sowie ISDN waren fünffach weniger venoselektiv als der

spontane NO-Donor SNAP (Tab. 3.7).

PETN war in allen Gefäßsegmenttypen der stärkste Nitrovasodilatator (Abb. 3.3; Tab. 3.3 und

3.5). Weiterhin wies diese Substanz ein hohes arteriovenöses Ratio im systemischen Kreislauf

auf (Tab. 3.7). ISMN hingegen war der am wenigsten potente Vasodilatator. Die Substanz

zeigte jedoch im systemischen Kreislauf das höchste arteriovenöses Ratio. Im Lungenkreislauf

wiederum wies ISMN das im Vergleich zu anderen Nitrovasodilatatoren niedrigste Ratio auf

(Tab.3.5 und 3.7; Abb. 3.5).

Bevorzugt venöse Vasodilatation im

Systemischen Kreislauf Lungenkreislauf

PETN 104,7 6,2

GTN 14,8 4,6

ISDN 51,3 6,2

ISMN 446,7 2,6

SNAP 100,0 3,2

SIN-1 38,9 3,4

Tab. 3.7: Dargestellt ist das Verhältnis der halbmaximal wirksamen vasodilatativen Konzentration

in Aorta/Vena cava (systemischen Kreislauf) und in Arteria pulmonalis/Vena pulmonalis

(Lungenzirkulation). Je größer dieses Verhältnis umso venoselektiver ist die Substanz.
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Die spontanen NO-Donoren SNAP und SIN-1 relaxierten ebenso bevorzugt venöse

Blutgefäße. SNAP war signifikant potenter als SIN-1. Im systemischen Kreislauf entwickelte

SNAP ein weit stärkeres arteriovenöses Ratio als SIN-1. In der Lungenzirkulation war dieser

Unterschied nicht ausgeprägt (Tab.3.4, 3.6 und 3.7, Abb. 3.5).

Abb. 3.6: Die arteriovenösen W irkunterschiede der organischen Nitrovasodilatatoren

Pentaerythrito ltetranitrat (PETN), G lyceroltrin itrat (GTN), Isosorbiddinitrat (ISDN) und

Isosorbidmononitrat (ISMN), sowie der spontan Stickstoffmonoxid (NO)-liberierenden Nitrate S-Nitroso-

N-Acetyl-D,L-Penicillamin (SNAP) und 3-Morpholino-Sydnonimin (SIN-1) im systemischen Kreislauf (A)

und in der Lungenzirkulation (B) angegeben als Ratios. Die Ratios berechnen sich aus der Division der

2 2arteriellen pD -W erte durch die venösen pD -W erte.
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3.2 In-vivo-Studie

3.2.1. Plasmalipide

Die Fütterung der Kaninchen mit cholesterolreicher Diät über 15 Wochen führte primär zu

einem, im Vergleich zur Kontrollgruppe ohne cholesterolangereicherte Nahrung (Plasma-

cholesterol: 46 mg/dl), ausgeprägten Anstieg der Plasmacholesterolwerte auf 1358 mg/dl. Die

Konzentration der Triglyzeride nahm dagegen nur leicht zu, während die HDL-Cholesterol-

fraktion nicht beeinflusst wurde (Tab. 3.8).

Kontrollgruppe  [mg/dl] Cholesterolgruppe  [mg/dl]

Cholesterol 46 + 5.1 1358 + 111*

HDL-Cholesterol 29 + 1.4 27 + 3,3

Triglyzeride 35 + 1.6 76 + 9,5*

Tab. 3.8: Konzentration der Lipide im Serum von weißen Neuseeländer Kaninchen nach 15-

wöchiger Fütterung mit Standardfutter (Kontrollgruppe) oder m it Cholesterolfutter (Cholesterolgruppe).

Angegeben sind die Mittelwerte (+S.E.M., n = 9) (*, P<0,05).

3.2.2 Atherosklerotische Läsionen

Das Ausmaß der atherosklerotischen Läsionen in den untersuchten Aortensegmenten wurde

durch Ermittlung des Verhältnisses der mit Sudan IV gefärbten atheromatösen Plaques zur

gesamten Aortenintima mittels Laserscanner in Prozent bestimmt. Die Aorten der Kaninchen

mit cholesterolreicher Nahrung wiesen gut sichtbare atherosklerotische Läsionen auf, welche

im Aortenbogen stärker ausgeprägt waren, als in den Segmenten der thorakalen und

abdominalen Aorta (Tab. 3.9).

Die Verteilung der Läsionen war nicht homogen und der prozentuale Anteil der geschädigten

Intimaoberfläche variierte innerhalb der thorakalen Aortensegmente, die für diese funktionelle

Untersuchung herangezogen wurden.
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Atherosklerotische Läsionen  [%]

Aortenbogen 57,8 + 6,4

Thorakale Aorta 40,6 + 4,7

Abdominale Aorta 40,3 + 5,5

Tab. 3.9: Fläche der atherosklerotischen Intimaläsionen angegeben als Prozentsatz der

gesamten Intimaoberfläche mit S.E.M im Verlauf der Aorta aus 9 verschiedenen Experimenten.

3.2.3 Einfluss von Plasmacholesterol auf Intimaschäden

In diesem Abschnitt untersuchten wir, ob die Höhe der Plasmacholesterolkonzentration einen

Einfluss auf die Ausprägung von Intimaschäden hat. Es konnte jedoch keine lineare

Korrelation der Plasmcholesterolkonzentration mit dem Ausmaß der Intimaläsion oder mit der

einge-schränkten maximalen Acetylcholinrelaxation (Ausmaß der endothelialen Dysfunktion)

in Aortensegmenten cholesterolgefütterter Kaninchen nachgewiesen werden (Tab. 3.10; Abb.

3.7).

x-Achse y-Achse a b r P

Plasma-

cholesterol

Intima-

läsionen

-0,01 52,84 0,0201 0,61

Plasma-

cholesterol

Relaxation

ACh

0,02 8,31 0,253 0,51

Tab. 3.10: Koeffizient für lineare Korrelationen zwischen den Parametern, die unter x-Achse und

y-Achse gegeben sind. Die Daten wurden an Gefäßsegmenten thorakaler Aorta von weißen

Neuseeländer Kaninchen der Cholesterolgruppe ausgewertet, wobei nur Daten von Experimenten aus

identischen Aortensegmenten korreliert wurden (a = Ordinatenschnittpunkt, b = Steigung, r =

Korrelationskoeffizient, P = Grad der Signifikanz).
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Abb. 3.7: Lineare Korrelation zwischen dem Prozentsatz der atherosklerotischen Läsionen der

Intimaoberfläche (A) und zwischen dem Prozentsatz der endothelabhängigen Vasorelaxation durch 1

:mol/l Acetylcholin (B) an isolierten Aortensegmenten weißer Neuseeländer Kaninchen der Athero-

sklerosegruppe (4 Ringe/Tier) und der Höhe des Plasmacholesterols im jeweils identischen Tier.

3.2.4 Kontraktile Eigenschaften atherosklerotischer Gefäße

In der Atherosklerosestudie wurde die Kontraktilität der Aortensegmente durch kumulative

Zugabe von Kaliumchlorid [60 mM] und Phenylephrin [10 nM bis 10 :M] in die Organbäder

untersucht. Die Aortensegmente der Standardgruppe und der Cholesterolgruppe zeigten in

ihrer maximalen vasokonstriktorischen Reaktion auf KCl und Phenylephrin keine signifikanten

Unterschiede. In der Cholesterolgruppe zeigte sich eine leichte, jedoch signifikante Steigerung

2des Phenylephrin pD -Wertes auf -6,45 + 0,03, verglichen zur Standardgruppe (6,28 + 0,05)

(Tab. 3.11; Abb. 3.8).

Weiterhin konnte festgestellt werden, dass die kontraktile Reaktion der Aortensegmente der

Kontrollgruppe nach Vorinkubation mit Oxyhämoglobin [10 :M/l] deutlich anstieg (von 5,19

+ 0,68 g auf 8,69 + 0,5 g). Einen weniger deutlichen Anstieg beobachtete man nach

Vorinkubation mit Superoxid Dismutase [200 U/ml] (von 5,03 + 0,61 g auf 6,62 + 0,5 g).

Ähnliche Ergebnisse traten in der Cholesterolgruppe auf (Oxyhämoglobin: 4,5 + 0,6 g auf 7,02

+ 0,9 g; Superoxid Dismutase: 4,1 + 0,4 g auf 5,3 + 0,5 g).
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2Vasokonstriktorische Maximaleffekte pD -Werte von

von KCl  [g] von PHE  [g] PHE  [-logM]

Kontrollgruppe 7,3 + 0,24 13,4 + 0,37 6,28 + 0,05

Atherosklerosegruppe 6,8 + 0,33 12,5 + 0,51 6,45 + 0,03*

Tab. 3.11: Vasokonstriktorische Maximaleffekte der Aortensegmente der In-vivo-Studie nach

Applikation der höchsten eingesetzten Konzentration von Kaliumchlorid [60 mM] und Phenylephrin [10

:M], angegeben in Gramm. Die Phenylephrinkonzentration, die zu einer halbmaximalen Kontraktion

2führte (pD -W ert), wurde anhand der entsprechenden Dosiswirkungskurve berechnet und in -logM

2angegeben (n = 18). Signifikanter Unterschied der Phenylephrin pD -W erte zwischen Kontrollgruppe

und Atherosklerosegruppe mit * gekennzeichnet (P<0,05).

Abb. 3.8: Vasokonstriktorische Aktivität durch Phenylephrin (A) und endothelabhänige

Vasodilatation durch Acetylcholin nach Vorkontraktion mit 0,2 :M Phenylephrin (B) an isolierter Aorta

männlicher weißer Neuseeländer Kaninchen der Kontrollgruppe und der Atherosklerosegruppe.  Jede

Dosiswirkungskurve ist aus den Mittelwerten von 18 unterschiedlichen Tieren gebildet worden. Der

jeweilige Vasotonus wird als Prozentwert der maximalen Kontraktion angegeben (S.E.M. jeweils als

2Balken angegeben). Signifikante Unterschiede der pD -W erte mit * gekennzeichnet (P<0,05).
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3.2.5 Einfluss des Endothels auf den Gefäßtonus atherosklerotischer Gefäßsegmente

In der Atherosklerosestudie wurde neben der Bestimmung der atherosklerotischen Fläche auch

das Ausmaß der endothelialen Dysfunktion bestimmt.

Hierzu wurden die Aortensegmente nach submaximaler Kontraktion mit Phenylephrin [0,2

:M] wie in der In-vitro-Studie steigenden Dosen von Acetylcholin ausgesetzt. 

Die Vasorelaxation der Kontrollgefäße nahm bis zu einer Acetylcholindosis von 0,5 :M zu.

Höhere Dosen führten zu einer Vasokonstriktion. 

Aortensegmente der Cholesterolgruppe zeigten eine im Vergleich zur Kontrollgruppe

signifikant erniedrigte Reaktion auf Acetylcholin (Tab. 3.12; Abb. 3.8).

2pD -Werte von ACh  [-logM]

Kontrollgruppe 6,99 + 0,10

Atherosklerosegruppe 7,19 + 1,22*

Tab. 3.12: Vasorelaxierende Maximaleffekte der Aortensegmente der In-vivo-Studie nach

Applikation von 0,5 :M Acetylcholin, angegeben in Prozent. Die Acetylcholinkonzentration, die zu einer

2halbmaximalen Kontraktion führte (pD -W ert), wurde anhand der entsprechenden Dosiswirkungskurve

berechnet und in -logM angegeben (n = 9) (*, P<0,05).

Weiterhin wurde untersucht, ob die endotheliale Dysfunktion, dargestellt als mittlerer

vasorelaxierender Maximaleffekt von Acetylcholin [0,5 :M], durch das Ausmaß der Intima-

läsionen beeinflusst wird (Tab. 3.13; Abb. 3.9).

x-Achse y-Achse a b r P

Intima-
läsionen

Relaxation
ACh

-1,65 102,28 -0,938 0,0002

Tab. 3.13: Lineare Korrelationen zwischen den Parametern, die unter x-Achse und y-Achse

gegeben sind. Die Daten wurden an Gefäßsegmenten thorakaler Aorta von weißen Neuseeländer

Kaninchen der Cholesterolgruppe ausgewertet, wobei nur Daten von Experimenten aus identischen

Aortensegmenten korreliert wurden (a = Ordinatenschnittpunkt, b = Steigung, r =

Korrelationskoeffizient, P = Grad der Signifikanz).
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In einer linearen Korrelation konnte nachgewiesen werden, dass die endothelabhängige Vaso-

relaxation von der Ausprägung der atherosklerotischen Intimaschäden abhängig ist (P <

0,0002) (Tab. 3.13; Abb. 3.9).

Abb. 3.9: Lineare Korrelation zwischen dem Prozentsatz der endothelabhängigen Vaso-

relaxation durch 1 :mol/l Acetylcholin an isolierten Aortensegmenten männlicher weißer Neuseeländer

Kaninchen der Atherosklerosegruppe (4 Ringe/Tier) und dem Prozentsatz der mit Sudan IV gefärbten

atherosklerotischen Läsionen (Intimaläsion), die in der Intimaoberfläche der identischen Gefäße mit

Hilfe eines Laserscanners ermittelt wurden (P = 0,0002).

3.2.6 Einfluss von Organischen Nitraten und spontanen NO-Donoren auf den Gefäßtonus

atherosklerotischer Gefäße

Zur Untersuchung der Einflüsse von Atherosklerose auf die Wirkung von Nitrovasodilatatoren

mit unterschiedlichen Mechanismen der NO-Freisetzung wurden die Substanzen ISMN,

PETN, SNAP und SNAP + SOD an Gefäßsegmenten isolierter thorakaler Aorta von

männlichen Kaninchen untersucht, die entweder einer Cholesteroldiät unterzogen wurden, oder

cholesterolfreies Futter bekamen.
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Alle Nitrovasodilatatoren zeigten auch in den atherosklerotischen Aortensegmenten der In-

vivo-Studie konzentrationsabhängige Relaxationen (Tab. 3.14).

SNAP  [-logM] ISMN  [-logM] PETN  [-logM]

Kontrollgruppe 6,76 + 0,06 4,16 + 0,05 7,46 + 0,10

Cholesterolgruppe 6,22 + 0,15* 4,05 + 0,21 7,11 + 0,26

Tab. 3.14: Konzentrationen der Nitrovasodilatatoren, die zu einer halbmaximalen Inhibition der

Gefäßvorspannung durch 3 :M Phenylephrin führten, berechnet aus der individuellen

Konzentrationswirkungskurve (Mittelwert + Standardfehler aus 9 unter-schiedlichen Experimenten

2(Tieren) mit jeweils einem Gefäßring). Signifikante Unterschiede der pD -W erte von SNAP zwischen

Kontrollgruppe und Cholesterolgruppe mit * gekennzeichnet (P<0,05). ISMN und PETN wiesen keine

signifikanten Unterschiede auf.

Die kumulative Applikation von SNAP führte in den atherosklerotischen Gefäßen zu einer

Vasorelaxation (Abb. 3.10), die signifikant schwächer ausgeprägt war, als in der

Kontrollgruppe. Die zugehörige Dosiswirkungskurve der Cholesterolgruppe war nach rechts

2verschoben und der pD -Wert nahm von 6,76 + 0,06 nach 6,22 + 0,14 ab. Eine direkte

2signifikante Korrelation konnte in der Cholesterolgruppe zwischen den pD -Werten von SNAP

und der korrespondierenden maximalen Relaxation durch 0,5 :M Acetylcholin nachgewiesen

werden (Tab. 3.15; Abb. 3.11).

Eine ansteigende Konzentration von ISMN und PETN induzierte ebenso eine dosisabhängige

Vasorelaxation in atherosklerotischen Gefäßen.

Insgesamt war PETN um drei Zehnerpotenzen wirksamer als ISMN.

Im Gegensatz zu SNAP wurden ISMN und PETN in ihrer Effektivität nicht durch eine

atherosklerotisch bedingte endotheliale Dysfunktion beeinträchtigt (Tab. 3.14).
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Abb. 3.10: Vasorelaxierende Aktivität von S-Nitroso-N-Acetyl-D,L-Penicillamin (SNAP) mit (B) und

ohne Superoxiddismutase (SOD) (A), sowie von Pentaerythrityltetranitrat (PETN) (C) und

Isosorbidmononitrat (ISMN) (D) Vorinkubation an isolierten Aortensegmenten von männlichen weißen

Neuseeländer Kaninchen der Kontrollgruppe und der Atherosklerosegruppe der In-vivo-Studie. Jede

Dosis-wirkungskurve ist aus den Mittelwerten von 9 unterschiedlichen Tieren gebildet worden. Die

vasodilatative Aktivität wird als Prozentwert der maximalen Kontraktion angegeben (S.E.M. jeweils als

Balken angegeben). SOD führte zu einer W irkungsverbesserung in der Kontrollgruppe, in der

Atherosklerosegruppe fanden sich kein signifikanter Unterschied (s. Tab. 3.16 und 3.17). Signifikante

2Unterschiede der pD -W erte mit * gekennzeichnet (P<0,05).
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x-Achse y-Achse a b r P

2Relaxation ACh pD -Wert SNAP 0,01 5,77 0,727 0,03

Tab. 3.15: Lineare Korrelationen zwischen den Parametern, die unter x-Achse und y-Achse

gegeben sind. Die Daten wurden an Gefäßsegmenten thorakaler Aorta von weißen Neuseeländer

Kaninchen der Cholesterolgruppe ausgewertet, wobei nur Daten von Experimenten aus identischen

Aortensegm enten korreliert wurden (a = Ordinatenschnittpunkt, b = Steigung, r =

Korrelationskoeffizient, P = Grad der Signifikanz). 

2Abb. 3.11: Lineare Korrelation zwischen den pD -W erte von S-Nitroso-N-Acetyl-D,L-Penicillamin

(SNAP) an isolierten Aortensegmenten männlicher weißer Neuseeländer Kaninchen der

Atherosklerosegruppe (2 Ringe/Tier) und dem Prozentsatz der endothelabhängigen Vasorelaxation

durch 1 :mol/l Acetylcholin (ACh) (4 Ringe/Tier) an identischen Aortensegmenten (P = 0,03).

3.2.7 Effekte von Oxyhämoglobin und Superoxid Dismutase

Oxyhämoglobin inhibierte die vasodilatatorischen Effekte von Acetylcholin vollständig und

0,5 :M Acetylcholin führten bereits zu einer Vasokonstriktion.
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Kontrollgruppe ohne Vor-
inkubation

mit
SOD

mit

2HbO

Maximale Acetylcholinrelaxation [%] 76,8 + 3,6 72,6 + 4,6 -3,2 + 4,3#

Maximale SNAP-Relaxation [%] 93,1 + 1,8 90,9 + 1,6 -

2pD -Werte von SNAP -6,76 + 0,06 -7,06 + 0,12 -

Tab. 3.16: Die W erte stellen die Mittelwerte + Standardfehler von 9 Experimenten (Tieren) mit

jeweils 1-4 Aortensegmenten dar. Die maximale Vasorelaxation von Acetylcholin [0,5 :M] und S-

Nitroso-N-Acetyl-D,L-Penicillamin (SNAP) [10 :M] werden als maximale Inhibition der Vorkontraktion

durch Phenylephrin dargestellt (# = Vasokonstriktion).

2In Anwesenheit von HbO  entwickelte Acetylcholin keine Vasorelaxation, es kam zu einer

Vasokonstriktion. SOD [200 U/ml] hatte keinen Einfluss auf die Wirkung von Acetylcholin.

Die vasorelaxierende Wirkung von SNAP in Kontrollgefäßen wurde jedoch signifikant

verbessert (Tab. 3.16). In der Cholesterolgruppe zeigten sich keine Auswirkungen (Tab. 3.17).

Cholesterolgruppe ohne Vor-

inkubation

mit

SOD

mit

2HbO

Maximale Acetylcholinrelaxation [%] 29,4 + 10,16 29,1 + 7,2 -13,8 + 5,05#

Maximale SNAP-Relaxation [%] 82,2 + 5,02 80,0 + 5,48 -

2pD -Werte von SNAP -6,22 + 0,15 -6,25 + 0,23 -

Tab. 3.17: Die W erte stellen die Mittelwerte + Standardfehler von 9 Experimenten (Tieren) m it

jeweils 1-4 Aortensegmenten dar. Die maximale Vasorelaxation von Acetylcholin [0,5 :M] und S-

Nitroso-N-Acetyl-D,L-Penicillamin (SNAP) [10 :M] werden als maximale Inhibition der Vorkontraktion

durch Phenylephrin dargestellt (# = Vasokonstriktion).
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4.0 Diskussion

4.1 Organbadstudien

4.1.1 Wirkung von Vasokonstriktoren

Wir untersuchten die kontraktilen Eigenschaften von gesunder Aorta thoracica, Vena cava,

Arteria und Vena pulmonalis (In-vitro-Studie) sowie gesunder und atherosklerotisch

veränderter Aorta thoracica (In-vivo-Studie) männlicher weißer Neuseeländer Kaninchen.

4.1.1.1 In-vitro-Studie

Die Unterschiede in der Kontraktilität waren im systemischen Kreislauf zwischen Aorta und

Vena cava stärker ausgeprägt, als in der Lungenzirkulation zwischen Arteria und Vena

pulmonalis. Dieser Effekt trat sowohl beim vasokonstriktorischen Maximaleffekt durch 10 :m

Phenylephrin (Faktor 10 zwischen Aorta und Vena Cava im Vergleich zu Faktor 2 zwischen

Arteria und Vena pulmonalis), als auch in der Phenylephrin-Dosiswirkungskurve durch den

2pD -Wert verdeutlicht, auf (Tab. 3.1).

Aorta sowie Arteria pulmonalis wiesen in ihrer kontraktilen Antwort auf KCl und

Phenylephrin einen im Vergleich zu den Venen verstärkten vasokonstriktorischen Effekt auf.

Arterien vom elastischen Typ weisen eine im Vergleich zu Venen größere Schicht glatter

Muskelzellen auf, was bei der unterschiedlichen kontraktilen Antwort der untersuchten

Blutgefäße auf KCl von Bedeutung ist.

Die Gefäßsegmente der Arteria pulmonalis gehören zur Lungenzirkulation, somit zum

Niederdrucksystem. Diese weisen eine dünnere Muskelschicht als die Aorta auf, was

kontraktile Unterschiede zwischen den untersuchten Arterien nach KCl-Gabe erklärt.

Die vergleichsweise zur Vena pulmonalis schwache Kontraktion der Vena Cava ist

wahrscheinlich bedingt durch die Ausrichtung der jeweiligen Muskelfasern, sowie durch die

Versuchsanordnung mit Verwendung von 5 cm messenden intakten Gefäßsegmenten.

In Gefäßsegmenten der Vena cava herrschen Muskelfasern mit einer longitudinalen

Anordnung vor, während man in der Vena pulmonalis größtenteils eine diagonale Anordnung

der glatten Gefäßmuskulatur findet, welche weitestgehend der in Arterien entspricht [134].
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Vasokonstriktorische Differenzen zwischen den untersuchten Gefäßen nach Applikation des

1" -Adrenozeptoragonisten Phenylephrin könnten sowohl durch den Aufbau der jeweiligen

Gefäßwand, als auch durch die Dichte an "-Rezeptoren bedingt sein.

4.1.1.2 In-vivo-Studie

In der In-vivo-Studie traten Unterschiede in der Kontraktilität der Aortensegmente zwischen

der Gruppe der Kaninchen mit cholesterolhaltigem Futter und der Gruppe mit Standardfutter

auf.

2 1Der pD -Wert des " -Adrenozeptoragonisten Phenylephrin, als Maß für die halbmaximale

kontraktile Wirkung dieser Substanz, wies in der Cholesterolgruppe eine signifikante

Verbesserung auf (Abb. 3.11).

In der maximalen vasokonstriktorischen Reaktion auf 10 :m Phenylephrin fanden wir jedoch

keinen signifikanten Unterschied zwischen den Aortensegmenten der Standardgruppe und der

Cholesterolgruppe (Abb. 3.11).

Eine gestörte Gefäßtonusregulation atheromatöser Gefäße mit verstärkter Reaktion auf

kontraktile Substanzen wurde auch schon von anderen Autoren berichtet [72]. So führte bei

Basilararterien eine Behandlung mit Methylenblau oder eine mechanische Entfernung des

2Endothels zu einem Anstieg der Kontraktilität nach Stimulation mit PGF  alpha [113].

Das Ergebnis einer vergleichbaren maximalen Vasokonstriktion jedoch, sowie anderweitig

publizierte Daten [213] legen nahe, dass ein direkter Einfluss der Atherosklerose auf den

intrazellulären kontraktilen Mechanismus eher unwahrscheinlich ist.

2Die kleinen, jedoch signifikanten Unterschiede der pD -Werte zwischen den beiden Gruppen

könnten dadurch bedingt sein, dass das Endothel selbst z.B. durch Produktion von EDRF/NO

2und/oder Prostazyklin bedingt, den durch PGF  alpha induzierten transmembranen

Kalziumeinstrom durch rezeptorkontrollierte Kalziumkanäle abschwächt [113].

1Denkbar wären auch leichte Variationen in der Empfindlichkeit von " -Adrenozeptoren, die

durch atherosklerotische Veränderungen bedingt sein könnten [70].
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4.1.2 Endothelabhängige Vasorelaxation

Endothelzellen spielen eine obligatorische Rolle bei der Vasorelaxation durch eine Vielzahl

von Substanzen (ACh, Bradykinin, Substance P, Thrombin, ATP) [69;70;172;173]. Sie setzen

den sogenannten Endothelium-Derived Relaxing Factor (EDRF) frei. EDRF, mit NO identisch

[170], ist der biologische Transmitter, der die Erregung vom endothelialen muscarinergen

Rezeptor zum Second Messenger im glatten Gefäßmuskel überträgt [69].

NO-bindendes Oxyhämoglobin inhibiert somit eine endothelabhängige Vasorelaxation

vollständig [155]. Auch in dieser Studie konnte gezeigt werden, dass Oxyhämoglobin die

vasodilatatorischen Effekte von Acetylcholin völlig unterdrückte und 0,5 :m Acetylcholin

bereits zu einer Vasokonstriktion führten (Tab. 3.16).

Die Funktion des Endothels der durch Phenylephrin submaximal vorkontrahierten Gefäße

wurde in dieser Studie durch kumulative Applikation von 1 nM bis 10 :m Acetylcholin in die

Organbäder untersucht.

Um jegliche Einflüsse durch die Gefäßspannung auf die acetylcholininduzierte Vasorelaxation

zu vermeiden, wurden die Experimente nach Erreichen einer vergleichbaren Vorkontraktion

durchgeführt, wozu unterschiedliche Phenylephrinkonzentrationen notwendig waren.

4.1.2.1 Endothelabhängige Vasorelaxation, In-vitro-Studie

In unseren Versuchen zeigten Venen von Kaninchen eine im Vergleich zu Arterien stärkere

endothelabhängige Vasorelaxation. Vena cava inferior und Vena pulmonalis wiesen die beste

dosisabhängige Vasorelaxation durch Acetylcholin auf, während Aorta thoracica schwächer

auf diese Substanz reagierte.

Bisher publizierte Daten legen nahe, dass die endothelabhängige Vasorelaxation in Venen

schwächer ausgebildet ist, als in Arterien. Dies konnte im direkten Vergleich der

Vasorelaxation von Gefäßpräparationen mit intaktem Endothel z.B. von Femoralvenen und

Arteria mammaria durch Acetylcholin, oder von Vena cordis magna und Koronararterie durch

Substance P sowie an tierischen [113;116;118;49;214] und menschlichem Koronarien [128],

ebenso an peripheren Gefäßen [205;206;139] gezeigt werden.
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Diese Ergebnisse stützen die Theorie, dass die Stimulation von venösen Endothelzellen zu

einer im Vergleich zu arteriellen Endothelzellen niedrigeren Produktion von endogenem NO

führt. Vergleichbare Ergebnisse zeigten Untersuchungen von Luscher, der ebenfalls eine

bessere Freisetzung von EDRF/NO aus Arterien im Vergleich zu Venen fand [140].

Andererseits fanden D’Orleans-Juste et al. in Kulturen von bovinen arteriellen und venösen

Endothelzellen eine vergleichbare Produktion an EDRF und Prostazyklin [46].

In unseren Versuchen zeigt sich jedoch, das Venen von Kaninchen stärker endothelabhängig

relaxierten, als Arterien. Die Ergebnisse dieser Studie sprechen beim Kaninchen für eine

verglichen zu Arterien größere Sensitivität von venösen Gefäßen NO gegenüber. Gestützt wird

das Ergebnis dadurch, dass die untersuchten Venen eine hohe Sensitivität spontan

freigesetztem NO gegenüber zeigten. So wiesen SNAP und SIN-1 sowohl in der systemischen

Zirkulation, als auch in der Lungenzirkulation eine signifikant bessere Wirkung, ausgedrückt

2durch den pD -Wert, auf (Tab. 3.4 und 3.6).

Hier scheinen Gefäße vom Kaninchen unterschiedlich zu Gefäßen vom Schwein und vom

Menschen zu sein. Eine vergleichsweise hohe NO-Empfindlichkeit der Kaninchenvenen kann

als Ursache angenommen werden.

Grundsätzlich konnte gezeigt werden, dass exogenes NO die Ca -Freisetzung aus Ca -2+ 2+

Speichern in Venen stärker hemmt, als in Arterien [211]. Gleichzeitig führt exogenes NO zu

einem stärkeren Anstieg von cGMP in Arterien, wobei vergleichsweise wenig cGMP zur

Relaxation von Venen notwendig war [203].

4.1.2.2 Endothelabhängige Vasorelaxation, In-vivo-Studie

In der In-vivo-Studie an Gefäßsegmenten von cholesterolgefütterten Tieren wies Acetylcholin

eine, im Vergleich zur Kontrollgruppe, verminderte maximale Vasorelaxation auf (Tab. 3.12).

In der vasorelaxierenden Effektivität von Acetylcholin zeigte sich jedoch zwischen der

Kontrollgruppe und der Cholesterolgruppe kein Unterschied,

2was sich in nahezu identischen pD -Werten äußerte (Tab. 3.12). In allen Gefäßen der

Cholesterolgruppe war nahezu die Hälfte der Intimaoberfläche durch atherosklerotische

Läsionen beschädigt (Tab. 3.9).
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Vergleichbare endotheliale Dysfunktionen bezüglich maximaler Vasorelaxation wurden bereits

vorher in verschiedenen atherosklerotischen Gefäßen wie Rinderkoronararterien [94], Aorta

thoracica männlicher Kaninchen [178] Arteria iliaca vom Affen [66] sowie an Gefäßen

cholesterolgefütterter weiblicher Kaninchen [119] beschrieben.

Eine Verminderung der endothelabhängigen Vasorelaxation kann durch unterschiedliche

Mechanismen ausgelöst werden.

Dieser Effekt ist sehr wahrscheinlich auf atherosklerotische Intimaschäden zurückzuführen, da

die gemessene maximale Vasodilatation durch Acetylcholin mit Verschlechterung der

Intimaläsionen abnahm (Tab. 3.10).

Möglich wären eine reduzierte NO-Freisetzung auf Grund von Störungen der

Signaltransduktion in der Membran von Endothelzellen [63], sowie eine verminderte

gefäßrelaxierende Potenz von endogen produziertem NO.

Die Wirkungsverminderung von NO könnte durch eine vermehrte Zerstörung durch Radikale

oder durch eine reduzierte Aktivität der löslichen Guanylatzyklase der Gefäßmuskulatur

verursacht werden [185;204].

Möglich wäre ebenso eine Steigerung der direkten vasokonstriktorischen Wirkung des

Acetylcholin auf Grund der Endothelschäden, die der Wirkung von endogenem NO

entgegensteht. Atherosklerose bedingte jedoch eine Einschränkung der acetylcholininduzierten

maximalen Relaxation in Aortenringen, was auch von anderen Autoren in Präparationen nach

Cholesteroldiät beschrieben wurde [101;215;65;41].

Zwischen männlichen und weiblichen Tieren traten Unterschiede in der Ausprägung der

Acetylcholinrelaxation mit Hinweis auf eine bessere weibliche endotheliale Funktion bei

vergleichbarem Ausmaß der atherosklerotischen Läsionen auf [119]. 

Möglicherweise ist dieser Unterschied auf einen höheren Plasmacholesterolspiegel in

männlichen Kaninchen zurückzuführen. Wir fanden jedoch keine direkte Korrelation zwischen

den Plasmacholesterolwerten und der Ausprägung der Intimaläsionen.

Eine besser erhaltene endotheliale Funktion ist wahrscheinlich durch protektiv wirksame

Geschlechtsunterschiede auf andere funktionelle Systeme zu erklären. So weisen Aorten

weiblicher Neuseeländer Kaninchen eine erhöhten EDRF-Freisetzung auf [91].

EDRF könnte einen denkbaren Faktor für diese beobachteten Geschlechtsunterschiede in der

Ausprägung einer endothelialen Dysfunktion darstellen.
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Weitere Publikationen stützen diese Hypothese. Die Behandlung von cholesterolgefütterten

Kaninchen mit L-Arginin, dem Vorläufer der NO-Biosynthese, führte zu einer Reduktion der

Atheroskleroseentstehung in Aorta und Koronararterie [43;217], während die Inhibition der

NO-Synthese einen umgekehrten Effekt hatte [161].

Nitrate haben ebenfalls einen protektiven Effekt auf die Entstehung einer endothelialen

Dysfunktion in Kombination mit Atherosklerose [119].

Zusammengenommen legen diese Ergebnisse nah, dass EDRF oder therapeutisches NO die

Entstehung einer endothelialen Dysfunktion einschränkt und somit eine erhöhte EDRF-

Freisetzung in weiblichen Tieren mit einem verminderten Dysfunktionsausmaß im Vergleich

zu männlichen Tieren einhergeht. Die erhöhte EDRF-Freisetzung in weiblichen Tieren ist

wahrscheinlich estradiolbedingt [176].

4.1.3 Vasodilatation durch Nitrovasodilatatoren

Nitrovasodilatatoren werden in der Therapie der Angina pectoris, des Herzinfarktes und der

Linksherzinsuffizienz eingesetzt. Sie umfassen eine unterschiedliche Gruppe pharmako-

logischer Substanzen die durch Freisetzung von NO glatte Muskelzellen relaxieren.

Grundsätzlich wirken sie somit auf alle Arten von Blutgefäßen. Lediglich das Ausmaß der

jeweiligen Relaxation variiert zwischen den unterschiedlichen anatomischen Regionen und den

untersuchten Spezies. So werden größere Koronargefäße bevorzugt dilatiert, während an

koronare Widerstandsgefäßen (Durchmesser <100 :m ) nur minimale Effekte auftreten [89].

Alle in dieser Studie untersuchten Nitrovasodilatatoren, die spontanen NO-Donoren, sowie die

organischen Nitrate mit einer metabolisch induzierten NO-Freisetzung, zeigten eine

konzentrationsabhängige Vasodilatation, was sich in einer nahezu vollständigen Aufhebung

der Vorkontraktion durch Phenylephrin zeigte, wobei venöse Gefäße bevorzugt relaxiert

wurden.

Zwischen den untersuchten Nitrovasodilatatoren traten deutliche Unterschiede sowohl in ihrer

2Wirksamkeit ( pD -Wert), als auch in ihrer bevorzugt venösen Vasodilatation auf.

Im Vergleich der organischen Nitrate untereinander war in allen untersuchten Gefäßen der

Lungen- und der systemischen Zirkulation PETN am stärksten und ISMN am schwächsten

wirksam (Tab. 3.3 bis 3.6).
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Eine ähnliche Abstufung in der Wirksamkeit organischer Nitrate fanden Toyoda et al. an mit

Norepinephrin vorkontrahierten Gefäßpräparaten von Arteria und Vena femoralis männlicher

Kaninchen [210]. Hinsichtlich der bevorzugt venösen Vasodilatation fanden Toyoda et al.

ebenfalls bei ISMN eine stärkere venoselektive Wirkung, verglichen zu ISDN und GTN.

Stiefel [200] zeigte an Nierenarterien und Venen vom Kaninchen, dass GTN nur moderat

stärker sensitiv auf venöse Gefäße wirkt, was sich durch Ergebnisse dieser Studie bestätigte.

Hier ermittelten wir das vergleichsweise niedrigste arteriovenöse Ratio für GTN (Tab. 3.7).

Zwar weisen alle organischen Nitrate grundsätzlich ähnliche Wirkmechanismen auf, trotzdem

treten Unterschiede sowohl in der Wirkstärke, als auch in der bevorzugt venösen

Vasodilatation auf. Ursache hierfür könnten unterschiedliche Wege in der Metabolisation sein

[89]. So beeinflussen Variationen in der chemischen Struktur organischer Nitrate deren

Metabolisierung zu pharmakologisch aktiven Komponenten [209].

Die Metabolite z.B. von GTN und ISDN sind selbst vasodilatatorisch aktiv, wenn auch nicht

so potent wie ihre Ausgangssubstanzen [12;207;85], was die im Vergleich zu allen

untersuchten Substanzen schlechteste Wirksamkeit von ISMN erklären könnte.

Vergleichbare Ergebnisse fanden Schröder und Hinz, welche die intrazelluläre cGMP-Bildung

durch PETN, GTN und ISDN in Affennierenzellen untersuchten [189]. PETN stellte sich im

Vergleich zu GTN und ISDN als stärkster Aktivator der cGMP-Synthese heraus. Das gleiche

galt für die Metabolite Pentaerithrityltrinitrat (PETriN) und Pentaerithrityldinitrat (PEDiN), die

zu einer mit PETN vergleichbaren Erhöhung des cGMP-Spiegels führten.

Somit könnten die Wirksamkeitsdifferenzen zwischen den organischen Nitrovasodilatatoren

durch Unterschiede in ihrer Bioaktivierung und der Aktivität der entstandenen Metaboliten

bedingt sein.

In diesem Zusammenhang ist die Möglichkeit einer Enantioselektivität bezüglich der

unterschiedlichen vaskulären Effekte organischer Nitrate von Interesse. Es gibt Hinweise, das

die Enantioselektivität zwischen den einzelnen Substanzen variiert.

So wiesen Bennet et al. zwischen den beiden Stereoisomeren von ISDN einen um den Faktor

10 verschiedene Wirksamkeitsdifferenz, bezogen auf Vasorelaxation und cGMP Anstieg in

isolierter Rattenaorta [24].

Sie waren jedoch in einer weiteren Untersuchung von Bennet et al. gleichwertig in ihrer

Fähigkeit lösliche Guanylatzyklase zu aktivieren. Dieses Ergebnis legt nahe, dass die lösliche

Guanylatzyklase nicht der einzige Angriffspunkt der Stereoisomere sein kann [25].
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Axelsson et al. hingegen fanden eine vergleichbare Wirksamkeit der Stereoisomeren von

Butanol-1-2-3-4-tetranitrat (Erythritoltetranitrat und Thretioltetranitrat) auf bovine Arteria

mesenterica [15].

Schröder und Hinz fanden keine Erhöhung des cGMP-Spiegels durch den Phase II Metaboliten

PETriN-Glucoronid, während der PETN Metabolit PETriN von allen Abbauprodukten am

stärksten wirksam war. Sie führen diese Unterschiede auf sterisch bedingte Reduzierung der

Bioaktivierung oder Verminderung der Membranpenetration zurück [189].

Auf der anderen Seite beeinflusst die jeweilige Fähigkeit eines Gefäßabschnittes zur

Bioaktivierung von organischen Nitraten deren Wirksamkeit [24].

Dies könnte die bevorzugt venöse Vasodilatation, sowie die bei weitem überwiegende

Erweiterung größerer (> 200 :m) Coronargefäße [193], ferner die gesteigerte Wirksamkeit in

atherosklerotischen Abschnitten erklären.

Das venöse Pooling und die Abwesenheit eines „coronary steal“, wie er bei andern

Vasodilatatoren (z.B. Dipyridamol), die coronare Widerstandsgefäße <100 :m ebenfalls

dilatieren, vorkommt, machen die positiven Effekte der Nitrovasodilatatoren aus [89].

Es traten ebenfalls Differenzen zwischen den spontanen NO-Donoren SNAP und SIN-1 in der

Wirksamkeit auf, die sich nicht durch Unterschiede in der Bioaktivierung erklären lassen.

2Der Abbau von SIN-1 führt zu einer stoichiometrischen Bildung von NO und Superoxid (O ),-

welches schnell zu Peroxynitrit reagiert.

Die vergleichsweise verminderte Wirkung von SIN-1 ist somit sehr wahrscheinlich bedingt

durch die Superoxidradikalbildung, welche zu einem partiellen Abbau des gebildeten NO

bedingt.

In der In-vivo Studie untersuchten wir die Sensitivität der glatten Aortenmuskulatur auf NO.

Dosiswirkungskurven für SNAP wurden durchgeführten um weitere Daten zum Mechanismus

der endothelialen Dysfunktion zu erhalten, da die Bestimmung der endothelabhängigen

Vasorelaxation durch Acetylcholin nicht zwischen der endothelialen Produktion und der

vasorelaxierenden Effizienz von EDRF differenziert.

In oxygenierten Pufferlösungen ist dieses Nitrosothiol ein spontaner NO-Donor. Dies konnte

über Messung der NO-Freisetzung verifiziert werden (siehe Material und Methoden), sowie

durch eine konzentrationsabhängige Verminderung der vasorelaxierenden Wirkung in

Kaninchenaorta durch Oxyhämoglobin.
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Die Wirksamkeit von SNAP in atherosklerotischen Gefäßen war im Vergleich zur Kontrolle

signifikant (P < 0,0001) reduziert (Abb. 3.14). Untersuchungen in Gefäßen von weiblichen

Neuseeländer Kaninchen zeigten dies ebenfalls. Signifikanten Unterschiede traten an

atherosklerotisch veränderten Gefäßen zwischen männlichen und weiblichen Tieren nicht auf.

Da Untersuchungen zur Effektivität organischer Nitrate wie PETN und ISDN zeigten, dass

intrazellulär gebildetes NO nicht durch eine experimentelle Atherosklerose abgeschwächt

wurde, kann die hier festgestellte verstärkte endotheliale Dysfunktion nicht auf eine reduzierte

aortale Sensibilität auf exogenes NO zurückzuführen sein [119].

Wahrscheinlicher ist eine reduzierte EDRF Produktion und Freisetzung durch Endothelzellen.

Es konnte nachgewiesen werden, das Atherosklerose die Produktion und Freisetzung von

EDRF durch Beeinträchtigung von G-Proteinen und G-Protein abhängiger Signalweiterleitung

[63], sowie durch gesteigerte intrazelluläre Superoxidradikalbildung in endothelialen Zellen

[168] beeinflusst. Vermutlich vermindern erhöhte EDRF-Spiegel die Ausprägung derartiger

Veränderungen in der Prämenopause. Dieser Effekt könnte durch eine antioxidative Wirkung

von EDRF bedingt sein [32].

Diese Ergebnisse stimmen mit Untersuchungen an atherosklerotischen Gefäßen von

Kaninchen überein, wo ebenfalls eine verminderte Sensitivität exogenem [216] und

endogenem NO [204] gegenüber gefunden wurde.

Andererseits ist nach unseren Ergebnissen der Zugang von biologisch aktivem NO in den

glatten Aortenmuskel beim Kaninchen vermutlich durch die Atherosklerose vermindert.

Der zugrundeliegende Mechanismus könnte verbunden sein, mit Reaktionen, die den

Transport, die Lebensdauer und die Zielgebiete von endogenem und exogenem NO betreffen.

NO selbst kann unterschiedliche Radikale bilden, wie Nitrosonium und Nitroxyl [197].

4.2 In-vitro-Studie

4.2.1 Bevorzugt venöse Gefäßerweiterung

Organische Nitrate wie GTN setzen nach enzymatischer Metabolisation im Gefäßsystem die

aktive Komponente NO frei [58;38]. Einer Gefäßerweiterung gehen z. B. im Fall von GTN die

Bildung der Dinitrate 1,2-GDN und 1,3-GDN, sowie die Aktivierung von cGMP voraus [31].
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Weitere organische Nitrate wie  ISDN und PETN durchlaufen einen vergleichbaren

Bioaktivierungsprozess [4].

Im Vergleich zu anderen antianginösen Medikamenten wie Kalziumantagonisten und

Betablocker steht die Senkung der Vorlast durch die bevorzugt venöse Wirkung organischer

Nitrate im Vordergrund [19]. Weiterhin unterscheiden sich diese Substanzen in ihrer bevorzugt

venösen Wirkung zu Nitroprussid-Natrium [8], welches ebenso NO freisetzt, dessen

Bioaktivierungsprozess sich jedoch von dem organischer Nitrate unterscheidet [126].

Die bevorzugt venöse Gefäßerweiterung konnte In-vitro [210;178] und In-vivo [100;75]

nachgewiesen werden. Ähnliche Ergebnisse zeigten sich in der Koronarzirkulation vom

Schwein [118].

Ein wesentlicher Unterschied zwischen Arterien und Venen ist die Ausprägung der endogene

NO-Produktion durch Endothelzellen. So ist die endothelbedingte, somit NO induzierte

Vasorelaxation in Venen schwächer ausgeprägt als in Arterien [49;139;118]. Gleichzeitig

benötigen Venen vergleichsweise weniger cGMP pro Milligramm Protein zur maximalen

Relaxation [203]. Im Einklang hierzu stehen Untersuchungen an tierischem [106] und

menschlichem Gewebe [208], die eine höhere Konzentration von GTN in Arterien im

Vergleich zu Venen nachwiesen.

Eine bevorzugte Vorlastsenkung und die daraus resultierenden positiven Effekte für

herzkranke Patienten könnte in der enzymatischen Bioaktivierung der organischen Nitrate

bedingt sein. Differenzen in der endogenen NO-Produktion zwischen Arterien und Venen

könnte die in Venen und Arterien unterschiedliche Bioaktivierung der organischen Nitrate

bedingen, die zu einer bevorzugt venösen Vasodilatation führt. Ein möglicher Hinweis hierzu

ist die Tatsache, dass vom Endothel produziertes NO die vasorelaxierende Fähigkeit von

organischen Nitraten wie GTN vermindert [5;146;118;3;52]. Kojda et al konnten. einen

hemmenden Effekt  mikromolarer Mengen NO auf die vaskuläre Bioaktivierung von GTN zu

Dinitratmetaboliten, die Akkumulation von cGMP und die Vasorelaxation ebenso wie eine

Desensibilisierung der sGC nachweisen. Für diesen Effekt ist eine kontinuierliche NO

Applikation wichtiger, als die absolute NO-Konzentration [122].

In der Koronarzirkulation vom Schwein konnte nach Vorbehandlung mit NO eine

Verminderung der Vasorelaxation durch GTN beobachtet werden [118;225].

Die Identität des Enzyms, welches die vaskuläre Bioaktivierung von GTN vermittelt, ist bisher

450nicht geklärt. Ein möglicher Weg ist die NO-Bildung über Cytochrom P -Oxidation.
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Schröder et al. konnten an Nierenzellen durch einen Cytochrom P-Inhibitor eine verminderte

Bildung von cGMP nachweisen [188]. Möglich wäre ein hemmender Effekt des NO durch

Bindung an das Hämoprotein [122]. Ein Nachweis dieser Mechanismen in der glatten

Muskelzelle stehen jedoch noch aus.

Wie oben erwähnt, geht die Verminderung der nitovasodilatatorinduzierten Vasorelaxation

durch NO-Vorbehandlung mit einer reduzierten cGMP-Bildung einher. Eine

Desensibilisierung der sGC konnte nach Vorbehandlung mit GTN [13;122] und als Folge einer

endogenen NO-Produktion nachgewiesen werden [146;122].

Eine direkte Interaktion zwischen NO und dem Enzym gilt als wahrscheinlich [192], wobei

eine Nitrosierung freier Sulfhydrylgruppen eine Rolle spielen könnte [17;122].

In-vitro ist eine Desensibilisierung der sGC als wahrscheinliche Ursache anzunehmen. In-vivo

könnte als Ursache die unterschiedliche Flussgeschwindigkeit zwischen Venen und Arterien

hinzukommen. Dieser sog. “shear stress”, welcher in Venen weniger stark ausgeprägt ist, stellt

einen wesentlichen Stimulus der NO Produktion dar [182].

Ein gewichtiger Hinweis für die hemmende Wirkung der endothelialen NO-Produktion ist die

Beobachtung einer Zunahme der gefäßerweiternden Wirkung z.B. von GTN nach Entfernung

des Endothels. Auch Nitroprussid-Natrium, welches im Körper NO auf nicht enzymatischem

Weg bildet, war nach mechanischer Entfernung des Endothels und somit der endothelialen

NO-Synthase deutlich stärker wirksam [195]. Ein Grund für eine verstärkte Vasorelaxation

nach Endothelentfernung könnte eine Hochregulation der löslichen Guanylatzyklase sein, was

zu einer „Supersensitivität“ führt [146].

Beweisend für die Verantwortlichkeit der endothelialen NO-Synthase ist die Untersuchung an

Aorten von Mäusen mit genetischer Ausschaltung der endotheliale NO-Synthase (eNOS-

“knock-out“). Blutgefäße dieser Tiere weisen eine Hypersensitivität den Nitrovasodilatatoren

gegenüber auf [121].

Die Frage, ob der inhibitorische Einfluss von NO auf die Bioaktivierung organischer Nitrate

oder die Verminderung der cGMP-Aktivierung durch NO vorherrscht, kann mit den

vorliegenden Daten nicht schlüssig geklärt werden. Betrachtet man die mangelnde

Venoselektivität von Nitroprussid-Natrium, könnte man von einem Überwiegen der Hemmung

der Bioaktivierung organischer Nitrate ausgehen.
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Andererseits scheint NO zumindest in-vitro selbst venoselektiv zu sein, was sich in dieser

Untersuchung an Hand der spontan NO-liberierenden Substanzen SIN-1 und SNAP zeigen ließ

(Tab. 3.4 und 3.6).

4.2.2 Klinischer Bezug

In-vitro- [210] sowie In-vivo-Untersuchungen [174] zeigen, dass organische Nitrate eine

unterschiedliche Wirkstärke in der arteriellen und der venösen Strombahn aufweisen, wobei sie

die Vorlast relativ stärker beeinflussen, als den systemischen Gefäßtonus, den arteriellen

Blutdruck und die Auswurfleistung des Herzen. Da sich die einzelnen Nitrate jedoch, wie in

dieser Studie gezeigt, in der Ausprägung ihrer Vasodilatation unterscheiden und es in der

Klinik Situationen wie z.B. gesteigerter Sauerstoffverbrauch des Herzens in Verbindung mit

systemischer Hypotension aufgrund von ischämieinduzierter linksventrikulärer Dilatation gibt,

ist es von Vorteil Nitrate einzusetzen, die selektiv stärker auf der venösen, als auf der

arteriellen Seite wirkten.

Um diese Wirkungsunterschiede der organischen Nitrate In-vivo zu untersuchen, wählten

Muikku et al. Patienten, die sich einer Operation mit kardiopulmonalem Bypass unterzogen.

Hier konnte man unter konstanten Flussbedingungen und ohne störende Einflüsse durch

Herzaktivität als Reaktion auf den peripheren Gefäßtonus die Wirkung organischer Nitrate auf

Venen und Venolen, sowie Arterien und Arteriolen ermitteln. Es wurden die Abnahme des

zurückfließenden Volumens in das Reservoir der Herzlungenmaschine als Maß für die venöse

Kapazität und zugleich der arterielle Druck bestimmt. Sie verabreicht die organischen Nitrate

GTN und ISDN als i.v. Bolus.

In-vivo konnte gezeigt werden, dass organische Nitrate venös stärker wirken, als auf der

arteriellen Seite, wobei GTN stärker wirksam war, als ISDN.

Im einzelnen fanden Muikku et al. in ihrer Untersuchung bei Bolusapplikation eine um den

Faktor 4 bis 8 stärkere venöse Spitzendilatation durch GTN, verglichen zu ISDN. Beide

Substanzen waren bei einem Dosisratio von 1/8 äquipotent. Gleichzeitig reduzierte GTN den

mittleren arteriellen Druck in den ersten Minuten nach Bolusapplikation stärker als ISDN

[150]. Vergleichbare Unterschiede in der Wirkungspotenz organischer Nitrate fanden Toyoda

et al.in-vitro an isolierten Venen und Arterien mit der Abstufung GTN>ISDN>ISMN [210].
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In der hier vorgestellten Studie zeigten die drei organischen Nitrate die gleiche Abstufung in

2ihrer Wirksamkeit, bezogen auf ihre pD -Werte (s. Tab. 3.3 und 3.5).

Durkin et al. [55] fanden beim Vergleich einer GTN und einer ISDN Infusion im Dosisratio

von 1 : 2 zur präoperativen Hypotension im Rahmen koronarer Bypassoperation eine bessere

arterielle Wirkung von GTN.

Diese Ergebnisse stimmen mit denen dieser Studie überein. Hier zeigte GTN im systemischen

Kreislauf mit 14,8 und im Lungenkreislauf mit 4,6 ein geringeres arteriovenöses Ratio als

ISDN mit 51,3 in der systemischen und 6,2 in der Lungenzirkulation (siehe Tab. 3.7) [96].

Die Untersuchungen von Toyoda et al. ergaben ebenfalls Unterschiede in der Venoselektivität.

Besonders ISMN wies, wie in dieser Arbeit gezeigt (siehe Tab. 3.7), die ausgeprägteste

Venoselektivität auf [210]. Untersuchungen von Stiefel und Kraye mit ISDN und ISMN an

isolierten Nierengefäßen ergaben eine um den Faktor 7 bis 20 verstärkte Wirkung der

Substanzen auf die untersuchten venösen Gefäße im Vergleich zu den Arterien [200].

Andererseits gibt es auch Untersuchungen mit differierenden Ergebnissen.

Rezakovic et al. [174] verglichen GTN und ISDN als Dauerinfusion in einem

stöchiometrischen Dosisäquivalent von 1:1,5 über 30 min bei Patienten mit Myokardinfarkt.

Sie fanden, dass GTN überwiegend den pulmonalarteriellen Druck und die Vorlast

beeinflusste, während ISDN auf den systemischen Widerstand, die Nachlast wirkte. Sie

bezeichneten GTN als überwiegend venösen und ISDN als gemischt arteriovenösen

Gefäßdilatator.

Diese im Gegensatz zu den Ergebnissen von Muikku et al. und dieser Studie stehenden

Aussagen liegen wahrscheinlich in der unterschiedlich langen Wirkungsdauer der verglichenen

organischen Nitrate.

Muikku et al. untersuchten i.v. Bolusgaben der Substanzen. In dieser Studie wurden die mit

einer i.v. Bolusgabe vergleichbaren direkten Wirkungen der organischen Nitrate gemessen.

ISDN/ISMN weisen eine im Vergleich zu GTN verlängerte Wirkung auf, was im Rahmen

einer Dauerinfusion zu hämodynamisch relevanten Konsequenzen führen kann.

Eine Venodilatation ist bereits bei niedrigen Dosen organischer Nitrate maximal ausgeprägt,

eine Dosiserhöhung führt nur zu einer geringen weiteren Gefäßerweiterung (s. auch Abb. 1.1).

Eine Systemische arterielle Gefäßerweiterung hingegen beginnt zwar ebenfalls schon unter

niedrigen Dosen organischer Nitrate, aber erst hohe Dosen bedingen eine arterioläre Dilatation

[1].
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So könnte es unter einer kontinuierlichen Infusion dieser Substanzen zu einer Akkumulation

mit verlängerter Wirkungsdauer und verstärkter arterieller Wirkung kommen.

Dies wird unterstützt durch Untersuchungen von Cintron et al., die bei Patienten mit

Myokardinfarkt fanden, dass zu einer anhaltenden Verminderung des pulmonalarteriellen

Druckes ansteigende Dosen von GTN notwendig waren, während ISDN bei gleichbleibender

Dosis wirksam blieb [39].

Die Ergebnisse dieser Studie, ebenso wie die von Muikku, könnten z.B. bei Bolusapplikation

organischer Nitrate im Rahmen einer Operation mit cardiopulmonalem Bypass von klinischer

Relevanz sein, wobei schnelles venöses Pooling und eine Abnahme des arteriellen

Widerstandes notwendig werden können.

4.3 In-vivo-Studie

4.3.1 Entwicklung einer experimentellen Atherosklerose

Anitschkow und Chalatow [7] beschrieben als erste das Tiermodel der experimentellen

Induktion einer Atherosklerose beim Hasen durch Anreicherung der Standardnahrung mit

verschiedenen Cholesterolkonzentrationen. Dieses Modell ist heute allgemein anerkannt. In

dieser Studie entwickelten cholesterolgefütterte Hasen deutliche atherosklerotische

Intimaläsionen an der Aorta.

Das Ausmaß der Läsionen fiel jedoch vergleichsweise moderat aus, betrachtet man die lange

Fütterungszeit von 15 Wochen, sowie den hohen Cholesterolanteil von 0,75 % in der

Standardnahrung (Tab. 3.9). 

Die Verteilung des Ausmaßes der atherosklerotischen Läsionen mit stärkster Ausprägung im

Aortenbogen und Abnahme Intimaschäden nach distal findet man auch beim Menschen [223].

Andere Untersucher fanden vergleichbare prozentuale Intimaläsionen in weißen Neuseeländer

Kaninchen schon nach einer kürzeren Fütterungsperiode mit einem Nahrungscholesterolanteil

von 1 % [102].

Verbeuren et al. fanden in ihren Untersuchungen stärker ausgeprägte Intimaschäden nach

gleicher Fütterungszeit mit einer Diät, die nur 0,28 % Cholesterol enthielt [216].
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Plasmacholesterolmessungen ergaben niedrigere Werte als in dieser Studie. Dies legt nahe,

dass Variationen bei bereits erhöhtem Plasmacholesterolspiegel keinen Einfluss auf das

Ausmaß der atherosklerotischen Intimaläsionen haben.

Diese Vermutung wird dadurch unterstützt, dass wir bei weiteren Datenanalysen keine lineare

Korrelation zwischen dem Ausmaß der Intimaläsionen und der Höhe des Plasmacholesterols

feststellen konnten (Tab. 3.10). 

4.3.2 Geschlechtsspezifische Unterschiede der Atherosklerosegenese

An Aortensegmenten aus hypercholesterolämischen Kaninchen war die endothelabhängige

Relaxation deutlich abgeschwächt. So fiel die Relaxation durch 0,5 :M Acetylcholin von

76,8+3,6 % (gesund) auf 29,4+10,2 % (atherosklerotisch) ab (s. Abb. 3.8). Gleichzeitig war

auch die Empfindlichkeit gegenüber SNAP deutlich reduziert (s. Abb. 3.10), welches NO

extrazellulär freisetzt. Im Gegensatz hierzu blieb die Wirkung der organischen Nitrate ISMN

und PETN, die intrazellulär NO nach Biotransformation freisetzen, vollständig erhalten (s.

Abb. 3.10).

Gefäße von cholesterolgefütterten Kaninchen produzieren exzessive Mengen an

Superoxidanionen [168].

Diese Ereignise weisen darauf hin, dass der Abbau von NO im Extrazellulärraum der

Gefäßwand - z.B. durch Oxidation zu Peroxynitrit - eine Rolle bei der Entstehung der

endothelialen Dysfunktion spielt [22;220].

Der zugrundeliegende Mechanismus ist bisher nicht geklärt. Veränderungen in der Expression

entweder der Superoxidanionen oder der SOD können beteiligt sein. Deswegen wurde in

dieser Arbeit untersucht, ob eine Substitution von SOD in das Organbad beim Akutversuch die

verminderte endothelabhängige Vasorelaxation durch Acetylcholin bzw. die SNAP-induzierte

Gefäßerweiterung verbessert. Mit Ausnahme eines leichten positiven Einflusses auf Aorten

männlicher Kaninchen fanden sich jedoch keine Effekte (Tab. 3.16) [124]. Die in diesem Fall

dem Organbad zugegebene konventionelle Cu/Zn SOD kann jedoch aufgrund des pKa-Wertes

von der Endotheloberfläche abgestoßen werden und somit wirkungslos bleiben [120].

Untersuchungen mit membrangängiger Superoxiddismutase zeigten eine Verbesserung der

eingeschränkten endothelialen Relaxation [149].



72

Als klinisches Korrelat zum extrazellulären NO-Abbau kann eine Untersuchung gewertet

werden, die an hypercholesterolämischen Patienten eine Verminderung der Vasodilation der

Widerstandsgefäße durch Nitroprussid-Natrium nachwies [44].

Weitere Untersuchungen dieser Arbeitsgruppe zeigen, dass die Entwicklung einer

endothelialen Dysfunktion bei weiblichem Geschlecht möglicherweise verzögert abläuft [119].

So war die endotheliale Dysfunktion im Fall weiblicher Kaninchen bei gleichem Alter und

gleicher Dauer der Hypercholesterolämie im Vergleich zu männlichen Tieren deutlich geringer

ausgeprägt, während sich bei der Plaquegröße selbst keine Unterschiede fanden [124].

Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit Untersuchungen an Primaten und Kaninchen, bei

denen nach cholesterolhaltiger Diät und Oophoroektomie eine exogene Östrogensubstitution

zu einer verbesserten endothelabhängigen Vasorelaxation führte [221].

Die organischen Nitrate PETN und ISMN werden in ihrer vasodilatativen Potenz jedoch nicht

durch das Geschlecht beeinflusst (Abb. 3.11) [124].

Somit liegt die Vermutung nah, dass der Abbau von intersitiellem NO in weiblichen Tieren

weniger stark ausgeprägt ist als im Vergleich zu männlichen Tieren. Es gibt Hinweise auf eine

östrogenvermittelte Verminderung der Superoxidanionenproduktion [16]. Zusätzlich vermutet

man eine vergleichsweise höhere basale NO-Freisetzung in Gefäßen weiblicher Tiere [91].

Da der Endothelfunktion nach heutigen Erkenntnissen eine wichtige Rolle zur Verhinderung

einer Thrombozytenaggregation zukommt, wäre es also denkbar, dass der hier gefundene

Zusammenhang zwischen Geschlecht und Endothelfunktion zu der vergleichsweise geringen

Inzidenz von kardiovaskulären Ereignissen bei Frauen vor der Menopause beiträgt [176;105]. 
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4.4 Zusammenfassung/Abstract

Die Atherosklerose liegt einer Reihe von kardiovaskulären Erkrankungen zugrunde,
deren Folgen – wie Schlaganfall und Herzinfarkt – die häufigste Todesursache in den
Industrienationen sind. Es handelt sich dabei um pathologische Veränderungen der arteriellen
Gefäßwand, die eine drastische Einschränkung der Gefäßfunktion nach sich ziehen. Diese
pathologischen Veränderungen sind das Ergebnis eines multifaktoriellen Geschehens, an
welchem auch eine starke Verminderung der Bioaktivität des einzigen radikalischen
körpereigenen Botenstoffes, Stickstoffmonoxid (NO), beteiligt ist. Die auch in der Klinik
nachweisbare resultierende Einschränkung der Gefäßfunktion wird als endotheliale
Dysfunktion bezeichnet. Das Ziel dieser Arbeit war zu untersuchen, inwieweit sich Faktoren
wie das Geschlecht, das Blutgefäßbett und der NO-Bildungsort auf die Effekte von NO bei
Atherosklerose auswirken. Um dies zu erreichen, wurde die Wirkung verschiedener NO-
Donatoren wie organische Nitrate (GTN, ISMN, ISDN und PETN), das Syndnonimin SIN-1
und das Nitrosothiol SNAP in venösen und arteriellen Blutgefäßen von gesunden und
atherosklerotischen Kaninchen untersucht. Gleichzeitig wurde die endogene vaskuläre NO-
Produktion durch den Acetylcholintest erfaßt. Im ersten Teil der Studie ließ sich zeigen, dass
alle alle verwendeten NO-Donatoren eine signifikant bessere Wirkung in venösen
Blutgefäßsegmenten aufwiesen. Dabei waren die ISMN und PETN die weitaus
venoselektivsten Vasodilatatoren. So war nach Untersuchungen in gesunden Tieren z.B. ISMN
an der Vena cava inferior etwa 450-Mal stärker wirksam als an der Aorta. Auch bei der durch
Acetylcholin ausgelösten endothelabhängigen Relaxation reagierten venöse Gefäße
empfindlicher. Somit zeigen venöse Gefäße bei gesunden Tieren eine größere Empfindlichkeit
gegenüber der Wirkung von NO als Leitungsarterien. Bei Aortensegementen aus
hypercholesterolämischen Kaninchen waren starke atherosklerotische Veränderungen
nachweisbar. In diesen Aortensegementen war die endothelabhängige Relaxation deutlich
abgeschwächt. So fiel die Relaxation durch 0,5 µM Acetylcholin von 76,8±3,6 % (gesund) auf
29,4±10,2 % (atherosklerotisch) ab. Gleichzeitig war auch die Empfindlichkeit gegenüber
SNAP deutlich reduziert. Dieser NO-Donator setzt extrazellulär NO frei. In krassem
Gegensatz dazu blieb die Wirkung der organischen Nitrate ISMN und PETN, also NO-
Donatoren, die intrazellulär NO freisetzen, vollständig erhalten. Dieses Ergebnis weist darauf
hin, dass der Abbau von NO im Extrazellulärraum der Gefäßwand – z. B. durch Oxidation -
eine Rolle für die Entstehung der endothelialen Dysfunktion spielt. Weitere Untersuchungen
zeigten dann, dass diese pathologische Vorgänge bei weiblichem Geschlecht möglicherweise
verzögert ablaufen. So war die endotheliale Dysfunktion bei weiblichen Tieren bei gleichem
Alter und gleicher Dauer der Hypercholesterolämie deutlich geringer ausgeprägt als bei
männlichen Kaninchen, während sich bei der Plaquegröße selbst kein Unterschied fand. Da der
Endothelfunktion nach heutigen Erkenntnissen eine wichtige Rolle für Verhinderung einer
Aggregatbildung von Thrombozyten zukommt, wäre es also denkbar, dass der hier gefundene
Zusammenhang zwischen Geschlecht und Endothelfunktion zu der bekanntermaßen
vergleichsweise geringen Inzidenz von kardiovaskulären Ereignissen bei Frauen vor der
Menopause beiträgt. Zusammengefasst zeigen die hier vorgestellten Resultate eine schwächere
Wirkung von NO in arteriellen als in venösen Blutgefäßen. Bei Atherosklerose ist Wirkung
von NO vor allem dann eingeschränkt, wenn es in den Extrazellulärraum diffundiert bzw.
diesen überwinden muss um zum Wirkort zu gelangen. Dieser Verlust der NO-Wirkung ist bei
weiblichem Geschlecht signifikant geringer ausgeprägt. Schließlich sind organische Nitrate bei
Atherosklerose auch deshalb gut wirksam, weil sie erst in der glatten Muskelzelle das
Wirkprinzip NO freisetzen. 
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