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1 Einleitung

1.1 Bradykinin-induzierte Angioodeme

Angiotensin-Converting-Enzyme-(ACE) Hemmer gehoéren zu den am haufigsten
eingesetzten Arzneimitteln bei der Therapie der arteriellen Hypertonie [10]; [77].
ACE, ein Glykoprotein, ist hauptsachlich an der luminalen Gefaldwand sowie in
Alveolen lokalisiert und spaltet vom carboxyterminalen Ende des biologisch
unwirksamen Angiotensin | ein Dipeptid ab, wodurch Angiotensin Il entsteht.
Angiotensin Il wirkt sowohl durch direkte Interaktion mit der GefalBRmuskulatur als
auch durch Aktivierung des adrenergen Systems vasokonstriktorisch und steigert
die Aldosteronsekretion, wodurch es zur Natrium- und Wasserretention fuhrt. ACE
wird allgemeiner auch noch Dipeptidylcarboxypeptidase oder Kininase Il genannt,
da ACE nicht nur spezifisch Angiotensin umsetzt, sondern durch Dipeptid-
Abspaltung auch Bradykinin inaktiviert. Bei ACE-Inhibition kommt es zu einer
Hemmung des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems (RAAS) und damit zu einer
Senkung des Vasotonus, einer Minderung der Natriumretention und in der Folge zur
erwunschten Blutdrucksenkung. Aber auch Bradykinin wird nun nicht mehr
ausreichend abgebaut (Abb. 1.3). Bei Akkumulation in der Bronchialschleimhaut
kann es daher auch relativ haufig als unerwinschte Wirkung zum trockenen
Reizhusten kommen [43]; [47]; [54]; [83]. Weitere bekannte, haufigere
Nebenwirkungen der ACE-Hemmer (ACEH) sind Schwindel, Schwachegefihl,
Hyperkalidamie, Kopfschmerzen und Ubelkeit [119]; [129]; [140]; [180].

Eine sehr ernste und unter Umstanden lebensbedrohliche, wenn auch seltene
Komplikation der Medikation mit ACEH ist das Angioddem (AO). Unter einem
Angioddem versteht man generell eine Schwellung der Subkutis bzw. der
Submukosa der Haut und Schleimhdute. Eine Analyse von Fallberichten aus den
Jahren 1980 — 1997 zeigte eine Inzidenz von 0,1 — 0,2 % des AQ aller Patienten mit
ACEH-Einnahme [195]. Diese Zahlen finden sich mehrfach in der Literatur, mit
Hinweisen auf Unterschiede zwischen den Geschlechtern und ethnischen Gruppen
[35]; [60]; [83]; [109]; [135]; [153]. Andere Untersuchungen gehen von einer etwas

héheren Inzidenz von bis zu 0,7 % aus [47]; [155]. Der Schweregrad des Odems




variiert dabei von einer diskreten Schwellung von Augenlidern, Zunge oder Lippen
wie in Abb. 1.1 a) und b) bis zur massiven Schwellung der Schleimhaut im Bereich
von Zungengrund und Kehlkopf mit kompletter Verlegung der Atemwege [15]; [46];
[57]; [66]; [153]. Auch Odeme des Gastrointestinaltrakts und der Genitalregion
wurden beschrieben [68]; [115]; [136]. Das Odem persistierte dabei unterschiedlich
lange und rezidivierte in einigen Fallen [10]; [15]; [31]; [162].

- Yy, - £ 8

a) b)

Abb. 1.1 a) und b): Patienten mit massiver Zungenschwellung aus a) [12] und b)
[13]

Abb. 1.2 zeigt den zeitlichen Ablauf des Auftretens eines ACEH-induzierten AO
nach Beginn der Medikation. Man sieht deutlich, dass das AO erst mit einer
gewissen zeitlichen Latenz auftritt, was eine Atiologie aufgrund einer reinen

Unvertraglichkeitsreaktion oder eines allergischen Geschehens unwahrscheinlich
macht.

probability

T 1
0 25 50 1G] 100 125

Abb. 1.2: Erstmanifestation des ACEH-induzierten AO nach Beginn der Medikation
in Monaten aus [11]
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Aulerdem verdeutlicht die Grafik die besondere klinische Herausforderung, einen
Zusammenhang zwischen einem auftretenden AO und einer bereits langer
bestehenden ACEH-Therapie herzustellen [3]; [15]; [109]; [162]; [169].
Anamnestische Fragen nach neu begonnenen Arzneimitteltherapien greifen hier zu
kurz.

Das Krankheitsbild des AO wurden erstmals 1882 durch Quincke beschrieben [64].
Generell kann man allergische, das heil3t Immunglobulin E-vermittelte, und nicht-
allergische AO unterscheiden. Eine Sonderrolle bei den nicht-allergischen AO
nimmt das hereditare AO als einzige angeborene Form ein, wobei man noch zwei

weitere Typen unterscheidet.

Formen des nicht-allergischen Angioodems

IAE PAE RAE HAE AAE
Induktoren
unbekannt Medikamente | Medikamente: | C1-Esterase- | erworbene
z.B. NSAR ACEH, AT1- Inhibitor- Lymphome
Blocker Mangel
Mediatoren
unbekannt Cysteinyl- Bradykinin Bradykinin Bradykinin
Leukotriene

Medikamentose Behandlung

Kortikosteroide | Kortikosteroide | bisherige Optionen: C1-Esterase-Inhibitoren,
Epinephrin p.i. Epinephrin p.i. | Epinephrin p.i., Kortikosteroide; neue
Medikamente: Icatibant, Ecallantide, rhC1-
Esterase-Inhibitoren

Tab. 1.1: Formen des nicht-allergischen Angiododems, Ubersetzt aus [10]
(IAE: idiopathisches AQO, PAE: pseudoallergisches AO, RAE: RAAS-Blocker-
induziertes AO, AAE: acquired = erworbenes AO, rh = rekombinanter humaner)

Beim hereditaren AO (HAE) Typ | liegt eine verminderte Sekretion des C1-
Esteraseinhibitors (C1-INH) vor, bei Typ II, der haufiger auftritt, wird ein funktionell
inaktiver C1-INH synthetisiert. Mediator dieses AO ist Bradykinin, wie auch bei einer

weiteren Form des nicht-allergischen AO, dem erworbenen AO bei Lymphomen
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(Tab. 1.1). Verschiedene Autoren postulierten, dass Bradykinin auch beim ACEH-
induzierten AO eine zentrale Rolle spielt [3]; [7]; [23]; [35]; [132]; [153]. Bisher
standen hauptsachlich ACEH im Fokus der Untersuchungen des RAE, weswegen
sich auch der Begriff des ACEH-induzierten AO etabliert hatte. Das RAAS kann
jedoch neben ACEH auch durch ATq-Blocker (Sartane) gehemmt werden. Diese
greifen an anderer Stelle ein und blockieren auf diese Weise nicht direkt den Abbau
von Bradykinin (Abb. 1.3).

 Husten ll Angiosdem|

Angiotensin | Bradykinin

ConomQ)am) e e oo OO COVO®

I— Captopril, Enalapril
eco0e

I— Losartan

SCOVCOOON
Angiotensin Il \A

fordert:
Hypertonie

Herzinsuffizienz
Koronare Herzkrankheit

Abb. 1.3: Wirkungsweise der ACEH Captopril und Enalapril sowie des AT -Blockers
Losartan. Ubersetzt aus [13]

Neuere Studien zeigen allerdings auch nach der Einnahme des ATs-Blockers
Losartan erhdhte Bradykinin-Spiegel, nicht hingegen bei der Medikation mit
Eprosartan [37]. Der Pathomechanismus ist noch nicht abschlieBend geklart,
diskutiert wird eine Hemmung der ACE durch verstarkte Stimulation des AT,-
Rezeptors. In der Vergangenheit wurden Sartane nach Auftreten eines ACEH-

induzierten AQ teilweise als alternative Antihypertonika gesehen [79]; [201].
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Mittlerweile geht man aber dazu uber, von dieser Umstellung abzuraten, da sich
auch hier die Berichte Gber AO mehren, teilweise nachdem es bereits unter
vorangegangener ACEH-Therapie zu einem AO gekommen war [28]; [78]; [155],
[199]. Konsequenterweise wurde daher nun der Begriff des RAAS-Blocker-
induzierten AO (RAE) in der Literatur eingefihrt [10]. Der oder die verantwortlichen
Mediatoren sind aber weiterhin nicht vollstandig bekannt, und es stellt sich die
Frage, ob Bradykinin allein die entscheidende Rolle in der Pathogenese des ACEH-
induzierten AO spielt. Denn es kommt schlieRlich bei allen Patienten unter ACEH-
Einnahme zur Bradykinin-Akkumulation, aber nur bei einem geringen Anteil zur
Ausbildung eines AO. Auch das Phanomen der zeitlichen Latenz bis zum Auftreten
eines AQ ist dadurch nicht erklart. Es missen also Kofaktoren existieren, die es zu
identifizieren gilt.

Bei der Untersuchung von Patienten, die aufgrund eines RAE hospitalisiert wurden,
wurde zur Evaluierung weiterer pradisponierender Faktoren unter anderem auch
der Fibrinogen-Plasmaspiegel bestimmt [15]. Im Vergleich mit Patienten, die
aufgrund eines AO anderer Genese behandelt wurden, fielen dabei signifikant
hoéhere Werte auf (Abb. 1.4). Eine Leukozytose lag bei diesen Patienten allerdings
nicht vor, weswegen der erhdhte Fibrinogen-Plasmaspiegel nicht durch ein
infektioses Geschehen zu erklaren war. Auch die Analyse von Komorbiditaten und

Komedikation ergab kein richtungsweisendes Muster.

750
o
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& 20 23
a
8 200 5a" "8
'_g O 00
L 50 o®
0_
ACEH Andere Odeme
(n=25) (n=18)

Abb. 1.4: Fibrinogen-Plasmaspiegel bei Patienten mit ACEH-induziertem AO und

bei Patienten mit Odemen anderer Genese aus [10]
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1.2 Fibrinogen

Biochemisch ist Fibrinogen ein groles, dimeres Moleklil mit einem
Molekulargewicht von 340 kD und einer Halbwertszeit von 100 Stunden [85]. Es
setzt sich aus 3 Paaren von nicht-identischen Polypeptidketten zusammen, der Aa-,
BB- und y-Kette, und wird von Hepatozyten Vitamin K-unabhangig synthetisiert. Aus
physiologischer Sicht ist es als Faktor | wichtiger Bestandteil des
Gerinnungssystems. Es bindet im letzten Schritt, der gemeinsamen Endstrecke von
endogener und exogener Gerinnung, an GPIIb/llla-Rezeptoren, die als Integrine der
Thrombozytenoberflache aufsitzen [65]. Von der Protease Thrombin wird
Fibrinogen dann in eine unldsliche, polymere Faserform, das Fibrin, umgewandelt.
Dabei wird von der Aa- und Bf-Kette je ein Peptid abgespalten, die Fibrinopeptide
A und B. Abgebaut wird Fibrin in vivo durch Plasmin, wobei |6sliche Spaltprodukte
gebildet werden. Diese werden wiederum fur eine gesteigerte Permeabilitat in
vorgeschadigtem  Gewebe  verantwortlich gemacht und tragen  zur
Granulozyteninvasion im Rahmen von entzindlichen Prozessen bei [173].

Der Normwert fur Fibrinogen liegt bei Erwachsenen bei 4,4 — 10,3 yM (180 — 350
mg/dl) [152]. Erhoht ist dieser Wert unter anderem bei akuten (,Akute-Phase-
Protein®) oder chronischen Entziindungen, und bei Zerstérung der Gewebeintegritat
durch Verletzungen und Verbrennungen, nach Operationen sowie im Rahmen von
Tumorerkrankungen. Die Einnahme oraler Kontrazeptiva und Steroide kdnnen bei
der Induktion eines erhdhten Fibrinogen-Plasmaspiegel ebenso eine Rolle spielen
wie die klassischen kardiovaskularen Risikofaktoren Zigarettenrauchen,
Ubermafige Kalorienzufuhr, Diabetes mellitus und zunehmendes Alter [44]; [112];
[118]; [156]. Eine Abnahme ist im Gegenzug unter anderem bei moderatem
Alkoholkonsum, bei der Medikation mit Bezafibrat und (B-Blockern, aber auch bei
regelmaniger korperlicher Bewegung zu beobachten [73]; [82]; [92]; [94]; [156];
[196]. Diese Beobachtungen wecken eine Assoziation zu kardiovaskularen
Risikofaktoren und Erkrankungen und legen nahe, dass Fibrinogen im Zuge
arteriosklerotischer Prozesse erhoht oder sogar an der Pathogenese beteiligt und
somit ein weiterer kardiovaskularer Risikofaktor ist [50]. Wurde zunachst lediglich
festgestellt, dass ein erhohter Fibrinogenwert ein Marker fur kardiovaskulare
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Mortalitat ist [168], ist in der Folge in der Northwick Park Heart Studie erstmals in
einer prospektiven Studie analysiert worden, dass Fibrinogen ein unabhangiger
Risikofaktor fur kardiovaskulare Erkrankungen ist [91]. Weitere Untersuchungen,
unter anderem im Rahmen der Framingham Studie, bestatigen die Rolle des
Fibrinogen als Risikofaktor fur das Auftreten von Gefalistenosierungen,
rekurrierender Myokardischamien und flr Todesfalle aufgrund von koronarer
Herzkrankheit (KHK) [18]; [25]; [59]; [88]; [125]; [186]. Kennel stellte darlber hinaus
durch seine Beobachtungen fest, dass eine Erhohung des Fibrinogen-
Plasmaspiegels Uber die Standardabweichung hinaus das Risiko flr ein initiales
kardiovaskulares Ereignis um 20 % erhoht [89]. Die Korrelation einer akut hohen
Fibrinogen-Konzentration mit dem akuten Koronarsyndrom konstatierten Gil et al.
Sie wiesen bei betroffenen Patienten ebenfalls eine Hyperfibrinogenamie nach [61],
weswegen Fibrinogen auch als friher Marker myokardialer Ischamie angesehen
wird [17]; [149]. In der EUROSTROKE-Studie wurde Fibrinogen als Risikofaktor fur
Schlaganfalle identifiziert [29]; [104]; [159] und spielt demnach auch bei
zerebrovaskularen Erkrankungen eine Rolle [8]; [45].

Wahrend die Rolle des Fibrinogens in Bezug auf das Risiko vaskularer
Erkrankungen bereits Gegenstand intensiver Forschung war, so ist Uber die direkte
vasomotorische Wirkung auf Gefalde bisher wenig bekannt. Eine indirekte Wirkung
wurde durch Inkubationsversuche gezeigt. Dabei verstarkte eine Inkubation mit
Fibrinogen die Wirkung von Bradykinin, Angiotensin, Acetylcholin und Histamin auf
tierische Gefalde [33]; [34] sowie von Serotonin auf humane Basilararterien [51];
[108].

In Bezug auf die Fibrin-Spaltprodukte 6A und 6D wurde an Aorten von Ratten,
hinsichtlich des Peptids 6A auch auf Femoralarterien von Hunden, ein relaxierender
Effekt beschrieben [111]; [157]. Lominadze et al. beobachteten ebenfalls an
Rattenarterien hingegen eine kontraktile Antwort auf die Fibrinogen-Zugabe und
postulierten, dass die Kontraktion durch die Bindung an das interzellulare
Adhasionsmolekul 1 (Intercellular Adhesion Molecule 1, ICAM-1) verursacht wurde
[106]. ICAM-1 ist ein Immunglobulin-ahnliches Membranprotein, das beispielsweise

von Leukozyten und Endothelzellen exprimiert wird und antiapoptotische Wirkung
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besitzt [144]. Die Expression wird durch Medikation mit ACEH vermindert [128].
Fibrinogen selbst stimuliert die Bildung von Zellen der hamatopoetischen und
lymphatischen Zellreihe, und vermittelt gleichzeitig die Adhasion von Leukozyten an
das vaskulare Endothel bei inflammatorischen Prozessen durch ICAM-1 [58]; [99];
[192].

Untersuchungen zur vasomotorischen Wirkung von Fibrinogen auf humane Gefalde
beschrankten sich bisher auf Venen. Bei der Vena (V.) saphena magna wurde
beschrieben, dass niedrige Fibrinogen-Konzentrationen (0 — 2 uM) zu einer
Vasorelaxation fihren, eine Dosiserhdhung jedoch eine Vasokonstriktion hervorruft
[74]. Die Vasorelaxation war dabei durch einen K'-Kanal-Blocker (Glibenclamid)
inhibierbar. Golledge et al. wiesen eine Vasorelaxation der V. saphena magna bei
einer Fibrinogen-Konzentration bis 3 pM nach, die sich unter arteriellen
Flussbedingungen verstarkte und ebenfalls durch Glibenclamid hemmbar war,
wobei auch eine Beteiligung von ICAM-1 postuliert wurde [63]. Bei
Inkubationsversuchen mit Fibrinogen an humanen Endothelzellen der V. saphena
magna (human saphenous vein endothelial cells, HSVECs) wurde eine Zunahme
der ICAM-1 Expression beobachtet [69].

In der vorliegenden Arbeit soll erstmals die Charakterisierung der vasomotorischen
Wirkung von Fibrinogen auf humane Arterien erfolgen, um madgliche
pathogenetische Zusammenhange zwischen den pathologischen Fibrinogenwerten

und der Ausbildung eines AO aufzuzeigen.
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2 Fragestellung

Vorangegangene klinische Untersuchungen haben gezeigt, dass der Fibrinogen-
Plasmaspiegel bei Patienten mit ACEH induziertem AQO signifikant erhéht ist. Um
die Pathogenese dieser Beobachtung zu klaren, sollte in den vorliegenden
Untersuchungen eine maogliche Beteiligung von Fibrinogen an der Entstehung des

AO durch Einfluss auf den Vasotonus Uberpriift werden.

Zunachst musste geklart werden, inwieweit sich humane Arterien als Modell fur
Untersuchungen des Vasotonus im Organbad eignen. Dazu war eine valide
Charakterisierung der Vasomotorik der verwendeten Arterien vonnoéten. Wichtig war
hierbei besonders die Etablierung eines Tests zur Uberpriifung des intakten
Endothels, um genauere Aussagen uUber beteiligte Mediatoren an der Vasomotorik

treffen zu kbnnen.

Aullerdem war es notig zu untersuchen, welche Substanzen auf die verwendeten
Arterien einen stabilen konstriktiven Einfluss haben. Dies war einerseits auch fur
den Endotheltest wichtig, auRerdem sollten mogliche Relaxationen messbar

gemacht werden, was unbedingt eine gleichmaRige Vorspannung voraussetzt.

Nach diesen vorgeschalteten Experimenten sollte festgestellt werden, welchen
Einfluss Bradykinin und Fibrinogen auf den Vasotonus der verwendeten Arterien
haben. Dabei wurde mit der Vasodilatation lediglich eine Komponente der
Angioddementstehung untersucht. Inwieweit auch die Kapillarpermeabilitat eine

Rolle bei der Genese eines AO spielt, wurde nicht geprift.
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3 Material und Methoden

3.1 Untersuchungsobjekte und Praparation

Als Untersuchungsobjekte dienten zwei unterschiedliche Arten humaner Arterien.
Zum einen wurden isolierte Arterien embryonaler Herkunft aus Nabelschniren
verwendet, zum anderen Brustwandarterien, also adulte Gefal3e, die im Rahmen
von koronaren Bypassoperationen prapariert wurden. Fur die Nutzung der humanen
Gefalle wurde ein positives Votum der Ethikkommission der Universitat Disseldorf

unter der Nummer 2526 (Studienleiter Prof. Dr. G. Kojda) ausgesprochen.
3.1.1 Arteria umbilicalis

Die Arteriae (Aa.) umbilicales (engl.: human umbilical artery = HUA) sind paarig
angelegte Arterien, die in der Nabelschnur die singuldre V. umbilicalis spiralig
umfassen. In Zusammenarbeit mit dem Kreillsaalteam wurden von der
Universitatsfrauenklinik Dusseldorf unter Leitung von Herrn Universitatsprofessor
Dr. med. H. Bender freundlicherweise menschliche Nabelschnire zur Verfligung
gestellt. Nach der Abnabelung wurden diese in mit PBS-Puffer (Tab. 3.1) geflllte
Probenbehalter Uberflihrt und bis zur Abholung innerhalb von 24 Stunden bei 4°C
gekuhlt gelagert. Nach dem Transport in das Labor des Instituts fir Pharmakologie
und Klinische Pharmakologie der Universitat Dusseldorf erfolgte dort die
Praparation. Dafur wurde zunachst ein flacher Styropordeckel mit Plastik bespannt
und wenige mm hoch mit HEPES-Puffer (Tab. 3.2) gefullt. Nun wurden die
Nabelschnire darauf vorsichtig mit sterilen Kanulen fixiert und prapariert. Die
Wharton’sche Sulze wurde dazu zunachst der Lange nach eingeschnitten, sodass
es mdoglich war, eine der beiden Arterien mit moglichst geringem Kontakt zum
Praparationsbesteck und wenig Zug auf das Gefaly herauszupraparieren. Die
Feinpraparierung erfolgte in ebenfalls mit HEPES-Puffer geflllten Petrischalen.
Anschliefend wurden 5 + 1 mm lange GefalRsegmente zugeschnitten.

3.1.2 Arteria mammaria interna

Die Bereitstellung der Aa. mammariae internae (engl.: internal mammary artery =
IMA, syn.: Aa. thoracicae internae) erfolgte mit freundlicher Unterstitzung durch

das Team der Klinik fur Thorax- und Kardiovaskulare Chirurgie der Universitatsklinik
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Dusseldorf unter Leitung von Herrn Universitatsprofessor Dr. med. E. Gams. Hier
unterzogen sich Patienten mit KHK einer koronaren Bypassoperation, in deren
Rahmen mindestens eine der beiden Aa. mammariae internae (Abb. 3.1), in der
Uberwiegenden Mehrzahl die linke, frei prapariert wurde und als arterieller Bypass
auf den R. interventricularis anterior (RIVA) diente. Intraoperativ wurde ein fir den
arteriellen Bypass nicht bendtigtes Stlick der Arteria (A.) mammaria interna
abgetrennt, in einem mit isotoner Kochsalzlosung befeuchteten Tupfer angereicht
und anschlielend sofort in einen mit PBS-Puffer gefullten Probenbehalter tberfuhrt.
In den meisten Fallen war die Arterie schon vorprapariert worden. Je nach
Praparationszustand wurde dann im Labor in einer mit HEPES-Puffer geflillten
Petrischale die Entfernung von Muskel- und Bindegewebsresten vorgenommen,
wobei wiederum besonderes Augenmerk auf dem schonenden Umgang mit dem
Gefal lag. Direkter Kontakt mit dem Praparationsbesteck und Zug wurde auch hier

vermieden. Die Lange der einzelnen Gefallsegmente betrug ebenfalls 5 + 1 mm.

A. MAMMARIA
~~ INTERNA

Abb. 3.1: Schemazeichnung zur A. mammaria interna, modifiziert nach [206]
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3.2 Bezug der verwendeten Chemikalien

Chemikalie Hersteller

Abciximab (ReoPro®) Lilly/Centocor, Bad Homburg
Acetylcholin Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Bradykinin Alexis Biochemicals, Lorrach
D*-Glucose Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Dimeticon 100 Silikonél Typ 100
Fibrinogen from bovine plasma
Hepes sodium salt ultra grade
KCI

KH,PO,

KHCO;

L-NAME

MgSO,

NaCl

NaHCO;

PGF (Minprostin®)
Phenylephrin

Pluronic® F 68

Serotonin HCI

Substanz P

Caesar & Loretz GmbH, Hilden
Fluka, Steinheim
Calbiochem, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt
Pharmacia, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Fluka, Steinheim
Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Alle verwendeten Substanzen entsprachen der Qualitatsstufe pro analysi.

3.3 Pufferlosungen

3.3.1 PBS-Puffer

Der Transport und gegebenenfalls (ggf.) die Aufbewahrung bis zur Praparation

erfolgte in PBS- (Phosphate buffered saline-) Puffer, dessen Zusammensetzung

Tab. 3.1 zeigt.

Bestandteil Konzentration [mM]
KCI 2,68

KH,PO, 1,47

NaCl 136,89

Na,HPO, 8,1

Tab. 3.1: Zusammensetzung des PBS-Puffers
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Nach der Ldsung der Substanzen in Aqua dest. wurde der PBS-Puffer durch
Hinzugabe von 1-molarer Natronlauge respektive von 37-prozentiger Salzsaure auf

einen pH-Wert von 7,4 eingestellt.
3.3.2 HEPES-Puffer

Fur die Praparierung sowie fur die kurzfristige Lagerung der Gefalte wurde HEPES-

Puffer verwendet. Die Zusammensetzung zeigt Tab. 3.2.

Bestandteil Konzentration [mM]
NaCl 98,04

KCI 4,69

CaCl, 2,48

MgSOQO, 2,46

NaHCO, 24,997

KH,PO, 1,03

Na-HEPES 20

D-Glucose 11,1

Tab. 3.2: Zusammensetzung des HEPES-Puffers

Der HEPES-Puffer wurde nach Losung der Substanzen in Aqua dest. mit Salzsaure
bzw. Natronlauge auf den physiologischen pH-Wert von 7,35 — 7,45 eingestellt.

3.4 Versuchsaufbau

Der Versuchsaufbau sowie dessen Durchfuhrung werden zur Erleichterung der

Transparenz dezidiert beschrieben:
3.4.1 Apparatur und Instrumente

Der Versuchsaufbau fir die Experimente setzte sich aus folgenden Bestandteilen

Zusammen:

e Vier doppelwandige Organbader aus Glas (Fassungsvermdgen: ca. 17 ml)
(Abb. 3.2)

e ein Umlaufthermostat (Fa. Haake, Typ NB22) mit angeschlossenem

doppelwandigem Vorratsgefal® aus Glas fur den Krebs-Henseleit-Puffer (s.u.)
e vier Spannungsaufnehmer (Statham, USA)

e zwei Verstarker
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e zwei Schreiber (Fa. Goerz Mettrawatt, Typ SE 120)

Abb. 3.2: Foto des verwedeten Orgnbades vor Einhangen der Gefaldringe; nicht

abgebildet: Verstarker und Schreiber
Instrumente:
¢ ein Operations-Instrumentensieb mit mehreren Scheren und Pinzetten
e eine Nabelschnurschere
e eine anatomische, gebogene, spitze Pinzette
e mehrere Petrischalen
e Kanulen (Microlance Nr.1, Becton Dickinson, Heidelberg)
e ein flacher Styropordeckel, taglich frisch mit Plastikfolie Gberzogen

e triangelférmige Haken aus Edelstahl (Maf3e ca. 10-7-10 mm) zum Einhéngen
der Gefalksegmente ins Organbad

e feine Holzspane

o textiler Faden (Supolene, 1,5 metric 4/0 USP, Resorba, Nlrnberg) zur

Verbindung des jeweiligen Hakens mit dem Spannungsaufnehmer
e Messpipetten mit Pipettierhilfe

e mehrere Feinpipetten (Eppendorf Research)
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3.4.2 Nahrmedium im Organbad

Als physiologische Nahrldsung im Organbad wurde eine modifizierte Krebs-

Henseleit-Losung (KHP) verwendet, die taglich frisch angesetzt wurde und deren

Zusammensetzung in Tab. 3.3 dargestellt wird.

Bestandteil Konzentration [mM]
K* 5,87

Na* 143,07

cr 125,96

Cca* 1,6

Mg?* 1,18

HCO3 25,00

H,PO,4 1,18

SO~ 1,18

Glucose 5,05

Tab. 3.3: Zusammensetzung des Krebs-Henseleit-Puffers (KHP)

Fir die Herstellung wurden zunachst 13,8 g NaCl, 4,2 g NaHCO3; sowie 2,2 g

Glucosemonohydrat abgewogen. Die Ubrigen Mineralien wurden mittels der in Tab.

3.4 aufgefuhrten Stammldsungen (jeweils 10 ml) erganzt. AbschlieRend wurde die

Lésung mit Aqua dest. auf 2 | aufgefullt und der pH auf 7,09 eingestellt.

Bestandteile

Konzentration [mol/l]

Stammloésung 1
Stammlésung 2
Stammldésung 3

Stammlésung 4

KH,PO,

KCl
MgSO4*7H,0
CaCl,*2H,0

0,235
0,939
0,235
0,320

Tab. 3.4: Zusammensetzung der Stammlésungen

3.5 Versuchsablauf

Der Versuchsablauf unterlag folgendem Schema:

e Kalibrierung
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e Einhangen

e Aquilibrierung

o Kontraktionstest

e Endotheltest

e Dosis-Wirkungs-Kurve
3.5.1 Kalibrierung

Zu Beginn jedes Versuchstags wurden das Messgerat und der Verstarker kalibriert.
Die Einstellung der Vorspannung von 2 g erfolgte durch Einhangen eines 2 g
schweren Gewichtes an dem Spannungsaufnehmer, durch anschliefende
Abgleichung des Verstarkers auf ,0, sowie ggf. mit Hilfe einer Korrektur an dem
Schreiber, sodass sich eine definierte Nulllinie auf dem Schreiberpapier ergab. Mit
zwei weiteren, nacheinander angehangten 2 g schweren Gewichten wurden zwei
zusatzliche Kalibrierungspunkte tberpruft und ggf. an Verstarker oder Schreiber

korrigiert.
3.5.2 Einhangen

Nach abgeschlossener Feinpraparation wurden die Gefalksegmente, falls nicht fur
die Versuchsreihe anders bendtigt, unter gré3tmoglicher Schonung der Intima auf
zwei triangelférmigen Haken aufgezogen. An diesen wurde jeweils ein Faden
(Supolene) befestigt, Uber den die obere Triangel am Spannungsaufnehmer, die
untere Triangel an einem Haken im Organbad befestigt wurde (Abb. 3.3). Die
Faden durften dabei nicht zu fest angezogen werden, da das Gefal} dadurch bereits
unter Spannung gesetzt und madglicherweise geschadigt worden ware. Eine zu

lockere Einspannung jedoch fuhrte dazu, dass keine Justierung moglich war.

Die Organbader waren wie auch das VorratsgefaR mit KHP geflllt, welcher
kontinuierlich bei einer Temperatur von 37°C gehalten und mit Carbogen, einem
Gasgemisch aus 95% Sauerstoff und 5% Kohlenstoffdioxid, begast wurde. Der pH-
Wert des KHP lag durch die Begasung kontinuierlich bei 7,4 und wurde regelmafig
kontrolliert.
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Faden zum Spannungs-
aufnehmer

Triangel

Gefaltsegment

Faden zur Befestigung
am Crrganbad

Abb. 3.3: Schematische Darstellung des Einhangens eines GefalRsegmentes in das

Organbad
3.5.3 Aquilibrierung

Nachdem die GefalRe in das mit KHP geflllte Organbad eingehangt worden waren,
wurden sie wahrend der Aquilibrierungsphase an die 2 g Vorspannung adaptiert,
um eine definierte Grundspannung zu erreichen. Dies machte eine wiederholte
Justierung am Spannungsaufnehmer, verbunden mit regelmafligem Wechseln des
KHP, nétig. Erst wenn die Gefalde diesen basalen Tonus konstant einhielten, wurde
mit den Versuchen begonnen. Diese Aquilibrierungsphase nahm bei den
Umbilikalarterien ca. 120 min, bei den Brustwandarterien ca. 70 min in Anspruch.
Vor dem Beginn eines Versuchs wurde der Puffer nochmals vorsichtig mit Hilfe
einer Messpipette gewechselt und, aul3er bei den Versuchen mit Fibrinogen, genau
10 ml in jedes Organbad eingefullt. Die Zugabe der zu testenden Substanzen

erfolgte mit Feinpipetten (Eppendorf Research).

Vor jedem weiteren Versuch erfolgte eine erneute Aquilibrierungsphase, um den

Basaltonus wieder zu erreichen.
3.5.4 Kontraktionstest

Jedes Gefaldtsegment wurde zunachst durch Zugabe von 80 mM Kaliumchlorid
(KCI) bei der A. umbilicalis und 60 mM KCI bei der A. mammaria interna auf die
rezeptorunabhangige Kontraktilitat der glatten Gefaldmuskulatur hin Gberpruft.
Dieser Test wurde zweimal mit dem Ziel der maximalen Kontraktion durchgefuhrt

und anschlieRend ein Mittelwert gebildet. Nach positivem Kontraktionstest wurden
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nach erneuter Aquilibrierung weitere Versuche durchgefiihrt. Bei keinem oder nur
mangelhaftem Ansprechen auf die KCI-Gabe wurde das entsprechende

Gefallsegment verworfen.
3.5.5 Endotheltest

Im Anschluss an den Kontraktionstest erfolgte der Test auf eine endothelabhangige
Relaxation, der Aufschluss Uber die Intaktheit des Endothels gab. Zuvor wurde das
Gefaly vorkontrahiert und die erreichte Kontraktion als Bezugspunkt 100%
gleichgesetzt. Somit konnte bei erfolgter Relaxation der prozentuale Wert des

intakten Endothels errechnet werden.

Bei beiden Gefalken wurde anschlielend in einer Versuchsreihe die
Endothelabhangigkeit der Relaxation Uberpruft. Dazu wurden mehrere Gefalde nach
erfolgtem Endotheltest 30 min mit dem Inhibitor der endothelialen NO-Synthase N-
Nitro-L-Arginin-methylester (L-NAME) inkubiert (Konzentration im Organbad bei der
HUA 100 uM, bei der IMA 10 pM) und danach einem weiteren Endotheltest
unterzogen. Als Kontrolle wurden auch Gefale auf die Funktion des Endothels
Uberpruft, bei denen zuvor vorsichtig unter Schonung der glatten Gefallmuskulatur
das Endothel mittels feiner Holzspane entfernt worden war.

3.5.5.1 A. umbilicalis

Der Endotheltest an der A. umbilicalis wurde mit Phenylephrin (PhE) und Substanz
P durchgeflhrt. Zunachst wurde mittels einer Phenylephrin-Konzentration von 3,75
MM im Organbad eine Vorkontraktion des GefalRes hervorgerufen. Bei Erreichen
eines Plateaus kam es je nach Zustand des Endothels bei Zugabe von 3 nM
Substanz P zur Relaxation. Bei Erreichen eines Plateaus wurde die Lésung
mehrfach ausgewaschen und durch frischen KHP ersetzt. Anschlief3end folgte eine
Aquilibrierungsphase.

3.5.5.2 A. mammaria interna

An der A. mammaria interna wurde das Endothel mittels Vorkontraktion durch 2,5
MM Phenylephrin und Relaxation durch 3,75 pM Acetylcholin getestet. Nach
erfolgter Relaxation kam es aufgrund der kurzen Wirkdauer des Acetylcholins rasch

wieder zur erneuten Kontraktion auf das Vorkontraktionsniveau. Dann wurde die
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Losung ausgewaschen, und auch hier schloss sich eine erneute
Aquilibrierungsphase an.

3.5.6 Dosis-Wirkungs-Kurven

Alle Dosis-Wirkungs-Kurven wurden kumulativ durchgefuhrt. Die jeweils nachste
Dosis wurde bei Erreichen eines Plateaus nach der vorangegangenen Dosis
hinzugeflgt.

3.5.7 Kaliumchlorid

Fur die Dosis-Wirkungs-Kurve von KCI wurde die Konzentration im Organbad
kumulativ gesteigert. Ausgehend von einer Konzentration von 5 mM KCI im
physiologischen Nahrmedium ergab sich, dass diese zunachst auf 10 mM, und
dann in weiteren Schritten von jeweils 10 mM bis zu 70 mM KCI erhéht wurde. Nach
Erreichen der Maximalkontraktion erfolgte eine Auswasch- und
Aquilibrierungsphase.

3.5.8 Phenylephrin

Hierbei wurde zunachst eine Stammldsung der Konzentration 102 M angesetzt.
Beginnend mit einer Organbadkonzentration von 1 nM wurde eine kumulative
Dosissteigerung bis zu 100 pM Phenylephrin erreicht. AnschlieBend wurde
ausgewaschen und aquilibriert.

3.5.9 Serotonin

Nur bei der HUA wurden auch Dosis-Wirkungs-Kurven von Serotonin angefertigt.

Das Vorgehen und die Dosissteigerungen erfolgten bis zu einer

Organbadkonzentration von 10 uM wie bei Phenylephrin beschrieben.
3.5.10 Prostaglandin Fyq

Ebenfalls beschrankt auf die A. umbilicalis wurden Versuche zur Dosis-Wirkungs-
Beziehung von PGF,, gemacht. Als Stammldésung diente Prostaglandin Fyq
Minprostin® in Ampullen, das mit Aqua dest. auf eine Konzentration von 10 mM
verdinnt wurde. Die Zugabe zum Nahrmedium im Organbad erfolgte zunachst in
kleinen Schritten und ergab Konzentrationen von 1 yM bis zu 70 pM. Eine

Auswaschungs- und Aquilibrierungsphase folgte.
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3.5.11 Acetyicholin

Die Untersuchungen zur Dosis-Wirkungs-Kurve von Acetylcholin (ACh)
beschrankten sich hingegen auf die A. mammaria interna. Zunachst wurde eine
Stammldésung von 102 M angesetzt. Nach Vorkontraktion mit 2,5 uM PhE erfolgte
eine kumulative Dosissteigerung beginnend mit 1 nM bis hin zu 10 uM. Es folgte die

Ubliche Auswaschung und Aquilibrierung.
3.5.12 Bradykinin

Die Stammldsung wies eine Konzentration von 102 M auf. Die Konzentration im
Organbad wurde bis zu 1 yM gesteigert. Bei der IMA erfolgte die Zugabe von
Bradykinin nach der Vorkontraktion des GefalRes mit 2,5 yM PhE in zunachst
groleren Schritten (0,1 nM, 3 nM, 100 nM, 300 nM), bei der HUA auf den

Basaltonus beginnend mit 0,01 nM in kontinuierlich kleinen Schritten.
3.5.13 Fibrinogen

Verwendet wurde Fibrinogen aus Rinderplasma. Zunachst wurde eine
Stammldsung der Konzentration 35 pM hergestellt. Dazu wurde eine Petrischale mit
24 ml KHP gefillt, im Warmebad auf 37°C erwarmt und das Fibrinogen
portionsweise geldst. Dabei musste es regelmallig geschwenkt werden. Die
Versuche im Organbad erfolgten nach Zugabe von einem Entschaumer, Pluronic®
F68 (0,8 mg/ml), das durch die Kombination mit Dimeticon Silikondl (12 uM) keinen
einzelnen dicken Tropfen im Organbad ausbildete, sondern sich ausreichend

verteilte.

Es folgten Versuche auf den Basaltonus der Gefalde sowie bei der A. mammaria
interna nach Vorkontraktion mit 2,5 yM PhE. Insgesamt wurde dabei die
Organbadkonzentration von Fibrinogen kumulativ gesteigert. Bei der HUA erfolgte
die Zugabe zunachst in Schritten von jeweils 2 uM bis auf 10 uM, dann in Schritten
von 1 uM bis auf 14 uM. Bei der IMA wurden lediglich 3 Dosen von 6, 11 und 15 pM
hinzugeflgt. Aullerdem wurden an der A. mammaria interna exemplarisch (n =2)
Dosis-Wirkungs-Kurven mit Fibrinogen nach 60-mindtiger Inkubation mit dem
GPIIb/llla-Inhibitor Abciximab (4 ug/ml) durchgefuhrt. Die Weiterflhrung dieser
Experimente war und ist Bestandteil weiterer Untersuchungen durch die
Arbeitsgruppe.
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4 Statistische Auswertung

Die Anderungen des Vasotonus wurden vom Spannungsaufnehmer registriert und
vom Schreiber verstarkt aufgezeichnet. Die Amplituden auf den Schreiberfahnen
wurden ausgemessen und in Newton umgerechnet, sodass sich die jeweilige
Kontraktionskraft in mN ergab. Fur die Versuche zur Relaxation wurde die
Vorkontraktion 100% gleichgesetzt, und die Relaxation als prozentualer Wert

angegeben.

Die statistische ~ Auswertung der  Untersuchungsergebnisse  erfolgte
computergestitzt mit den Statistikprogrammen GraphPad Prism 3 und GraphPad
Prism 4 (GraphPad Software, La Jolla, USA). Die Ergebnisse aller Messungen sind
als arithmetische Mittelwerte + Standardabweichungen der Mittelwerte (SEM)
angegeben. Der Test auf statistisch signifikante Unterschiede zwischen
Mittelwerten wurde mit Two way ANOVA oder One way ANOVA durchgefuhrt. Die
Irrtumswahrscheinlichkeit ist in p angegeben, wobei p < 0,05 signifikant (*) und p <
0,0001 hoch signifikant (***) bedeutet.

29



5 Ergebnisse

5.1 Kaliumchlorid

KCI ist als potenter Vasokonstriktor bekannt und verursacht eine Depolarisation
durch Ausgleich des Kalium-Konzentrationsgradienten. Dies wiederum induziert
den Einstrom von extrazellularen Kalziumionen durch spannungsabhangige
Kalziumkanale und damit eine Kontraktion [27]. Die kumulative Zugabe von KCI
fuhrte in unseren Untersuchungen zu einer zunehmenden Kontraktion der Arterien
(Abb. 5.1). Dabei stellte sich die Kontraktionskraft der A. umbilicalis mit einer
Maximalkonzentration von 72,03 £ 3,38 mN hoch signifikant ausgepragter dar als

die der A. mammaria interna mit 26,7 + 1,25 mN.

801
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10 —— HUA n=8
0- —— IMA n=5

0 20 40 60
KCI [mM]

**k%

Kontraktion [mN]

Abb. 5.1: Kontraktion der Arterien durch steigende K'-Konzentration. Dargestellt
sind die Mittelwerte + SEM. HUA und IMA

5.2 Phenylephrin

Der a4-Agonist Phenylephrin fihrte sowohl bei der A. umbilicalis als auch bei der A.
mammaria interna zu einer dosisabhangigen Vasokonstriktion (Abb. 5.2). Die HUA
wies eine maximale Kontraktion von 9,8 * 1,23 mN auf, die bei einer
Organbadkonzentration von 10° M eintrat und durch Steigerung der Konzentration
nicht mehr zunahm, sondern ein Plateau auf geringerem Niveau ausbildete. Die
IMA wies hingegen eine kontinuierliche Kontraktilitatszunahme auf, die ihr

Maximum von 20,88 + 1,8 mN bei 10 M zeigte. Die Unterschiede zwischen den
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Mittelwerten beider Versuchsreihen war hoch signifikant bei einem Niveau von p <
0,0001.
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Abb. 5.2: Einfluss steigender Phenylephrin-Konzentrationen auf den Vasotonus,
Mittelwerte £ SEM. HUA und IMA

5.3 Serotonin

Serotonin ist in der Vergangenheit bereits zur Kontraktion von Gefallsegmenten der
HUA verwendet worden [107]; [151]; [184]; [190]. Bei exemplarisch durchgeflihrten
Dosis-Wirkungs-Kurven konnte diese konstriktive Wirkung bestatigt werden, jedoch
stellte sich sowohl bei der DWK (Abb. 5.3) als auch bei einem exemplarisch mit

Serotonin durchgeflhrten Endotheltest kein stabiles Niveau ein.

Abb. 5.3: Schreiberaufzeichnung der exemplarisch durchgefihrten Serotonin-DWK
an der HUA
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Es war keine Beurteilung mdglich, ob die Veranderung des Vasotonus auf die
Wirkung von Substanz P zurtuckzufuhren war. Fur die Versuche, die eine stabile

Vorkontraktion erforderten, war Serotonin also ungeeignet.

5.4 Prostaglandin F;,

Prostaglandin F,, wirkt als potenter Vasokonstriktor auf humane GefalRe. Es
induziert durch Bindung an Rezeptoren eine Aktivierung von Phospholipase C und
Adenylatzyklase. Uber den rein vasokonstriktiven Einfluss hinaus besitzt PGFaq
auch einen stark uteruskontrahierenden Effekt und spielt dadurch u.a. in der
Geburtshilfe eine Rolle [141]; [170]; [194]. Die HUA reagierte auf PGFyq, mit
Kontraktion [133]; [203], doch &hnlich wie bei Serotonin fuhrte bei unseren
Experimenten eine Zugabe der Substanz in das Organbad nicht zu einer stabilen
Kontraktion der Arterie (Abb. 5.4).

Kontraktion

Zeit

(H“/OY)'L-

P

Abb. 5.4: Schreiberaufzeichnung mit Ausschnitt aus der exemplarisch
durchgefuihrten  Prostaglandin  Fyo-Dosis-Wirkungs-Kurve. Konzentration im
Organbad 10 uM. HUA

FUr den Endotheltest an der HUA wurde daher Phenylephrin verwendet, das in

eigenen Untersuchungen als einziger Vasokonstriktor zu einem ausreichend
stabilen Kontraktionsniveau fuhrte (Abb. 5.5; Abb. 5.6).
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Abb. 5.5: Schreiberaufzeichnung eines mit PhE und Substanz P durchgefihrten

!
/

Endtotheltests bei der HUA. Hier exemplarisch eine nahezu 80% Relaxation bei gut

erhaltenem Endothel.
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Abb. 5.6: Schreiberaufzeichnung eines mit PhE und Substanz P durchgefuhrten
Endotheltests bei der HUA. Hier exemplarisch Nachweis der fehlenden Relaxation
bei vorangegangener manueller Entfernung des Endothels.

5.5 Acetylcholin

Die Gefaliringe der IMA wurden zunachst mit PhE vorkontrahiert. Die Relaxation
durch Einwirkung von Acetylcholin wurde ausgemessen und als prozentuale
Restkontraktion berechnet. Nach Zugabe steigender ACh-Konzentrationen erfolgte
ab einer Konzentration von 10® M im N&hrmedium eine zunehmende Dilatation bis
zu einem Maximalwert von 11,52 + 6,72 %. Dies entspricht einer Ausschopfung der
maximalen Dilatationskapazitat von 88 — 93 %. Zugrunde liegen der Abb. 5.7

Untersuchungen an Gefalken (n = 5), die nach Gabe einer Acetylcholin-
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Maximaldosis eine vollstandige Relaxation zeigten, d.h. Uber ein nahezu vollstandig

erhaltenes Endothel verfligten.

Insgesamt wurden n = 58 GefalRsegmente der IMA verwendet, wovon allerdings n =
12 (21%) bereits nach dem Kontraktionstest verworfen wurden, da sie keine
ausreichende Kontraktilitat zeigten. Von den verbliebenen 46 Gefallsegmenten
zeigten n = 27 (59%) ein zu mindestens 50% erhaltenes Endothel.

100+

——IMA n=5
754

50+

Kontraktion [%)]

25+

ACh [log M]

Abb. 5.7: Endothelabhangige Relaxation durch ACh, dargestellt als verbliebene
Restkontraktion. Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM. IMA

5.6 Endotheltests

Die unterschiedliche Methodik der durchgefuhrten Endotheltests wurde dahin
gehend Uberpruft, inwieweit sie tatsachlich die Abhangigkeit der Relaxation von der
Beschaffenheit des Endothels beweisen. Dazu wurde zunachst der Endotheltest
durchgefiuhrt und die maximale Relaxation registriert. Dieselben Gefallsegmente
wurden nach einer Auswasch- und Aquilibrierungsphase mit dem eNOS-Inhibitor L-
NAME inkubiert und erneut einem Endotheltest unterzogen. Durch die Hemmung
der endothelialen NO-Synthase wurde eine hoch signifikante Verminderung der
Relaxation erreicht. Das bewies, dass die vorherige Dilatation durch Freisetzung
von NO aus folglich intaktem Endothel induziert wurde. Als Kontrolle dienten
daruber hinaus Gefaliringe, bei denen zuvor unter Schonung der glatten
Gefallmuskulatur das Endothel mittels dunner Holzspane entfernt worden war. Die
gering ausgepragte Dilatation bei den Gefaliringen mit entferntem Endothel war
dabei am ehesten auf verbliebene Endothelreste zuriuckzufuhren. Bei mindestens
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50-prozentiger Relaxation wurde das Endothel des jeweiligen Gefalisegmentes als
.intakt* gewertet.

5.6.1 A. umbilicalis

Bei der HUA zeigte sich nach Hemmung der eNOS mit 100 uM L-NAME nur noch
eine Relaxation von 3% (Abb. 5.8). Die Relaxation humaner Arterien nach
Einwirkung von Substanz P ist schon lange bekannt [19]; [142]; [150], auch speziell
bei der HUA war die endothelabhangige vasodilatierende Wirkung von Substanz P

beschrieben worden [26] und konnte in eigenen Versuchen bestatigt werden.

90+ *
80+
70+
60+
50+
40+
30+
20+
104
O_

HUA

Relaxation [%]
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| ¥ = I.-".-" I |

n=4 n=5 + L-NAME
Abb. 5.8: Relaxation durch Substanz P. Ergebnisse der durchgeflhrten
Endotheltests an der HUA vor und nach Inkubation mit L-NAME. HUA
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Abb. 5.9: Relaxation durch Substanz P. Darstellung der durchgefihrten
Endotheltests an GefalRen mit bzw. ohne Endothel. HUA

Die Abhangigkeit der Wirkung von Substanz P vom Zustand des Endothels zeigt
Abb. 5.9. Die maximale Relaxation betrug hier 5,3 + 1,86 %.
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5.6.2 A. mammaria interna

Die IMA zeigte hingegen bei Uberpriifung des Endotheltests auch nach Inkubation
mit 10 uM L-NAME noch eine Relaxation von durchschnittlich 19 % (Abb. 5.10). Die
Entfernung des Endothels hatte jedoch auch hier zur Folge, dass nur eine mittlere
Relaxation von 4 % induziert wurde (Abb. 5.11). In beiden Fallen war der

Unterschied zwischen beiden Gruppen statistisch signifikant bei p < 0,05.

*

£ IMA

Abb. 5.10: Relaxation durch Acetylcholin. Ergebnisse der durchgeflhrten
Endotheltests vor und nach Inkubation mit L-NAME. IMA
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Abb. 5.11: Relaxation durch Acetylcholin. Dargestellt sind die Ergebnisse der
Endotheltests mit bzw. ohne Endothel. IMA

In einer abschlieRenden Analyse ergab sich zwischen den Werten fur die
Relaxation nach L-NAME-Inkubation einerseits und nach Entfernung des Endothels
andererseits kein signifikanter Unterschied (Abb. 5.12).
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Abb. 5.12: Relaxation durch Acetylcholin. Gegenlber gestellt ist die Relaxation
nach L-NAME und die Relaxation bei den GefaRen mit entferntem Endothel. IMA

5.7 Bradykinin

Bradykinin zeigte auf den Vasotonus beider verwendeten Arterientypen
unterschiedliche Wirkung. Bei der A. umbilicalis zeigte sich nach Applikation auf
den Basaltonus der GefaRsegmente ab einer Organbadkonzentration von 10 M
eine starke dosisabhangige Vasokonstriktion (Abb. 5.13). Der Maximalwert betrug
dabei 25,93 £ 4,17 mN.
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Abb. 5.13: Kontraktion durch Bradykinin. Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM.
HUA

Bei der A. mammaria interna hatte die kumulative Bradykinin-Zugabe zum
Nahrmedium im Organbad keinen Effekt auf den basalen Vasotonus. Nach
Vorkontraktion mit PhE zeigte sich eine dosisabhangige Vasodilatation, die maximal
46,87 + 9,61 % der Vorspannung betrug und besonders deutlich ab einer
Organbadkonzentration von 10°® M zu registrieren war (Abb. 5.14).
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Abb. 5.14: Mittelwerte der Relaxation durch Bradykinin £+ SEM. IMA

5.8 Fibrinogen

Die Applikation von Fibrinogen auf den Basaltonus des GefalRsegmentes induzierte
bei der HUA eine dosisabhangige Vasokonstriktion mit einem Maximalwert von
30,08 + 10,29 mN (Abb. 5.15). Im Bereich hypofibrinogenamischer und
physiologischer Werte war diese schwach ausgepragt, im supraphysiologischen
und im pathologischen Bereich zeigte sich eine konstant zunehmende Kontraktion,
die in mN starker ausgepragt war als die Kontraktion nach Zugabe des ay-

Agonisten Phenylephrin.
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Abb. 5.15: Kontraktion durch Fibrinogen. Dargestellt sind die Mittelwerte £+ SEM.
HUA
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Auf den basalen Tonus der IMA hatte Fibrinogen keinen Einfluss. Nach
Vorkontraktion mit PhE lie sich eine dosisabhangige Vasorelaxation beobachten,
die ein Maximum bei 51,17 + 1,68 % der Vorspannung erreichte. Besonders
deutlich war die Relaxation im Bereich von supraphysiologischen und
pathologischen Fibrinogen-Konzentrationen von 10 bis 15 yM im Organbad. Es
wurden weiterhin exemplarisch Dosis-Wirkungs-Kurven nach Inkubation mit dem
GPlIb/llla-Inhibitor Abciximab durchgefuhrt (Abb. 5.16). Die maximale Dilatation
wurde dadurch auf maximal 23,23 + 3,4 % des Ausgangswertes verringert. Der

Unterschied war hoch signifikant bei einem Niveau von p < 0,0001.

Fibrinogen DWK

100 4 ok
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60 - ——|MA n=6
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Kontraktion [%]

40 T T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14 16

Fibrinogen [pM]

Abb. 5.16: Relaxation durch Fibrinogen alleine und in Anwesenheit von Abciximab.

Dargestellt sind die Mittelwerte und die Standardabweichungen. IMA
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6 Diskussion

Uberprift wurde in dieser Arbeit die Vasomotorik humaner Arterien. Dazu erfolgten
zunachst Untersuchungen zur Kontraktion und Relaxation der beiden verwendeten
Arterientypen, um einen validen Endotheltest zu etablieren. AnschlieRend wurden
erstmals Experimente zur vasomotorischen Wirkung des Akute-Phase-Proteins
Fibrinogen auf humane Arterien durchgefuhrt, um mdglicherweise die Rolle des

Fibrinogens in der Pathogenese des RAE genauer charakterisieren zu konnen.

6.1 A. umbilicalis

Die A. umbilicalis ist eine Arterie humanen Ursprungs, die aufgrund ihrer guten
Verfugbarkeit grundsatzlich ein ideales Modell u.a. zur Erforschung der
Vasomotorik menschlicher Gefalde darstellt. Funktionell konnte in den vorliegenden
Versuchsreihen die kontraktile Antwort auf adaquate Kaliumchlorid- und

Phenylephrin-Dosen gezeigt und bestatigt werden.
Im weiteren Verlauf der Experimente stellten sich jedoch auch Besonderheiten dar.

So musste zu Beginn ein Endotheltest etabliert werden, der eine zuverlassige
Auswertung der aufgezeichneten Amplituden erlaubte. Die in der Literatur
angeflhrte Vorkontraktion mittels Serotonin [107]; [184] oder Prostaglandin Fyq
[170]; [203] konnte nicht stabil hervorgerufen werden, vielmehr zeigte sich bei der
verstarkten Aufzeichnung durch den Schreiber eine variierende Kontraktion.
Renowden et al. vermuteten, dass Serotonin ein Mediator fur den postnatalen
Verschluss der UmbilikalgefalRe ist [151]. Weitere Untersuchungen bestatigen diese
Theorie [145]. Dies konnte in Zusammenhang mit dem spiraligen Verlauf der A.
umbilicalis die ausgepragte, inkonstante Reaktion auf die Serotoninzugabe
erklaren.

Fir den Test auf endothelabhdngige Relaxation konnte kein Acetylcholin eingesetzt
werden, da es im Gegensatz zu anderen humanen und tierischen Gefalten auf die
HUA konstriktive Wirkung besitzt [9]; [39]. Stattdessen wurde Substanz P
verwendet. Bodelsson et al. hatten postuliert, dass die Relaxation der HUA durch
Substanz P nicht NO-abhangig ist [26]. Wir beobachteten in unseren

Untersuchungen jedoch eine Relaxation, die nach Inkubation mit L-NAME und
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daraus resultierender Hemmung der eNOS nur noch 3 % der urspriunglichen
Maximaldilatation betrug. Damit konnten wir zeigen, dass die Vasodilatation der

HUA durch Substanz P nahezu vollstandig NO-abhangig ist.

Das Phanomen der endothelabhangigen Relaxation wurde erstmals durch
Furchgott 1980 beschrieben [56]. Er stellte fest, dass Gefalle, deren Endothel bei
der Praparation verletzt worden war, ihre vasodilatierende Reaktion auf Acetylcholin
verloren und postulierte die Existenz eines endothelabhangigen relaxierenden
Faktors (Endothelium-Dependent Relaxing Factor, EDRF). Spater wurde als
verantwortlicher Mediator Stickstoffmonoxid (NO) identifiziert [81]; [137]. Die
endogene NO-Produktion kann unter anderem durch Aktivierung der eNOS mittels
Substanz P induziert werden [38]; [113]. Ob NO jedoch der alleinige Mediator der
Vasodilatation durch Substanz P ist, konnte bisher nicht abschlielend geklart
werden [26]; [67]; [113]; [197], unsere Ergebnisse unterstreichen jedoch die grofRe
Rolle von NO bei Substanz P-induzierter endothelabhangiger Relaxation der HUA.

6.2 A. mammaria interna

Die Verfugbarkeit der A. mammaria interna war schlechter als die der A. umbilicalis,
da ein Grofteil der intraoperativ praparierten IMA flr die koronaren Bypasse
bendtigt wurde und daher jeweils nur ein kleiner Abschnitt fir die Experimente zur
Verfugung gestellt werden konnte. Da sie aber eine humane Arterie adulten
Ursprungs und somit ein gutes Modell ist, sind Untersuchungen an ihr von groRem
wissenschaftlichem Interesse. Einschrankungen sind an dieser Stelle dahingehend
zu machen, dass es sich um Arterien von KHK-Patienten mit dementsprechenden
Vorschaden handelt. Ein weiteres Problem bei der Auswertung war, dass eine
jeweilige Vormedikation, ein erhdhter Fibrinogen-Spiegel im Blut der Patienten oder
weitere Vorerkrankungen die Messwerte verfalschen konnten. So stellten Hicks et
al. 1996 fest, dass sich bei Diabetikern die vasomotorische Antwort auf die
Fibrinogen-Zugabe von der nicht-diabetischer Patienten unterschied [75].

Eine Besonderheit ergab sich beim Endotheltest und seiner Verifizierung nach
Inkubation mit L-NAME. Laut Hinweisen in der Literatur ist eine adaquate
Relaxationshemmung bei einer Konzentration von 100 pyM im Organbad zu

erreichen [178]; [182]. Bei unseren Versuchen konnte in Anwesenheit von 100 uM
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L-NAME keine stabile Kontraktion der IMA erhalten werden, was auf einen
toxischen Effekt hindeutet. So wurde nur mit einer Konzentration von 10 pyM
inkubiert, was zwar die Vorkontraktion nicht beeintrachtigte, jedoch nicht zu einer
vollstandigen Hemmung der Relaxation fuhrte. Andere Quellen berichten von
Experimenten mit 1 uM [20]; [203] bzw. 3,5 pyM L-NAME [130]. In beiden Fallen
wurde allerdings keine Minderung der Relaxation berichtet, was als fehlende
Beteiligung der eNOS gedeutet wurde. Moglicherweise wurde jedoch in diesen

Fallen die Konzentration von L-NAME zu niedrig gewabhilt.

Andererseits ist mittlerweile bekannt, dass ein Teil der endothelabhangigen
Gefalrelaxation Uber den endothelabhangigen hyperpolarisierenden Faktor
(Endothelium-Derived Hyperpolarizing Factor, EDHF) vermittelt wird, der neben
Stickstoffmonoxid als endothelabhangiger Vasodilatator beschrieben worden ist
[41]; [49]; [55]; [166]. Untersuchungen konnten auch speziell an der IMA den
Einfluss von EDHF auf den Vasotonus zeigen [177]; [200]. Bauersachs et al.
postulierten daruber hinaus, dass EDHF besonders dann vasodilatatorisch aktiv
wird, wenn die NO-Synthese gehemmt ist [16]. Unsere Beobachtungen unterstitzen
diesen Ansatz mit der Einschrankung, dass nicht sicher von einer vollstandigen
eNOS-Hemmung ausgegangen und somit der Mechanismus der Vasorelaxation an

den verwendeten IMA nicht endgultig geklart werden kann.

6.3 Bradykinin

Die Wirkung von Bradykinin wird durch zwei Rezeptorsubtypen vermittelt: so ist
einerseits der Bi-Rezeptor bekannt, der jedoch nur in entziindlichem Gewebe
exprimiert wird [101] und eine wichtige Rolle bei inflammatorischen Prozessen wie
der Sepsis einnimmt [121]; [164]. Dartuber hinaus wird eine Beteiligung an der
Entstehung der schmerzhaften Neuropathie bei Diabetikern postuliert [175].
Andererseits wurde der B,-Rezeptor beschrieben, dessen Expression ubiquitar im
Gewebe stattfindet [36] und der auch unter physiologischen Bedingungen fir eine
Anderung des Vasotonus verantwortlich ist [62]; [146]. Auch die Wirkung von
Bradykinin auf die HUA wird Uber den B2-Rezeptor vermittelt [1]; [183].

Bradykinin bewirkt generell eine erhdhte Gefallpermeabilitat [53], gilt beim HAE und

AAE als hauptverantwortlicher Mediator und scheint auch am RAE beteiligt zu sein
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[10], weswegen wir seine direkte vasomotorische Wirkung auf menschliche Arterien
ebenfalls untersuchten. Die HUA zeigte in unseren Untersuchungen bei Bradykinin-
Zugabe auf den basalen Vasotonus eine deutliche Vasokonstriktion, die eventuell
an der besonderen Aufgabe der HUA bei der Umstellung des embryonalen

Kreislaufs auf den adulten liegt.

Im embryonalen Kreislauf wird das Kind von der Plazenta aus uber die V.
umbilicalis und den Ductus venosus mit sauerstoffreichem Blut versorgt. Uber die V.
cava inferior erreicht das Blut das fetale Herz, wo es uber das offene Foramen
ovale in den linken Vorhof und linken Ventrikel strémt. Uber die Aorta ascendens
wird das Gehirn, welches besonders viel Sauerstoff (O,) bendtigt, sowie die Ubrigen

Kopf-/Halsregion mit arteriellem Blut versorgt.

Die V. cava superior fuhrt das kohlenstoffdioxidreiche (CO;) Blut in den rechten
Vorhof, den rechten Ventrikel und den Truncus pulmonalis. Da die Lungen noch
nicht funktionieren und eine pulmonale Sauerstoffanreicherung des Blutes demnach
noch nicht moéglich ist, fungiert der Ductus arteriosus hier als Kurzschluss zwischen
Pulmonalarterie und Aorta, in der sich nun COgz-reiches und O,-reiches Blut
mischen. Damit wird die untere Korperhdlfte, die hinsichtlich der
Sauerstoffversorgung wesentlich weniger vulnerabler ist als die Kopf-/Halsregion
ist, versorgt. Nach Durchblutung dieser Region wird das CO.-reiche Blut durch die

Aa. umbilicales zum Gasaustausch zur Plazenta geleitet.

Nach der Geburt fihrt die Unterbrechung des Plazentakreislaufs zu einem Anstieg
des Kohlenstoffdioxidpartialdruckes (pCO;) im Blut des Kindes, wodurch das
Atemzentrum angeregt wird und es durch erste Atembewegungen zur Entfaltung
der Lunge und zur Durchblutung des pulmonalen GefaRsystems kommt. Daflr ist
es noétig, dass der Ductus arteriosus geschlossen wird. Dies erfolgt grundsatzlich
durch Kontraktion der glatten Gefalimuskulatur, die auch einen zu hohen Blutverlust
Uber die Nabelschnur verhindert [158]. Der genaue Mechanismus ist dabei nicht
abschlie3end geklart, eine mogliche Erklarung ist, dass durch den nun erhdhten
Sauerstoffgehalt des kindlichen Blutes die Sensitivitat der Gefalmuskulatur fur
Vasokonstriktoren erhoht wird [116].
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Melmon et al. stellten schon 1968 bei Neugeborenen signifikant erhéhte Bradykinin-
Spiegel im Nabelschnurblut fest [120] und postulierten erstmals, dass Bradykinin
durch Induktion der Kontraktion der glatten GefalBmuskulatur ein Mediator der
neonatalen Kreislaufumstellung sei. Analog dazu ist mittlerweile bekannt, dass
Bradykinin postpartal die Kontraktion der UmbilikalgefaRe sowie des Ductus
arteriosus  verstarkt und gleichzeitig den vaskularen Widerstand im

Pulmonalkreislauf senkt [6].

Moglicherweise spielen 0.g. physiologische Mechanismen auch bei Komplikationen
in Schwangerschaft und Wochenbett eine Rolle. So wird bei der Praeklampsie,
welche Uber das Auftreten von arterieller Hypertonie und Proteinurie in der
Schwangerschaft definiert ist, eine erhdhte Empfindlichkeit der GefalRmuskulatur
gegenuber vasokonstriktorischen Substanzen postuliert [198]. Als pradisponierend
gelten dartber hinaus Diabetes mellitus, vorbestehende arterielle Hypertonie sowie
Nierenerkrankungen [171]. Tatsachlich wurden bei Mduttern mit Praeklampsie
erhohte Bradykinin-Werte beobachtet [71]. In einer anderen Untersuchung wurde
eine deutlich gesteigerte G-Protein gekoppelte Heterodimerisation der AT{-B,-
Rezeptoren festgestellt, die mit einer bis zu vier- bis funffach erhdhten Expression
des B,-Rezeptors korrelierte. In Kombination werden diese Beobachtungen
wiederum fur die gesteigerte Sensitivitdt des Gefallsystems fur das

vasokonstriktorische AT-Il bei Praeklampsie verantwortlich gemacht [2].

Veranderungen hinsichtlich des Gefallsystems sind auch durch eine qualitativ
ungeklarte, quantitativ aber gemessene vermehrte plazentare Expression von fms-
like Tyrosinkinase 1 (sFIt1) bei Praeklampsie zu erklaren [207]. sFlt1 ist eine
Variante des VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) Rezeptors FIt1,
gleichzeitig ein potenter Antagonist von VEGF wund dem plazentaren
Wachstumsfaktor PIGF (Placental Growth Factor) und bewirkt Uber diesen
Mechanismus vaskuldare und endotheliale Dysfunktion. Bei trachtigen Ratten
induzierte sFIt1  entsprechend Hypertonie, Proteinurie und glomerulare
Endotheliosis [114].

Unter hypoxischen Bedingungen wurde eine verminderte Aktivitat der Kininase |

und damit ein konsekutiv erhdhter Bradykininspiegel gemessen [189]. Das RAAS
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weist bei Praeklampsie eine veranderte Aktivitat im Vergleich zu normalen
Schwangerschaften auf [30]; [165]; [174]. Morgan et al. postulierten, dass das in
den Spiralarterien der Nabelschnur nachgewiesene lokale RAAS eine Rolle bei der
schwangerschafts-assoziierten Gefalmodifikation spielt [126]. Die Regulation
erfolgt Uber Progesteron, was seinerseits bei praeklamptischen Frauen erhdht ist
[205].

Bisher waren Konstriktionen durch Bradykinin nur an GefalRen ohne intaktes
Endothel [154]; [188] oder bei hohen Bradykinin-Konzentrationen beschrieben
worden [187]; [204]. Buluk et al. beobachteten eine Zunahme der Kontraktion durch
Bradykinin nach Inkubation mit Fibrinogen an Arterien von Meerschweinchen [34].
Die Umbilikalarterie zeigt auch mit intaktem Endothel eine kontraktile Antwort auf
Bradykinin [5]; [39], wobei die Kontraktion nach Entfernung des Endothels starker
ausfiel [93].

In Versuchen mit tierischen GefaRen konnte Bradykinin dagegen als potenter
Dilatator identifiziert werden [87]; [96]; [98], auch menschliche Basilar-, Koronar-
und Brachialarterien zeigten in Organbadversuchen nach Bradykinin-Zugabe eine
Vasodilatation [40]; [70]; [95]; [193]. Die Relaxation war jeweils endothelabhangig
[48]; [117]; [134]. Kontroversen bestehen bezuglich der vasomotorischen Wirkung
von Bradykinin auf die humane IMA. Einerseits wurde beschrieben, dass Bradykinin
trotz intakten Endothels keinen dilatativen Effekt auf Gefallsegmente der IMA hatte
[32]; [160]. Andere Untersuchungen konnten jedoch eine Relaxation der IMA unter
Bradykinin-Einfluss zeigen [72]; [105], die durch Methylenblau, einen Inhibitor der
I6slichen Guanylatcyclase und der eNOS, hemmbar war [181]. In unseren
Experimenten war bei der IMA kein Einfluss auf den Basaltonus zu verzeichnen.
Nach Vorkontraktion mit Phenylephrin ergab sich jedoch eine deutliche
Vasorelaxation auf 46,87 + 9,61 % der Vorspannung. Somit bestatigen unsere
Ergebnisse die Hypothese, dass Bradykinin eine dilatative Wirkung auf humane
IMA besitzt.

6.4 Fibrinogen

Bisher existierten nur einzelne Berichte Uber Organbadversuche mit Fibrinogen an

humanen Gefalden.
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Bei der V. saphena magna wurde beschrieben, dass niedrige Fibrinogen-
Konzentrationen (0 — 2 pyM) zu einer Vasorelaxation fuhren, eine Dosiserhohung
jedoch eine Vasokonstriktion hervorruft [74]. Golledge et al. wiesen eine
Vasorelaxation der V. saphena magna bei einer Fibrinogen-Konzentration bis 3 uM

nach, die sich unter arteriellen Flussbedingungen verstarkte [63].

Unbekannt war bisher jedoch der direkte vasomotorische Effekt von Fibrinogen auf
arterielle Gefalde humanen Ursprungs. Bei unseren Versuchsreihen konnten wir bei
den beiden verwendeten Arterientypen eine gegenlaufige vasomotorische Antwort
zeigen. Die HUA reagierte mit deutlicher Konstriktion auf die Fibrinogen-Zugabe auf

den Basaltonus.

In klinischen Studien wurden erhéhte Fibrinogen-Serumspiegel bei Patientinnen mit
Praeklampsie beschrieben [24]; [191]; [202]. Moglicherweise fuhrt der erhdhte
Fibrinogenspiegel Uber die vermehrte Kontraktilitdt der Umbilikalgefale zur
Minderdurchblutung des Feten und damit zur reflektorischen Blutdruckanhebung im
mutterlichen Kreislauf, kann aber auch Ausdruck einer Thrombophilie mit méglichen
konsekutiven Durchblutungsstérungen sein [97]. Analog dazu wurde bei
Praeklampsie eine vermehrte Expression von thrombozytaren CD61- (Fibrinogen-)
Rezeptoren mit konsekutiver Aggregation und Bildung von Mikrothromben
beobachtet [22]; [76].

Manten et al. deuteten die Hyperfibrinogenamie bei praeklamptischen Frauen als
Ausdruck eines inflammatorischen Geschehens und als Hinweis auf eine
endotheliale Dysfunktion [110].

Zu gegensatzlichen Ergebnissen kam die Arbeitsgruppe um Zuppa. Hier wurden
verminderte Fibrinogenwerte im Blut von Muttern mit Praeklampsie gemessen und
gleichzeitig ein Zusammenhang mit Fruhgeburtlichkeit gesehen. Ursachlich sei
hierfur eine veranderter maternaler hepatischer Proteinstoffwechsel mit u.a.

verringerter Fibrinogensynthese [208].

Auch von mehreren anderen Arbeitsgruppen wurden negative Effekte von
Fibrinogen beobachtet, wenn der Serumspiegel signifikant erniedrigt war. So wurde
ebenfalls ein Zusammenhang mit Frihgeburtlichkeit [123] beschrieben sowie mit

Blutungskomplikationen, Plazentalosung, intrauterinem Fruchttod und der bereits
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0.g. Praeklampsie [122]; [179]. Dies ist jedoch nicht auf die vasomotorischen
Effekte, sondern auf die Rolle von Fibrinogen im Gerinnungssystem zurtckzufuhren
[139]. Am Tiermodell wurde nach Ausschalten der Fibrinogensynthese gezeigt,
dass die Entwicklung von Embryo und Plazenta gestort ist und es in der Folge zum
Abort kommt [84].

Hinsichtlich der vasomotorischen Eigenschaften von Fibrinogen im Zusammenhang
mit der Ausbildung eines RAE brachten unsere Beobachtungen an der HUA keine
richtungsweisenden, neuen Erkenntnisse. Ein Odem beruht nicht auf einer
Kontraktion, sondern auf einer Uberschielfenden Relaxation und Schwellung

speziell kleinlumiger Gefalde.

Die IMA zeigte bei Fibrinogen-Zugabe eine Relaxation auf 50% der Vorspannung,
wobei die Relaxation besonders stark im supraphysiologischen und pathologischen
Bereich (10 — 15 uM) ausgepragt war. Dieses Ergebnis steht im Einklang mit der
Beobachtung, dass Patienten mit RAE einen mindestens supraphysiologischen bis
pathologischen Fibrinogen-Spiegel im Blut aufwiesen [15] und bestatigt damit auch
im funktionellen Laborexperiment mit humanen Arterien die Korrelation zwischen
erhohten Fibrinogen-Werten und einer Vasorelaxation. Diese deutliche Reduktion
des Vasotonus war durch Inkubation mit Abciximab inhibierbar auf 80 % der
Vorspannung. Moglicherweise handelte es sich auch bei dieser 20-prozentigen
Vasodilatation eher um ein Messartefakt, das dadurch zustande gekommen war,
dass die humanen Arterien die Vorspannung Uber eine langere Zeit nicht vollstandig
konstant halten konnten und sich so ein Drift entwickelte. Dieser Effekt misste aber
in diesem Falle in gleichem Malle auch bei den Fibrinogen-Experimenten ohne
Abciximab eine Rolle gespielt haben.

Als Einschrankung sei abschlieBend erwahnt, dass in den beschriebenen
Experimenten ungereinigtes Fibrinogen verwendet wurde und eine Beeinflussung
anderer Inhaltsstoffe nicht auszuschlieBen war. Mittlerweile wurden diese
Untersuchungen jedoch von der Arbeitsgruppe auch mit gereinigtem Fibrinogen

durchgefuhrt und bestatigten o0.g. Beobachtungen [14].
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6.5 Abciximab
Der GPIllb/llla-Antagonist Abciximab bindet an die GPIIb/llla-Rezeptoren der

Thrombozyten, verhindert die Bindung von Fibrinogen und hemmt unabhangig vom
Aktivierungsreiz die Thrombozytenaggregation [90]; [103]; [172]. Es ist derzeit zur
intravendsen Applikation verfligbar. Klinisch konnte gezeigt werden, dass eine fruhe
Medikation mit Abciximab bei Patienten mit ST-Streckenhebungs-Infarkt (STEMI)
eine bessere Myokard-Durchblutung und linksventrikulare Funktion, einen raschen
Ruckgang der infarkispezifischen Laborparameter sowie weniger ungunstige
postischamische Umbauprozesse im Herzgewebe (Remodeling) nach sich zieht
[147]. Montalescot et al. stellten in ihrer Metaanalyse eine verminderte Sterblichkeit
nach Abciximab-Gabe und einen besonderen Benefit bei an Diabetes erkrankten
Patienten heraus [124]. Eine zusatzliche Gabe von GPIlIb/llla-Antagonisten in
Erganzung zur Hemmung der ADP-vermittelten Thrombozytenaktivierung mittels
Clopidogrel konnte in einigen Studien die Haufigkeit von Re-Stenosen und
Todesfallen nicht mindern [138]; [161]. Gleichwohl reduzierte Abciximab in
Kombination mit Heparin und Acetylsalicylsaure in plazebokontrollierten Studien die

Rate an ischamischen Komplikationen signifikant [80]; [100]; [185].

Abciximab bindet als monoklonaler Antikorper dariber hinaus mit ahnlicher Affinitat
auch an den Vitronectin-Rezeptor a,B3 [42]; [102]; [131]; [176]; [185]. Dieser
Rezeptor ist unter anderem bei der Migration von Endothelzellen, der
Monozytenadhasion, Angiogenese und wie auch ICAM-1 bei der Hemmung der
Apoptose von Bedeutung [100]; [144]. In etwas schwacherem Ausmal’ blockiert
Abciximab auch die Interaktion zwischen Fibrinogen und ICAM-1 [163]; [167].
Rauch et al. beobachteten eine Migration von humanen glatten GefaBmuskelzellen
(human vascular smooth muscle cells, SMC) nach Fibrinogen-Inkubation, die durch

Antikérper gegen ICAM-1, nicht jedoch durch Abciximab inhibierbar war [148].

Ein Einfluss von ICAM-1 auf den Vasotonus der Gefale ist ebenfalls denkbar,
jedoch in der vorliegenden Arbeit nicht untersucht worden. Unsere
Untersuchungsergebnisse weisen darauf hin, dass der Vitronectin-Rezeptor durch
Fibrinogen aktiviert wird und eine =zentrale Rolle bei der Vermittlung der

Vasorelaxation spielt. Denn wir konnten in den exemplarischen Untersuchungen
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zeigen, dass die Zugabe von Abciximab die Fibrinogen-induzierte Vasorelaxation

der A. mammaria interna fast vollstandig hemmte.

Somit haben sich an humanen Gefalden erste Hinweise auf eine direkte
vasomotorische Wirkung von Fibrinogen auf humane GefalRe finden lassen, die
moglicherweise zur Aufklarung der Pathogenese des RAE beitragen. Weitere
Untersuchungen sowie klinische Beobachtungen mussen folgen, um aus diesen

Erkenntnissen einen moglichen Behandlungsansatz entwickeln zu konnen.

6.6 Weiterfuhrende Untersuchungen

Zur Verifizierung und weiteren Charakterisierung der Wirkung des Fibrinogens auf
die Pathogenese des RAE konnte die Wiederholung unserer Versuche nach
Inkubation mit Antikdrpern gegen ICAM-1 oder mit direkter Zugabe eines ACEH in
therapeutischer Dosis in das Organbad erfolgen. Sinnvoll waren auch
molekularbiologische Untersuchungen. Dabei kdnnte der Signaltransduktionsweg
weiter aufgeklart und die zentrale Rolle des a,B3-Rezeptors und die Bedeutung von
ICAM-1 geklart und ggf. bestatigt werden. Als Modell ware dazu unter Umstanden
auch die A. umbilicalis geeignet. Diese reagiert zwar mit Kontraktion und damit
gegenlaufig zu den adulten Gefalten auf die Fibrinogen-Zugabe. Allerdings wirde
diese funktionelle Aussage je nach Fragestellung ohnehin an Relevanz verlieren.
Es ware aber auch denkbar, Versuchsreihen im Organbad mit der A. umbilicalis
durchzufihren und dabei zu prifen, ob die Kontraktion durch Fibrinogen sich
analog zur Dilatation bei der A. mammaria interna mit Abciximab mindern I&sst.
Weiterhin ist eine Beteiligung des vendsen Systems beim AO nicht ausgeschlossen
und konnte untersucht werden.

Es ist moglich, dass auch andere Entzindungsparameter einen Einfluss auf den
Vasotonus besitzen, was sich ebenfalls durch Organbadversuche feststellen liel3e.
Die Auswirkung einer Kombination von erhdhten Entzindungsparametern kénnte

durch Inkubationsversuche getestet werden.
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7 Zusammenfassung

Angiotensin-Converting-Enzyme-Hemmer und AT -Blocker gehéren zu den am
haufigsten verwendeten Antihypertonika und werden im Allgemeinen gut vertragen.
Eine seltene, aber lebensbedrohliche unerwinschte Wirkung ist dabei das
Angio6dem (AQO). Bisher wurde die Bradykinin-Akkumulation bei ACE-Hemmung fiir
die Ausbildung eines AO verantwortlich gemacht. Bei Untersuchungen von
Patienten, die aufgrund eines RAAS-Blocker-induzierten Angioddems hospitalisiert
wurden, fielen neben pathologischen Bradykininwerten im Blut jedoch auch erhdhte
Fibrinogen-Plasmaspiegel auf, die nicht durch ein infektibses Geschehen zu

erklaren waren.

Wir untersuchten daher im Organbad den Einfluss von Bradykinin und erstmals
auch die direkte vasomotorische Wirkung des Akute-Phase-Proteins Fibrinogen auf
humane Gefalle, genauer auf die Nabelschnurarterie (HUA) sowie auf die
Brustwandarterie (IMA), um die Beteiligung von Fibrinogen an der Pathogenese des
Odems zu prifen. Zunachst erfolgte ein Kontraktionstest mit KCI und die
Uberprifung der Intaktheit des Endothels. Die Relaxation der HUA durch Substanz
P war dabei Stickstoffmonoxid (NO)-abhangig, die Dilatation der IMA durch
Acetylcholin  scheint neben NO- auch EDHF-vermittelt zu sein. In den
anschlieBenden Versuchsreihen mit Bradykinin und Fibrinogen zeigte die HUA eine
kontraktile, die IMA jeweils eine dilatative Antwort. Um die Vermittlung der
Relaxation an der IMA zu klaren, wurden auch Dosis-Wirkungs-Kurven von
Fibrinogen nach Inkubation des GPIIb/llla-Inhibitors Abciximab durchgefuhrt. Hier
zeigte sich die Relaxation nach Fibrinogen-Zugabe hoch signifikant gemindert. Da
neben GPIlIb/llla-Rezeptoren auch der Vitronectin-Rezeptor a,83; durch Abciximab
gehemmt wird, legen unsere Ergebnisse nahe, dass dieser eine Rolle bei der
Vasodilatation und mdglicherweise in der Folge bei der Ausbildung eines Odems

spielen kdnnte.
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