elektronisches
dokument
Aus dem Julius-Bernstein-Institut fiir Physiologie

an der Martin-Luther-Universitit Halle-Wittenberg
(Direktor: Prof. Dr. med. habil. G. Isenberg)

Der desynchronisierende Effekt des Endothels auf die Kinetik der
intrazelluliren Ca**-Konzentration glatter Gefifmuskelzellen in

Mesenterialarterien der Ratte

Dissertation

zur Erlangung des akademischen Grades

Doktor der Medizin (Dr. med.)

vorgelegt
der Medizinischen Fakultit
der Martin-Luther-Universitdt Halle-Wittenberg

von Michael Sell
geboren am 20. April 1971 in Querfurt

Betreuer: Prof. Dr. med. habil. F. Markwardt

Gutachter:

1. Prof. Dr. F. Markwardt
2. Prof. Dr. S. Dhein

3. PD Dr. R. Schubert

verteidigt am 05.11.2003

urn:nbn:de:gbv:3-000005737
[http://nbn-resolving.de/urn/resol ver.pl 2urn=nbn%3A de%3A gbv%3A 3-000005737]



Die als Vasomotion bezeichnete rhythmische Kontraktion von kleinen Arterien und
Arteriolen spielt eine wichtige Rolle bei der Verteilung des Blutes im Gewebe. Sie wird
hervorgerufen durch die koordinierte Kontraktion der einzelnen glatten Muskelzellen
der GefiBwand infolge oszillierender Anderungen der intrazelluliren Ca*'-
Konzentration ([Ca”'];).

Die Kinetik der [Ca®]; einzelner glatter Muskelzellen innerhalb intakter Mesenterial-
arterien der Ratte wurde mit Hilfe eines konfokalen LASER-Scanning-Mikroskops
unter Verwendung des Ca”'-sensitiven Fluoreszenzfarbstoffes Fluo-3 AM untersucht.
Noradrenalin (NA) (1 pM) erzeugte transiente Anstiege der [Ca’']; in einzelnen
Muskelzellen. Diese [Ca’']i-Transienten wiesen nur eine geringe zeitliche
Synchronizitit auf. Hohere Konzentrationen von NA (3 und 10 pM) riefen synchrone
Anstiege der [Ca?']; in den GefdaBmuskelzellen hervor. Bei intaktem Endothel wurde die
Synchronisation der [Ca*']i-Signale durch Azetylcholin (ACh) unterdriickt und durch
den NO-Syntase-Inhibitor L-NAME verstirkt. In Préparaten ohne intaktes Endothel
desynchronisierte Natrium-Nitroprussid (SNP) reversibel die [Ca2+]i—Signale. Ebenso
war Heptanol, eine gap-junction entkoppelnde Substanz, unabhdngig von der
Endothelfunktion in der Lage, die [Ca*']i-Signale zu desynchronisieren. Die Wirkung
von ACh, jedoch nicht die von SNP, lief3 sich durch L-NAME unterdriicken.
Intrazellulire [Ca® ]-Wellen hatten eine Ausbreitungsgeschwindigkeit von ca. 25 pm/s.
Die Phasenverschiebung zwischen den [Ca®']i-Transienten einzelner Muskelzellen
betrug maximal 2 s und war unabhingig vom Abstand der Zellen (bis zu 90 um). Dies
bedeutet, daB die [Ca**]-Wellen zu langsam sind, um eine Synchronisation der [Ca®']i-
Transienten durch ihre interzelluldre Ausbreitung liber gap-junctions zu ermoéglichen.
Die Kopplung der [Ca®']i-Signale glatter GefiBmuskelzellen wird durch NA und NO
reguliert. Oszillierende Gefalkontraktionen bei einem hohen Sympathikotonus kdnnten
durch die Synchronisation von [Ca®’]i-Transienten verschiedener glatter
Gefdlmuskelzellen hervorgerufen werden, wogegen NO aus dem Endothel die

. .. . . . + .
Vasomotion iiber eine Desynchronisation der [Ca®];-Transienten hemmt.

Sell, Michael: Der desynchronisierende Effekt des Endothels auf die Kinetik der
intrazelluldren Ca®"-Konzentration glatter GefaBmuskelzellen in Mesenterialarterien der
Ratte.
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1. Einleitung

Die oszillierende Anderung des GefiBdurchmessers, Vasomotion genannt, ist eine
Eigenschaft der kleinen Arterien und der Arteriolen [1]. Sie fiihrt zu oszillierenden
Anderungen des GefiBwiderstandes und damit zu zeitlichen Anderungen des
Blutflusses und des Druckabfalls im Gefd. Die Vasomotion entsteht durch die
Kontraktion der glatten GefidBmuskelzellen. Fiir die arterioldre Vasomotion wurden
zwei verschiedene Frequenzen ermittelt. Die schnelle Vasomotion hat eine Frequenz
von 10 bis 25 Zyklen pro Minute. Man findet sie v.a. in den terminalen Arteriolen. Die
sogenannte langsame Vasomotion (1-3 min™) ist eher typisch fiir proximale Arteriolen
[2]. Sie tritt zum Beispiel wihrend eines himorrhagischen Schocks auf oder wird durch
diesen verstarkt. Unter diesen Bedingungen besteht gewohnlich ein hoher
Sympathikotonus. So scheint die langsame Vasomotion von einer intakten
sympathischen Innervation des GefdBles abhidngig zu sein. Auch die sogenannten
“Mayerschen Wellen”, Oszillationen des Blutdruckes mit einer Frequenz von ca.
6 min”', wurden als ein MaB fiir den Sympathikotonus angesehen [3]. Verschiedene
Experimente haben gezeigt, dafl die Vasomotion auch in kleinen Arterien auftritt [4; 5].
Oszillationen des Durchmessers und der Wandspannung isolierter Geféfle konnten nach
der Gabe von hohen Konzentrationen von Noradrenalin, Phenylephrin und anderen
Stimulatoren arterieller Kontraktion sowie nach perivaskuldrer Nervstimulation
beobachtet werden [5; 6].

Modellberechnungen zur Abhéngigkeit des mittleren GefdBwiderstandes und des
Blutflusses von den Oszillationen des GefaBdurchmessers zeigten, dal3, gemittelt tiber
eine Oszillationsperiode, sowohl der Widerstand als auch der BlutfluB durch die
Oszillationen erhéht werden. Dies bedeutet, dal3 in den Gefillen Flull und Widerstand
unabhiingig von einander iiber die Anderung des mittleren Durchmessers und/oder die
Amplitude der Oszillationen kontrolliert werden kdnnen. Besonders bei einem hohen
Sympathikotonus kann deshalb der arterielle Druck durch Vasomotion weiter erhoht
werden unter gleichzeitiger Sicherstellung einer zumindest intermittierenden Perfusion
des Kapillarbettes. Dieser unerwartete Effekt ist von der Amplitude der Oszillationen
abhingig, jedoch nicht von deren Frequenz [7]. Weiterhin konnte die Vasomotion dazu
dienen, den Arbeitspunkt fiir die Regulation der WiderstandsgefiBweite in einen

weniger steilen Abschnitt der Durchmesser-Widerstandskurve zu verlagern [8].



Dadurch kann der hydraulische Widerstand ohne die Notwendigkeit einer &uBerst
priazisen Durchmesserkontrolle aufrecht erhalten werden [9]. Dies konnte erkldren,
warum die Vasomotion hauptsichlich in Gefdlen mit kleinem Durchmesser auftritt. In
Arteriolen geschieht dies meist spontan, in kleinen Arterien als Antwort auf vasoaktive
Stimuli [10].

Gleichzeitige Messungen der Wandspannung und der intrazelluliren Ca®'-
Konzentration ([Ca®];) belegen, dafl die rhythmischen Kontraktionen mit Oszillationen

der [Ca®"]; verbunden sind. Da gezeigt wurde, da die [Ca*'];

der Hauptregulator des
vaskuldren Tonus ist, besteht zwischen beiden Phidnomenen wahrscheinlich ein
ursdchlicher Zusammenhang [3]. Oszillationen der [Ca®']; wurden vor allem an
einzelnen glatten GefdBmuskelzellen untersucht. In diesen Versuchen schwankte die
[Ca®"); zwischen einem Minimum von ungefédhr 100 nM und einem Maximum von 400
bis 800 nM [11]. Rhythmische IPs- und Ca*"-induzierte Ca**-Freisetzungen aus den
intrazelluldren Speichern scheinen ebenso wie der Ca**-Einstrom durch Ca**-Kanile der
Plasmamembran an diesem Phdnomen beteiligt zu sein [12].

Um eine Oszillation der GefaBwandspannung zu erzeugen, ist eine Synchronisation der
[Ca®");-Oszillationen und dadurch des Tonus der einzelnen glatten GefiBmuskelzellen
erforderlich. Dies wurde mit Hilfe der konfokalen LASER-Scanning-Methode an
glatten GefdBmuskelzellen von Rattenmesenterialarterien nachgewiesen [13]. Es wird
angenommen, daB gap-junctions fiir die Ubertragung des synchronisierenden Signals
zwischen benachbarten Zellen verantwortlich sind [3]. So kann die Synchronisation der
[Ca®");-Oszillationen mit Hilfe der gap-junctions entweder durch die Ubertragung eines
intrazelluldren Botenstoffes, wie z.B. Ca®", oder iiber eine elektrische Kopplung der
Zellmembranen erfolgen.

Es wurden unterschiedliche, z.T. gegensitzliche, Einfliisse des Endothels auf die
Vasomotion beobachtet. So wurden in verschiedenen Pridparaten sowohl
endothelabhingige als auch —unabhingige Vasomotionen und Oszillationen der [Ca*'];
beschrieben [3].

Obwohl in groBem Umfang Untersuchungen der Vasomotion und der [Ca*'}i-
Oszillationen in glatten GefaBmuskelzellen erfolgten, sind die Mechanismen, die einer
koordinierten Kontraktion der glatten Muskelzellen zugrunde liegen, noch nicht
vollstidndig geklart. Ziel der vorliegenden Arbeit war es, den Einflul einer adrenergen
Stimulation einerseits sowie den des Endothels andererseits auf die [Ca®']i-Signale

einzelner glatter GefaBmuskelzellen innerhalb intakter kleiner Arterien zu untersuchen.



Die [Ca’];-Signale einzelner glatter GefdBmuskelzellen in situ wurden mit Hilfe eines
konfokalen LASER-Scanning-Mikroskops unter Verwendung des Ca®'-sensitiven
Fluoreszenzfarbstoffes Fluo-3 AM aufgezeichnet. Dies geschah unter dem Einfluf3
hoher NA-Konzentrationen, welche Oszillationen der [Ca®']; und der Wandspannung in
kleinen Arterien hervorrufen. Von besonderem Interesse war die Frage, wie sich die
Synchronisation der einzelnen glatten GefdBmuskelzellen wihrend der Erzeugung bzw.

Hemmung von [Ca®"]i-Oszillationen verindert.



2. Material und Methoden

2.1. Versuchslosungen

Folgende Substanzen und Versuchslosungen wurden verwendet. Alle Angaben erfolgen

in mmol/l, sofern nicht anders angegeben.

2.1.1. Standardversuchslosung (SL)

NaCl 119; KC14,7; MgS04 1,2 (Serva, Heidelberg),
CaCl, 2,5; KH,PO4 1,2; NaHCOs3 25 (Merck, Darmstadt),
EDTA 0,03; Glukose 5 (Sigma, Deisenhofen)

2.1.2. Farbstofflosungen

Die Farbstofflosungen enthielten 18 umol/l Fluo-3 AM (Molecular Probes, Eugene,
Oregon, USA), in einigen Versuchen zusitzlich 20 umol/l Fura-Red AM (Molecular
Probes), in SL. Die Farbstoffe wurden zundchst in DMSO gel6st und dann in die SL
gegeben. Der Losung wurde Pluronic F-127 (Molecular Probes) in einer Dosierung von
1 pl einer 20 %igen Stammldsung in DMSO pro 10 nmol AM-Ester zugesetzt. Die
DMSO-Endkonzentration der Farbstofflosungen betrug 0,58 % (0,96 % bei
Verwendung beider Farbstoffe).

2.1.3. Weitere Substanzen

Azetylcholin (ACh) 10 umol/l (Serva)
Ascorbinsdure 6; 1-Heptanol 2; Indomethacin 10 pmol/l; L-Arginin 0,125; Nw-Nitro-L-
Arginin-Methylester (L-NAME) 1; Nitroprussid-Natrium (SNP) 1 umol/l; Noradrenalin
(NA) 1, 3 oder 10 umol/l (alles Sigma)

Die Losungen wurden wihrend der Priparation und der Versuche mit Carbogengas
(5% CO,, 20% Oy, 75% N3) auf einen pH-Wert zwischen 7,40 und 7,42 dquillibriert.

Die Unterdriickung des zyklooxygenaseabhéngigen zelluldren Signalweges erfolgte



durch Zugabe von 10 pumol/l Indomethacin zur SL. Bei der Verwendung von NA wurde
der Losung 1 mg Ascorbinsdure je ml Losung zur Vermeidung einer Oxidation des NA
zugesetzt. Bei Versuchen mit intaktem Endothel enthielt die Standardlosung 0,125
mmol/l L-Arginin als Substrat der NO-Synthese des GefaBlendothels. Aufgrund der
Lichtempfindlichkeit der Fluoreszenzfarbstoffe wurden die Versuche in einem

abgedunkelten Labor durchgefiihrt.



2.2. Priaparation der Rattenmesenterialarterien

Fiir die Priaparation der Mesenterialarterien wurden weibliche und ménnliche Wistar-
Ratten mit einem Gewicht zwischen 170 g und 330 g verwendet. Die Tiere wurden mit
Ather betiubt und durch Ausbluten getdtet. Nach Eroffnung des Bauchraumes wurde
ein ca. 10 cm langer Diinndarmabschnitt mit zugehdrigem Mesenterium entnommen
und in vorgekiihlte (5 °C) SL iiberfiihrt. Die Priparation der Arterien erfolgte in einer
mit Silikon-Elastomer (Sylgard 184, Dow Corning, Seneffe, Belgien) ausgegossenen
Priparationsschale. Die Diinndarmschlinge wurde mit dem zugehdrigen Mesenterium
ringformig aufgespannt. Unter einem Stereomikroskop (Hundt, Wetzlar) erfolgte die
Auswahl von Arterienabschnitten mit einem AuBlendurchmesser von 150 bis 250 um
und einer Lénge von 5 — 10 mm. Diese wurden mit mikrochirurgischen Instrumenten
aus dem Mesenterium herausgelost. Das anhaftende Gewebe sowie die begleitende
Vene wurden entfernt. Die isolierte Arterie wurde am proximalen Ende auf eine
Glaskapillare gezogen. Durch Spiilung mit SL lieBen sich Blutreste aus dem Lumen
entfernen. In einem Teil der Experimente wurde mittels Luftperfusion iiber 1 min das
GefaBendothel zerstort. Den Erfolg dieser Methode haben Weidelt et al. in
vorangegangenen Experimenten bestitigt [14]. Die relaxierende Wirkung von 10 uM
ACh auf das Gefall wurde durch die Luftpassage auf weniger als 10 % der maximalen
Wirkung reduziert. AnschlieBend wurden die Arterien vollstindig auf eine dem
GefaBdurchmesser entsprechende Glaskapillare gezogen (s. Abb. 1). So konnten
Artefakte durch Eigenbewegungen wihrend der Untersuchung mit dem konfokalen

LASER-Scanning-Mikroskop weitgehend vermieden werden.



2.3. Beladung der Mesenterialarterien mit Ca’"-sensitiven Fluoreszenzfarbstoffen

Die isolierten und kaniilierten Arterien wurden in ein Eppendorf-Gefal} iibertragen und
mit dem Ca”*-sensitiven Fluoreszenzfarbstoff Fluo-3 AM, sowie in einigen
Experimenten gleichzeitig mit einem weiteren Ca’'-sensitiven Fluoreszenzfarbstoff,
Fura-Red AM, beladen. Die Azetoxymethylester (AM) der Farbstoffe wurden
verwendet, damit die Farbstoffe die Zellmembranen der Zellen passieren konnen. Durch
Esterasen erfolgt intrazelluldr die Spaltung der Esterverbindung und die Freisetzung des
Farbstoffes. Dieser besitzt eine viel geringere Lipidloslichkeit als die Esterverbindung
und kann so kaum in den Extrazellularraum zuriickdiffundieren. Zur Verbesserung der
Loslichkeit der Farbstoffester in der wélrigen Standardlosung wurden diese zunéchst in
DMSO geldst und danach in die SL geben. Um das AusmalB} der Prézipitation der
Farbstoff-AM-Ester zu vermindern, enthielt die Farbstofflosung zusitzlich Pluronic
F-127. Die Beladung erfolgte bei 19 °C, um die Kompartmentalisierung der Farbstoffe
in den Zellorganellen zu minimieren [16]. Die Beladungszeit betrug 12 bis 16 Stunden.
Kiirzere Zeiten fiihrten zu keiner ausreichenden Beladung der Muskelzellen mit den

Fluoreszenzfarbstoffen.



2.4. Fluoreszenzmikroskopie und Datengewinnung

Die farbstoffbeladenen Préparate wurden in eine MeBkammer mit einem Volumen von
I ml Tberfithrt. Mittels einer Metallfeder wurde die Glaskapillare mit dem
aufgezogenen Gefdll am Boden (Objekttragerdeckglas mit einer Stirke von 160 um) der

Kammer fixiert (Abb. 1).

Préparat auf Glaskapillare Glasboden der Kammer

Zufluf3

Abflu3

Befestigungsklammer

Abb. 1: Schematische Darstellung der MeBkammer

Vor Beginn eines jeden Versuches wurde das Priparat eine Stunde mit SL gespiilt, um
extrazellulire Farbstoffreste auszuwaschen. Der Zustrom der verschiedenen Lésungen
wurde {iber ein Ventilsystem gesteuert. Am gegeniiber liegenden Rand der Kammer
wurde die Losung mittels einer Pumpe abgesaugt. Ein Losungwechsel in der
Versuchskammer war innerhalb von 30 s moglich. Mit Hilfe eines Warmeaustauschers
im Zulauf und eines Temperaturfithlers wurden die Versuchslosungen auf 34 °C
temperiert.

Das konfokale Mikroskop bestand aus einem Insight IQ imaging system (Meridian
Instruments, Okemos, Michigan, USA) und einem Umkehrmikroskop (IMT-2,
Olympus, Tokio, Japan). Das Scan-System enthielt einen Galvanometer-getriebenen
bidirektionalen Spiegel [15]. Es wurde ein 100er Objektiv (DPlan x100, 1,25 Ol,

160/0,17, Olympus) mit Imersions6l verwendet. Die  Anregung der



Fluoreszenzfarbstoffe erfolgte mit einem Argon-LASER (Model 532, Omnichrome,
Chino, USA, wichtigste emittierte Wellenldnge 488 nm, max. verwendete Leistung
25 mW). Die von den Farbstoffen emittierten Fluoreszenz wurde mit einer CCD-
Kamera (CCD72E, Dage-MIT Inc., Michigan, USA) registriert und auf Videoband (S-
VHS) aufgezeichnet (Abb. 2).

Fir die Auswertung wurden mit einem Frame-Grabber Bildfolgen (Einzelbilder mit
max. 512 x 480 Pixel) des Fluoreszenzverlaufes (Zeitfolgen) mit einer Frequenz von
max. 6 s in den Rechner eingelesen. Bei der Verwendung von zwei Farbstoffen
wurden fiir Fluo-3 ein BandpaBfilter 530/30 nm und fiir Fura-Red ein Hochpalffilter
630 nm LP verwendet. Durch die Verwendung zweier Filter war aufgrund des
Filterwechsels bei jedem Bild der Bildfolge eine Aufzeichnung auf Video nicht
moglich. Hier wurden die Bildfolgen mit einer Frequenz von 1s™ direkt im Rechner
gespeichert.

Der Z-Trieb ermoglichte das vertikale Verschieben der optischen Schnittebene in
Schritten von minimal 0,5 um, so dafl Folgen von longitudinalen Schnittbildern der
untersuchten GefaBabschnitte in unterschiedlichen Ebenen erstellt werden konnten (Z-
Serie).

Entsprechend der vermuteten einzelnen glatten GefdBBmuskelzellen wurden fiir die
Analyse der zeitlichen Fluoreszenzénderungen einzelner glatter GefaBmuskelzellen
Areale quer zur Gefdfldngsachse ausgewihlt. Die zeitabhdngige mittlere Fluoreszenz

dieser Areale wurde mit Hilfe der Software des Systems Insight 1Q errechnet [17].
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Wirkstofflosungen

Wirme-
tauscher
CCD-
Kamera Signalverstéirkersteuerung
Signal-
verstdrker Kamerasteuerung
Filter —_— Videorecorder
Okular
—‘ Frame Grabber
Mikroskop PC 486/2-66
Brakenhoff- e Scansteuerung
Spiegel

——

Pumpe

Abb. 2: Schematische Darstellung des MeBplatzes
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2.5. Statistik

Die zeitlichen Fluoreszenzverldufe der einzelnen ausgewihlten Areale wurden mit Hilfe
des Programmes SigmaPlot 5.0 (SPSS, Chicago, Illinois, USA) graphisch dargestellt.
Als Mal fir die zeitliche Synchronizitit dieser Fluoreszenzverldufe wurde deren
Kreuzkorrelationskoeffizient mit dem Programm StatGraphics (STSC Inc., Rockville,
USA) berechnet. Dazu wurden jeweils die Fluoreszenzverldufe zweier Areale
miteinander verglichen. Bei mehr als zwei Arealen im untersuchten GefdBabschnitt
wurde der Fluoreszenzverlauf jedes Areals mit jedem der {ibrigen verglichen und aus
den Kreuzkorrelationskoeffizienten der Mittelwert gebildet. Statistische Daten wurden
in Form von Mittelwert + Standardfehler berechnet (Microsoft Exel 97, Microsoft
Corporation). Die statistische Signifikanz der Unterschiede zwischen einzelnen
Mittelwerten wurde mit Hilfe von ANOVA- und anschlieBendem paarweisem t-Test

tiberpriift (p < 0,05).
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3. Ergebnisse

3.1. Der Einflufl von Noradrenalin auf die [Ca2+]i-abhiingige Fluoreszenz in glatten

Gefiflmuskelzellen

Die Abb. 3 zeigt eine Folge longitudinaler Schnittbilder (Z-Serie) einer Ratten-
mesenterialarterie nach Beladung mit Fluo-3. Beginnend am &ulleren Rand der
Adventitia wurden fortlaufend in 1-um-Schritten longitudinale Schnittbilder bis in den
Bereich des Gefillendothels aufgenommen. In einer Tiefe von 16 bis 30 um lieBen sich
senkrecht zur Geféallingsachse angeordnete Areale mit stirkerer Fluoreszenz
abgrenzen, welche die glatten GefiBmuskelzellen repriasentieren (Abb. 3a). Weiter
zentral finden sich langs zur Gefdfachse angeordnete Strukturen. Diese stellen das
GefaBendothel [18] dar. Nach Stimulation mit 3 uM NA erhohte sich die Fluoreszenz in
den glatten GefidBmuskelzellen. Nach einem initialen Fluoreszenzanstieg von ca. 60 s
Dauer wurden im weitern Verlauf rhythmische Anderungen der Fluoreszenzintensitit
beobachtet. Abb. 3b zeigt eine Z-Serie nach Stimulation mit 3 uM NA zum Zeitpunkt
der konstanten Fluoreszenzerhhung.

Wurde die Ebene der Signalgewinnung in den Bereich der glatten GefaBBmuskelzellen
gelegt, so lieB sich mit Hilfe einer Zeitserie die rhythmische Anderung der

Fluoreszenzintensitit in den GefdBmuskelzellen darstellen (Abb. 4).
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100.pum

2044 4095
Farbwerte

Abb. 3: Z-Serie der Ca®’-abhingigen Fluoreszenzverteilung (Pseudofarbdarstellung,
rote Pixel zeigen eine hohe, blaue eine niedrige [Ca®’]) in einer intakten
Mesenterialarterie der Ratte vor (A) und nach Applikation von 3 uM NA (B). Die
Darstellungen beginnen (linke obere Bildecke) an der Adventitia und schreiten in 1 pm-
Schritten zum GefdBlumen fort. Die Gefdfldngsachse verlduft in dieser Darstellung in

vertikaler Richtung.



14

Abb. 4: Beispiele fiir die zeitabhidngige Anderung der [Ca’']i-Signale in einzelnen
glatten = Muskelzellen intakter = Mesenterialarterien.  Zeitserie des  Fluo-3-
Fluoreszenzverlaufes nach Stimulation mit 1 uM NA (A) bzw. 3 uM NA (B).

Zeitintervall 280 ms. A und B zeigen zwei verschiedene Gefélle.
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3.2. Der Einfluf} der Noradrenalinkonzentration auf die Korrelation der [Caz+]i-

abhingigen Fluoreszenzsignale glatter Gefilmuskelzellen

Nach der Zugabe von NA zur Badldsung wurden wiederholt transiente Anderungen der
[Ca®]; in den glatten GefaBmuskelzellen beobachtet. Bei einer NA-Konzentration von
1 uM traten nur sporadische [Ca” ]i-Anstiege in einzelnen Zellen auf. Das bedeutet, die
Fluoreszenzmaxima erschienen eher stochastisch verteilt in den einzelnen glatten
Gefiallmuskelzellen, mit Zeitintervallen von mehreren Sekunden zwischen den Maxima
einzelner Zellen. Die zeitliche Korrelation der Fluoreszenzsignale einzelner
Gefallmuskelzellen war gering (Abb. 4a, 5a, 6b). Eine Erh6hung der NA-Konzentration
auf 3 oder 10 uM fithrte zu rhythmischen Oszillationen der [Ca®']; und einer
Verstirkung der Korrelation zwischen den [Ca®*]i-Signalen verschiedener Zellen. (Abb.
4b, 5b und c, 6b).

Die Anzahl der [Ca®’)i-Transienten pro Minute stieg bei Erhdhung der NA-
Konzentration von 1 auf 3 pM an. Jedoch war die Frequenz der rhythmischen
Oszillationen bei einer NA-Konzentration von 3 und 10 uM etwa gleich (Abb. 6a).

Im Zusammenhang mit der Applikation von NA traten auch rhythmische Kontraktionen
der Mesenterialarterien auf, welche durch das Aufziehen auf die Glaskapillare
weitgehend unterdriickt werden konnten. Eine geringe Kontraktion und somit minimale
Bewegung der GefdaBmuskelzellen war jedoch nicht vollstindig zu verhindern. Um
sicherzustellen, daB die Anderungen der Fluo-3-bedingten Fluoreszenz nicht durch
Bewegungsartefakte (lokale Erhohung der Farbstoffkonzentration bei Kontraktion)
bedingt waren, wurden einige Messungen bei gleichzeitiger Beladung der glatten
Gefilmuskelzellen mit Fura-Red durchgefiihrt. Bei Fluo-3 handelt es sich um einen
sogenannten Ein-Wellenldngen-Intensitdtsmodulierenden-Indikator, d.h. durch Bindung
von Ca’’-Ionen kommt es zu einer Intensititssteigerung der Fluoreszenz bei
unverdnderter Frequenz des emmitierten Lichtes (Maximum bei 526 nm). Fura-Red
verhélt sich in zwei Gesichtspunkten anders. Erstens ist er ein Zwei-Wellenldngen-
Indikator und weist in der Ca*'-freien im Gegensatz zur Ca*"-gebundenen Form ein
gering verdndertes Emissionsmaximum (645nm bzw. 640nm) auf. Zweitens tritt bei
Ca2+—Bindung eine Abnahme der Fluoreszenzintensitit auf [16]. Wie in Abb. 7
dargestellt, wurden die rhythmischen Erhohungen der Fluo-3-bedingten Fluoreszenz
von synchronen Verminderungen der Fura-Red-bedingten Fluoreszenz begleitet, wie

dies fiir [Ca*"];-Oszillationen zu erwarten ist. Die Anderung des Quotienten der Fluo-3-
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bedingten zur Fura-Red-bedingten Fluoreszenz ist somit ein genaues Mal} fiir die
Anderung der [Ca®];, ohne die oben genannten Fehlerquellen [19]. Aufgrund der
Synchronizitit des Signals der Fluo-3-bedingten Fluoreszenz und des aus Fluo-3- und
Fura-Red-bedigter Fluoreszenz gebildeten Quotienten war das Ausmal3 des mdglichen
Fehlers bei alleiniger Verwendung der Fluo-3-bedingten Fluoreszenz jedoch minimal.
Fiir die hier durchgefiihrten Messungen war die einfachere alleinige Verwendung von

Fluo-3 deshalb ausreichend.
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Abb. 5: Korrelation des zeitabhingigen [Ca®']i-Signals verschiedener glatter
GefalBmuskelzellen intakter Arterien nach Applikation von 1 uM (A), 3 uM (B) und
10 uM NA (C). Es handelt sich um drei verschiedene Arterien.
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S
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Abb. 6: Der EinfluB von NA auf das [Ca®";-Signal glatter GefiBmuskelzellen intakter
Arterien. (A) Abhingigkeit der Haufigkeit der [Ca’']i-Transienten von der NA-
Konzentration. Mittelwerte von 18 — 25 Zellen aus 5 — 7 GefdaBBen. (B) Mittlere
Kreuzkorrelationskoeffizienten der [Ca®]-Transienten nach Applikation verschiedener
NA-Konzentrationen mit und ohne zusitzlicher Gabe von 1 mM L-NAME. Mittelwerte
von 16 — 40 Zellen aus 4 — 6 Gefdllen. Statistisch signifikante Unterschiede sind durch

Sternchen gekennzeichnet.
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Abb. 7: Zeitabhingige Anderung des normierten mittleren Fluoreszenzsignals der
Fluoreszenzfarbstoffe Fluo-3 und Fura-Red (A) und deren Quotient (B) in einer glatten
GefaBmuskelzelle nach Stimulation mit 3 uM NA
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3.3. Der Einflufl von NO auf die Korrelation der [Ca2+]i-Signale

Die gleichzeitige Applikation des NO-Synthase-Inhibitors L-NAME [20] zur Badlosung
zusammen mit NA erhohte die zeitliche Korrelation der [Ca®*]-Transienten einzelner
glatter GefdaBmuskelzellen im Vergleich zur alleinigen Gabe von NA (Abb. 6b). Dies
war besonders deutlich bei einer niedriger NA-Konzentration, welche allein nur eine
geringe zeitliche Kopplung der [Ca*"]-Signale bewirkte. Diese Ergebnisse lassen
vermuten, daB NO aus dem Endothel einen desynchronisierenden Effekt auf die [Ca®']i-
Signale glatter GefdBmuskelzellen hat. Die Annahme wurde durch die Beobachtung
gestiitzt, daB ACh die [Ca®"}i-Signale in Priparaten mit intaktem Endothel reversibel
desynchronisierte (Abb. 8 und 12a). Durch die Gabe von L-NAME wurde die
desynchronisierende Wirkung von ACh auf die [Ca®"]-Signale aufgehoben (Abb. 12a).
Des weiteren hatte die exogene Zufuhr des NO-Donors SNP in Pridparaten mit
geschiadigtem Endothel die gleiche desynchronisierende Wirkung auf die
Fluoreszenzsignale wie ACh bei intaktem Endothel. Dieser Effekt war ebenfalls

reversibel. Er war jedoch durch L-NAME nicht zu unterdriicken (Abb. 9 und 12b).
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Abb. 8: Der desynchronisierende EinfluB von ACh auf [Ca*']-Signale glatter
Muskelzellen einer Mesenterialarterie. Zeitverlauf des Fluoreszenzsignals verschiedener
Muskelzellen eines Gefifles. 3 uM NA wurde liber gesamten Zeitraum appliziert.

10 uM ACh wurde wie angegeben der Badlosung zugesetzt.
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Abb. 9: Der Effekt von SNP auf synchrone [Ca*"]-Signale glatter GefiBmuskelzellen
nach Schiadigung des Endothels durch Luftpassage. Die Badlosung enthielt im gesamten
dargestellten Zeitraum 10 pM NA und 1 mM L-NAME. 1 uM SNP wurde wie

angezeigt zugegeben.
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3.4. Der Einflufl von Heptanol auf die Synchronisation der [Ca2+]i-Signale glatter

Gefiflmuskelzellen

Um die Bedeutung der gap-junctions fiir die Synchronisation der [Ca®"];-Transienten zu
untersuchen, wurde nach Auslosen von synchronen [Ca®']i-Transienten durch NA die
gap-junction-entkoppelnde Substanz Heptanol [21] der Badlosung zugesetzt. Wie in
Abb. 10 gezeigt (fiir die Statistik sieche Abb. 12c¢), fiihrte die Zugabe von Heptanol zu
einer schnellen Desynchronisation {iber einen Zeitraum von ca. 50 s mit anndhernd
unverdnderten Amplituden der [Ca®']i-Transienten. Nach ca. 1 min trat eine massive
Reduktion der Transienten auf. Die Heptanolwirkung war reversibel, d.h. nach dem
Auswaschen der Substanz traten die [Ca’']i-Oszillationen wieder auf. [Ca’'i-
Oszillationen konnten ebenfalls in Gefdllen mit zerstortem Endothel erzeugt werden.
Bei diesen Priparaten war der Effekt von Heptanol auf die [Ca*"];-Oszillationen gleich
dem bei Gefiflen mit intaktem Endothel. Abb. 11 zeigt das Wiederauftreten von
synchronen [Ca”';-Oszillationen nach dem Auswaschen des Heptanols am Beispiel

eines GefiBes mit zerstortem Endothel.
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Abb. 10: Der EinfluB von Heptanol auf synchrone [Ca*']--Signale. Beispiel fiir den
Verlauf des mittleren Fluoreszenzsignales verschiedener glatter Muskelzellen einer
Rattenmesenterialarterie. Wahrend der gesamten Aufzeichnung wurden 3 uM NA

appliziert. Heptanol wurde der Badlosung wie dargestellt zugegeben.
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Abb. 11: Wiederauftreten der synchronen [Ca*']i-Oszillationen in verschiedenen
Gefalimuskelzellen nach dem Auswaschen von 2 mM Heptanol am Beispiel eines
Gefilles mit zerstortem Endothel. 3 pM NA in der Badlosung iiber den gesamten
Zeitraum, 2 mM Heptanol zusétzlich bis 100s vor Beginn der Aufzeichnung.
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Abb. 12: Statistische Werte flir den Einflu von Modulatoren der NO-Wirkung sowie
von Heptanol auf die Synchronisation der [Ca®']i-Signale. Darstellung des mittleren
Kreuzkorrelationskoeffizienten der [Ca’']-Transienten verschiedener Paare glatter
GefaBmuskelzellen. Analyse von 15 bis38 Zellen aus 4 (A) bzw. 3 Gefdllen (B und C).
Stimulation mit 3 uM (A) bzw. 10uM NA (B und C), weitere Substanzen entsprechen
der Angabe auf der Abszisse. Endothel intakt (A), zerstort (B) sowie fiir Gefale mit
intaktem und zerstortem Endothel (C).
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3.5. Die Bedeutung interzellulirer [Ca’*]-Wellen fiir die Synchronisation der
[Ca2+]i-Signale

Bei einer NA-Konzentration von 1 uM konnte die Ausbreitung von [Ca*']i-Transienten
innerhalb einzelner glatter GefaBmuskelzellen beobachtet werden. Abb. 14 verdeutlicht
an Hand dreier Topogramme die Wanderung einer [Ca®']-Welle. Es stellte sich die
Frage, ob die Synchronisation der [Ca*"]-Oszillationen bei hoheren NA-
Konzentrationen durch eine interzelludre Ausbreitung solcher [Ca2+]i-Wellen
hervorgerufen wird. Aus diesem Grund wurde die Ausbreitungsgeschwindigkeit der
[Ca®)i-Transienten in einzelnen glatten GefaBmuskelzellen bestimmt (Abb. 13a und b).
Die mittlere Ausbreitungsgeschwindigkeit betrug 25,2 £ 2,6 um/s. (N = 6 Zellen).
Dieser Wert mufite in Bezichung zu dem zeitlichen Abstand zwischen den
oszillierenden [Ca*"}i-Transienten verschiedener Zellen gesetzt werden. Bei einer NA-
Konzentration von 3 uM wurde der zeitlichen Abstand der [Ca®']i-Transienten mit Hilfe
der Zeitverschiebung (Phasenverschiebung) der maximalen Kreuzkorrelation von
Paaren parallel angeordneter glatter GefdBmuskelzellen bestimmt. Die betrachteten
Paare waren durch bis zu vier weitere interponierte Zellen voneinander getrennt. Wie in
Abb. 13c dargestellt, bestand keine signifikante Abhédngigkeit des zeitlichen Abstandes
der [Ca”"]i-Transienten zweier Zellen von der Anzahl der dazwischen liegenden Zellen.
Der mittlere Abstand zweier parallel liegender glatter Muskelzellen in der GefaBwand
wurde mit 18 + 2 pm (30 Zellen aus 5 GefiBen) ermittelt. Das bedeutet, daB die [Ca*"]i-
Welle bei vier dazwischen liegenden Zellen einen Abstand von ca. 90 pm {iberwinden
mulB. Bei der berechneten Ausbreitungsgeschwindigkeit von ca. 25 pum/s wiirden dafiir
ungefdhr 3,6 s benétigt. Aus Abb. 13c 1dBt sich jedoch ableiten, daB3 das
synchronisierende Signal dafiir weniger als 1 s bendtigt. Aus diesem Grund kann man
schlieBen, daB die [Ca®"]-Oszillationen nicht durch eine interzellulire Ausbreitung von

2+ . ..
[Ca” ];-Transienten synchronisiert werden.
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Abb. 13: Ausbreitung der [Ca®]i-Wellen.  (A) Prinzip der Messung der
Ausbreitungsgeschwindigkeit von [Ca®'|-Transienten. Area 1 zeigt die vermutete
gesamte Muskelzelle, die Areae 2 bis 4 einzelne Abschnitte davon.
Pseudofarbdarstellung, rote Pixel zeigen eine hohe, blaue eine niedrige [Ca®']i. (B)

Zeitabhingiger Verlauf der [Ca™';

fiir die Areale aus A. Aus der Zeitverschiebung der
[Ca’"];-Maxima der Areale 2 und 4 und deren Abstand lieB sich eine Geschwindigkeit
von 28 pm/s errechnen. (C) Zusammenhang zwischen relativen Abstand der Zellen und
der Zeitverschiebung ihrer maximalen Kreuzkorrelation. Messwerte von 3 Gefdl3en mit
Darstellung ihrer linearen Regression (Korrelationskoeffizent der Regressionsgeraden

statistisch nicht signifikant von 0 verschieden).
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Abb. 14: Pseudofarbtopogramme der Fluoreszenzverteilung in einer Muskelzelle
withrend einer [Ca*'];-Welle. Der dargestellte Bereich entspricht Area 1 in Abb. 13. Es
werden die Fluoreszenzverteilungen zum Zeitpunkt des jeweiligen Maximums der

mittleren Fluoreszenz in den Arealen 2, 3 und 4 (von oben nach unten) dargestellt.
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3.6. Der EinfluB der Amplitude der [Ca**|;-Signale auf deren Synchronisation

Wihrend der Desynchronisation der [Ca®'-Signale durch ACh, SNP oder Heptanol
verringerte sich die Amplitude der Fluoreszenzsignale und somit vermutlich auch der
[Ca®");-Oszillationen. Um zu priifen, ob ein ursdchlicher Zusammenhang zwischen der
Amplitude der Fluoreszenzoszillationen und der Synchronisation der [Ca®"}i-Signale
besteht, wurden Experimente mit einer verminderten extrazelluliren Ca**-Konzentration
([Ca*"]e) durchgefiihrt. Wie in Abb. 15 dargestellt, verringerten sich dadurch die
Amplituden der Fluoreszenzoszillationen, ohne daB3 dabei eine Desynchronisation
auftrat. In drei Experimenten, bei denen die Badlosung 3 pM NA und 0,5 mM [Ca*'],
enthielt, betrug der mittlere Korrelationskoeffizient der [Ca2+]i—Transienten 0,89 + 0,05.
Er unterschied sich damit nicht signifikant von dem Wert, der bei denselben Préparaten
unter Verwendung von 2,5 mM [Ca®'], ermittelt wurde (0,95 + 0,03). Er war jedoch
signifikant hoher als nach Applikation von ACh, SNP oder Heptanol (siche Abb. 12).
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Abb. 15: Einflu der extrazelluliren Ca*"-Konzentration auf die [Ca*'}i-Transienten
glatter GefaBmuskelzellen. Zeitlicher Verlauf des mittleren Fluoreszenzsignales
verschiedener Muskelzellen eines GefdBabschnittes unter Einwirkung von 3 uM NA.

Die Ca®"-Konzentration der Badlsung wurde wie angegeben verindert.
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4. Diskussion

4.1. Das experimentelle Modell

Das Ziel dieser Arbeit war es, die Verdnderung der kontraktionssteuernden
intrazelluldren Ca®"-Konzentration einzelner Gefdfmuskelzellen an weitgehend intakten
Arterien wiahrend der Applikation vasoaktiver Stimuli zu untersuchen. Mit Hilfe der
durchgefiihrten Experimente sollte eine Briicke zwischen den Ergebnissen von
Messungen der Kontraktion intakter GefiBe sowie der Untersuchung der [Ca’'];
isolierter glatter GefaBmuskelzellen geschlagen werden. Die Verwendung eines
Mehrzellpréparates bietet Vorteile gegeniiber der Untersuchung von Einzelzellen. Eine
mogliche Beeinflussung der Signaliibertragung und der Kontrolle der Muskelzell-
kontraktion durch [Ca®']; infolge der Isolierung und Kultivierung der glatten
GefilBmuskelzellen wird vermieden. Durch den erhaltenen Zellverband befinden sich
die Zellen in einer eher physiologischen Umgebung. Nur in solch einem weitgehend
intakten GefaBpriparat kann die Koordination der [Ca*']i-Transienten einzelner
GefaBmuskelzellen untersucht werden. Andererseits ist die Kontrolle der extrazelluldren
Losung eingeschrinkt und ein schneller Austausch derselben nicht durchfiihrbar.
AuBlerdem war in den intakten Arterien die optische Auflosung geringer als bei
Einzelzellprdparaten, und darum waren exakte Untersuchungen der subzelluldren
[Ca*"]i-Signale, wie z.B. die Aufldsung von [Ca*']i-sparks, nicht moglich. Ein Nachweis
von [Ca®")i-sparks auch in Mehrzellpriparaten ist jedoch mit Hilfe von optischen
Systemen mit einer besseren Auflosung gelungen [22]. In den hier durchgefiihrten
Experimenten konnten nur die Gesamt-[Ca’’]i-Signale  einzelner  glatter
Gefdlmuskelzellen abgegrenzt werden. Obwohl es nicht gelang, die Grenzen der
einzelnen Muskelzellen darzustellen, stimmen die ausgewdhlten Areae in Bezug auf
Anordnung und Lange mit Beobachtungen mittels eines Elektronenmikroskops iiberein.
Es besteht jedoch eine Abweichung in Bezug auf den Querdurchmesser der Zellen.
Dieser weist in den elektronenmikroskopischen Priparaten bis zu 50% geringere Werte
auf [23]. Bei den elektronenmikroskopischen Untersuchungen tritt jedoch meist ein

préaparationsbedingtes Schrumpfen der Zellen auf.
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Ein Vergleich der Zelldichte im Prdparat mit der in elektronenmikroskopischen
Untersuchungen zeigt, da3 nicht alle Muskelzellen ausreichend mit Farbstoff beladen
wurden.

Eine Kalibrierung des Fluoreszenzsignals auf die absolute [Ca®’]; erwies sich als
schwierig und unzuverldssig, da die Beladung der einzelnen Zellen mit den
Fluoreszenzfarbstoffen zum Teil sehr unterschiedlich ausfiel. Aus diesem Grund
wurden Messungen der relativen Anderung der [Ca®']; unter Verwendung von Fluo-3
durchgefiihrt. In einigen Experimenten erfolgte die Beladung zusétzlich mit Fura-Red.
Dadurch konnte gezeigt werden, dafl die Anstiege der Fluo-3-Fluoreszenz durch
Anstiege der [Ca’]; bedingt waren und nicht aufgrund von Bewegungsartefakten

entstanden [19].
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4.2. Die Synchronisation des [Caz+]i-Signals einzelner glatter Gefilimuskelzellen

wird durch NA kontrolliert

Die [Ca®"];-Oszillationen in glatten Gefimuskelzellen werden wahrscheinlich iiber o.;-
adrenerge Rezeptoren ausgeldst, da der ay-adrenerge Agonist Phenylephrin [Ca®']i-
Oszillationen in glatten GefaBmuskelzellen erzeugen kann. Dies wurde in @hnlichen
Versuchen wie den hier beschriebenen gezeigt [13; 24] und stimmt mit der generellen
Erkenntnis iiberein, daB3 durch Stimulation der Phospholipase-C-Signalkette (die u.a.
iiber o,-adrenerge Rezeptoren aktiviert wird) Oszillationen der [Ca®']; sowie der
Muskelspannung glatter Muskelzellen ausgelost werden konnen [3; 6; 11].

Bei einer niedrigen NA-Konzentration von 1 pM waren die [Ca®"]i-Transienten der
einzelnen glatten GefaBmuskelzellen zeitlich nur schwach oder gar nicht gekoppelt.
Dies stimmt mit von Weidelt et al. durchgefiihrten Experimenten iiberein, bei denen
unter Verwendung des gleichen Priparates mittels Einzelelektroden-Spannungsmessung
die Anderungen von Membranpotentialen und Stromen einzelner  glatter
GefaBmuskelzellen bestimmt wurden und keine elektrische Kopplung zwischen den
Gefilmuskelzellen gefunden wurde [14]. In gleichartigen Experimenten wie den hier
beschriebenen konnten [Ca®']i-Transienten in einzelnen glatten GefdaBmuskelzellen von
weitgehend intakten Rattenschwanzarterien beobachtet werden. Konzentrationen von
NA oder Phenylephrin bis zu 1 pM sowie die Stimulation der perivaskuldren
sympathischen Nervenfasern fiihrten zu einer erhohten Wahrscheinlichkeit des
Auftretens von [Ca’']i-Transienten in einer einzelnen Zelle bzw. erhohten die Anzahl
der Zellen, in denen [Ca*']-Transienten beobachtet werden konnten. Die Signale waren
auch hier nicht synchron [13; 22; 25]. Umgekehrt fiihrte die Gabe von ACh oder SNP
bei mittels 0,3 uM NA oder Reizung der perivaskuldren Nervenfasern stimulierten
GefiBmuskelzellen zu einer Reduktion der Zellen mit [Ca*']i-Transienten sowie der
Frequenz der Oszillationen in einzelnen Zellen [26]. Daraus wurde geschlossen, daf} die
abgestufte kontraktile Antwort einer Arterie, welche durch die Menge des
sympathischen Transmitters und des vom Endothel synthetisierten NO kontrolliert wird,
groBtenteils liber die abgestufte Anzahl aktiver Zellen in der GefaBwand reguliert wird.
Dies wiirde also analog zur Kontrolle der Kraftentfaltung in Skelettmuskeln durch die
Rekrutierung motorischer Einheiten erfolgen. Fiir einen solchen Mechanismus wére

eine Synchronisation der Einzelzellkontraktionen aufgrund einer Kopplung der [Ca®']i-
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Signale einzelner glatter GefaBmuskelzellen nicht sinnvoll. Das beschriebene Prinzip
wiirde eher in GefdBBen (kleine Arterien) mit mehreren konzentrischen Lagen von
Muskelzellen funktionieren, wogegen bei Arteriolen mit nur einer Muskelschicht die
glatten GefaBBmuskelzellen meist gekoppelt erscheinen [10].

Die hier durchgefiihrten Messungen zeigen, da3 bei hoheren Konzentrationen von 3 und
10 pM NA eine Koordination der [Ca®']i-Signale einzelner glatter GefiBmuskelzellen
eintritt, die zu synchronen [Ca®]i-Antworten groBer Teile der GefiBwand fiihrt. Dies ist
begleitet von einer synchronen Vasomotion, wie mittels konfokaler Darstellung von
Muskelzellen in Mesenterialarterien [13; 24] und afferenten Arteriolen der Ratte [27]
gezeigt werden konnte. Die Spannungsentwicklung in den hier untersuchten Gefial3en
entsteht so durch eine zunehmende Synchronisation der Kontraktion der einzelnen
Muskelzellen.

Die Frequenz der Oszillationen &nderte sich nicht bei Erhohung der NA-Konzentration
von 3 auf 10 uM. Das erscheint sinnvoll im Zusammenhang mit Berechnungen, die
zeigen, daB Anderungen des Widerstandes und Flusses von der Oszillationsfrequenz
unabhéngig sind [7]. Jedoch wurde unter verschiedenen experimentellen Bedingungen
bei Erhéhung der Agonistkonzentration in einigen Fillen eine Zunahme der [Ca®'];-
Oszillationsfrequenz, jedoch nicht der Amplitude der Oszillationen beobachtet. Die
maximale Frequenz wurde gewo6hnlich bei der Konzentration beobachtet, die auch die

maximale mechanische Antwort hervorrief [11].
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4.3. NO desynchronisiert die [Ca**]i-Signale einzelner glatter GefiBmuskelzellen

Der Gefdftonus wird durch die Balance kontrahierender und relaxierender Mediatoren
gesteuert. Stickstoffmonoxid (NO), welches nach Stimulation durch Agonisten vom
Endothel freigesetzt wird, ist einer der wichtigsten Vasodilatatoren. Wenn
kontrahierende Agonisten wie NA die Vasomotion durch Synchronisation der
GefaBBmuskelzellen auslosen, so kann vermutet werden, dafl relaxierende Substanzen
wie endotheliales NO ihre hemmende Wirkung auf die Oszillationen der
Wandspannung durch einen desynchronisierenden Effekt erreichen. Dies fand sich in
den hier beschriebenen Experimenten bestitigt. [Ca®];-Oszillationen konnten durch NA
nicht nur bei fehlendem Endothel ausgelost werden, vielmehr verringerte ACh in
Abhingigkeit von einem funktionierenden Endothel die Korrelation der [Ca*"};-Signale
einzelner glatter GefaBmuskelzellen. Dieser Effekt lies sich durch L-NAME blockieren
und durch den NO-Donor SNP nachahmen. L-NAME hatte keinen Effekt auf die SNP-
induzierte Desynchronisation. Das weist darauf hin, dafl endotheliales NO in der Lage
ist, unter den angegebenen experimentellen Bedingungen synchrone [Ca®']i-
Oszillationen zu behindern. Weiterhin spricht der synchronisierende Effekt von L-
NAME bei intaktem Endothel fiir eine stindige basale Freisetzung von NO aus dem
Endothel auch ohne ACh-Stimulation, welche einen desynchronisierenden Effekt auch
unter Ruhebedingungen zur Folge hat.

Der Einfluf des Endothels auf die [Ca®']-Oszillationen und die Anderungen der
Gefalwandspannung konnte von den fiir die Auslosung der Oszillationen gewéhlten
experimentellen  Bedingungen abhingen [3]. Zum Beispiel wurde fiir
Mesenterialarterien der Ratte eine Abhéngigkeit der Oszillationen der Wandspannung
von einem intakten Endothel in einigen Versuchen nachgewiesen [28; 29]. In anderen
Experimenten war dies nicht der Fall [24; 30-32]. Weiterhin wurde, obwohl eine
kontinuierliche basale Freisetzung von NO als notwendig fiir Oszillationen der
Wandspannung gilt [28; 29], ein inhibitorischer EinfluB von NO auf Vasomotion [33]
und [Ca®);-Oszillationen [13] in diesen Priparaten beschrieben. AuBerdem wurde
berichtet, daB L-NAME die Vasomotion hemmt [28]. In den hier durchgefiihrten
Experimenten wurden die [Ca®*]i-Oszillationen durch diese Substanz verstirkt. Der
Grund fiir diese gegensdtzlichen Beobachtungen bleibt unklar. Sicher spielen
unterschiedliche experimentelle Bedingungen (Temperatur, pO,, Wandspannung) eine

Rolle.
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4.4. Gap-junctions sind an der Synchronisation der [Ca’"];-Signale glatter Gefif}-

muskelzellen beteiligt

Viele Studien haben gezeigt, da3 die Kopplung der glatten Muskelzellen durch gap-
junctions an der Ausbildung von synchronen Kontraktionen und [Ca®']i-Oszillationen
beteiligt ist [21]. Vor diesem Hintergrund ist die desynchronisierende Wirkung von gap-
junction-Entkopplern ein hiufig beobachtetes Phanomen [3; 6]. Entsprechend konnte in
den gezeigten Versuchen ein desynchronisierender Effekt auf die Kopplung der [Ca®']i-
Signale der glatten Muskelzellen, dhnlich dem von ACh und SNP, auch durch Heptanol,
einen bekannten Entkoppler der gap-junction-Kanile [34], hervorgerufen werden.
Weiterhin vermindert NA den Eingangswiderstand der untersuchten glatten
Gefilmuskelzellen, wohingegen die nachfolgende Gabe von ACh diesen reduziert [35].
Dies deutet auf einen moglichen stimulierenden Effekt von NA und eine hemmende
Wirkung von ACh auf die Offnung der gap-junctions hin. Andererseits kdnnen durch
NA und ACh hervorgerufene anderweitige Verdnderungen von Tridgern der
Membranleitfahigkeit, wie z.B. der CI'-Kanilen, nicht ausgeschlossen werden.

Gap-junctions in der Media von Arterien bestehen hauptsdchlich aus Connexin (Cx) 43,
zu einem geringeren Anteil auch aus Cx 40 und Cx 37 [36-38]. Eine mogliche
Signalkaskade, welche den VerschluB von gap-junction-Kanélen bewirkt, konnte von
im Endothel gebildetem NO ausgehen, das in den glatten GefdaBmuskelzellen die
cGMP-Bildung fordert. Es ist bekannt, dall aus Cx 43 aufgebaute gap-junctions sich bei
Stimulation durch Proteinkinase G verschlieBen [39; 40]. Die Signalkette, welche zu
einer Verstirkung der zelluliren Kopplung durch NA fiihrt, konnte die iiber o-
adrenerge Rezeptoren erfolgte Aktivierung von Phospholipase C und Proteinkinase C
(PKC) beinhalten. Es ist bekannt, dal PKC die interzellulire Kopplung Cx 43-
gekoppelter Herzzellen verstirkt [41]. Dies geschieht moglicherweise durch eine
erhohte Offnungswahrscheinlichkeit der Cx 43 gap-junctions in einem Zustand geringer
Leitfahigkeit [39]. Andererseits kann die Verstirkung der Kopplung glatter
Gefalimuskelzellen durch NA auch iiber (-adrenerge Rezeptoren vermittelt werden.
Substanzen, die den zelluliren cAMP-Spiegel erhohen, steigern im allgemeinen die
Leitfdhigkeit der gap-junctions durch eine erhohte Expression oder Proteinkinase A-
vermittelte Phosphorylierung von Cx 43 [42]. Weiterhin wurde gefunden, da3 8-Br-
cAMP die allgemeine gap-junction-vermittelte Leitfahigkeit von Cx 40 exprimierenden

humanen Hepatomzellen erhoht [43]. Andererseits wurde bei glatten Muskelzellen der
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Rattenaorta in Zellkultur eine geringe Verminderung der Leitfahigkeit durch 8-Br-
cAMP beobachtet [44].

Es ist prinzipiell moglich, daB sich die [Ca®']i-Transienten erst ab einer bestimmten
[Ca*"]i-Schwelle als Wellen ausbreiten. Wenn diese Wellen fiir die Kopplung der
glatten GefdaBBmuskelzellen verantwortlich sind, wiirde das Ausmal} der Synchronisation
in erster Linie durch die Grofe der [Ca2+]i—Anstiege und nicht durch die
Offnungswahrscheinlichkeit der gap-junctions kontrolliert werden. Man konnte deshalb
schluBlfolgern, dal der desynchronisierende Effekt von ACh, SNP und Heptanol auf die
[Ca®)i-Signale nur durch eine Verminderung der Amplitude der [Ca*'}i-Transienten
erreicht wird und nicht durch einen Verschlu von gap-junctions. Die deutliche
Abnahme der Amplituden der Fluo-3-Oszillationen nach Applikation dieser Substanzen
konnte diese Annahme unterstiitzen. Eine Verminderung der Amplituden der [Ca®']i-
Transienten durch Reduktion der [Ca®]. ergab jedoch keine signifikante Anderung der
Kopplung der [Ca®'];
ACh (Abb. 8), Heptanol (Abb. 9) und SNP (nicht gezeigt) eine erneute Synchronisation

-Signale (Abb. 15). Weiterhin trat wéhrend des Auswaschens von

auf, obwohl die Amplituden der Fluoreszenzoszillationen viel geringer als zuvor und
kaum grofer als wihrend der Applikation der desynchronisierenden Wirkstoffe waren.
Dies spricht gegen eine fiihrende Rolle der Stirke der [Ca®)-Transienten fiir die

Synchronisation der glatten GefaBmuskelzellen.
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4.5. Die Kopplung der [Ca2+]i-Signale entsteht nicht durch eine interzelluliire

Ausbreitung von [Caz+]i-Wellen

Eine Beteiligung der gap junctions an der Kopplung der glatten GefaBmuskelzellen
kann prinzipiell iiber zwei verschiedene Wege erfolgen. Erstens konnen die gap-
junctions die Ubertragung eines oszillierenden intrazelluliren Mediators ermdglichen.
Da allgemein angenommen wird, dafl die Konzentration von IP; wihrend periodischer
Anderungen der [Ca®']; nicht oszilliert [6; 11], kommt als moglicher Mediator vor allem
[Ca®"); in Frage. Fiir eine effektive Synchronisation miissen sich die Ca**-Ionen schnell
zwischen den Zellen bewegen. Bei einer Konzentration von 1 uM NA wurde in den
durchgefiihrten Experimenten eine Ausbreitungsgeschwindigkeit der [Ca*"]i-Wellen
von 25 um/s ermittelt. Dies entspricht der Gro3enordnung von anderen Messungen an
glatten Muskelzellen [13; 45; 46]. Aber selbst wenn mogliche Verzogerungen der
Ubertragung der [Ca”"]i-Signale an den Zellgrenzen nicht beriicksichtigt werden, ist
diese Ausbreitungsgeschwindigkeit zu gering, um die beobachtete enge zeitliche
Kopplung der glatten GefaBmuskelzellen zu ermoglichen. Wie Abb. 13 zeigt, miiite die
Weiterleitung des synchronisierenden Signals um mindestens eine Zehnerpotenz
schneller erfolgen als die gemessene Ausbreitungsgeschwindigkeit des [Ca*"]i-Signals
in den glatten GefiBmuskelzellen. Dies kann wahrscheinlich nur durch eine Anderung
des Plasmamembranpotentials erreicht werden, den zweiten moglichen gap-junction-
vermittelten Mechanismus. Es ist bekannt, da sich Aktionspotentiale entlang
gekoppelter glatter GefaBmuskelzellen mit einer Geschwindigkeit von ungefahr 1 cm/s
ausbreiten konnen [3]. In Mesenterialarterien der Ratte wird die Vasomotion von
rhythmischen Anderungen des Membranpotentials begleitet [28]. Daraus kann
geschlossen werden, daB die hier beobachteten [Ca’']i-Oszillationen von der
Ausbreitung solcher Membranpotentialoszillationen abhdngen. Da die Mechanismen
der Erzeugung der [Ca®']-Oszillationen in dieser Arbeit nicht detailiert untersucht
wurden, kann nur vermutet werden, daBl mogliche membranpotentialabhdngige
transmembranale K'- und/oder Ca®’-Stréme an der Erzeugung, Erhaltung und
Synchronisation der rhythmischen [Ca®']i-Anderungen beteiligt sind, wie dies von
anderen bereits demonstriert wurde [3].

In einer kiirzlich erschienenen Arbeit von Peng et al. [47] wurde eine Hypothese flir die
Entstehung der Vasomotion vorgestellt. Bei diesem Modell wird durch die Ca*'-

Freisetzung aus dem sarkoplasmatischen Retikulum ein starker depolarisierender Strom
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erzeugt, welcher von einer ausreichend hohen Konzentration an intrazellulirem cGMP
abhingig ist. Die Depolarisation fiihrt zu einer Offnung spannungsabhingiger Ca”'-
Kanile, wodurch iiber eine positive Riickkopplung weitere Ca®*-Ionen aus dem SR
freigesetzt werden. Dies soll die [Ca®']i-Oszillationen der einzelnen glatten
GefiBmuskelzellen synchronisieren. Eine Anderung der Leitfihigkeit der gap-junctions
wurde nicht beriicksichtigt, aber diese miiflite ausreichend grof3 sein, um eine elektrische
Kopplung der glatten GefdBmuskelzellen durch einen depolarisierenden Strom zu
ermoglichen. Im Gegensatz dazu ergaben andere Experimente einen hohen
Eingangswiderstand der glatten GefidBmuskelzellen bei einer niedrigen NA-
Konzentration (0 [35] bzw. 1 uM [14]) und bestétigten mit anderen Messungen, dal} die
glatten GefdBmuskelzellen in der hier verwendeten Priparation unter diesen Umsténden
nicht elektrisch gekoppelt sind [14]. Weiterhin breiteten sich die [Ca’']i-Transienten in
den hier untersuchten Priparaten bei einer niedrigen Konzentration von 1 uM NA nicht
auf benachbarte Zellen aus. Die Spannungsoszillationen, die in der Arbeit von Peng et
al. [47] demonstriert wurden, unterscheiden sich in mehreren Aspekten von den hier
gemessenen [Ca®"]i-Oszillationen. Die synchrone Vasomotion trat bereits bei einer NA-
Konzentration von 0,2 uM auf, war abhingig von intrazellulirem cGMP und hatte eine
Frequenz von 8 bisl6 min"'. Im Gegensatz dazu treten die hier gemessenen [Ca’']i-
Oszillationen erst bei einer Konzentration von ungefidhr 3 uM NA auf, werden durch
ACh oder SNP, welche die cGMP-Konzeitration in glatten GefaBmuskelzellen erhdhen,
desynchronisiert und haben eine mittlere Frequenz um 4 min'. Wahrscheinlich wurden
verschiedene Arten von Oszillationen mit verschiedenen zugrunde liegenden zelluldren

Mechanismen gemessen.
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5. Zusammenfassung

Rhythmische Anderungen des Durchmessers wurden an Arteriolen und kleinen Arterien
in verschiedenen Prdparaten sowohl in vitro als auch in vivo beobachtet. Das Phdnomen
wird als Vasomotion bezeichnet und dient der Kontrolle der Blutverteilung im Gewebe.
Verschiedene Faktoren (nervale und hormonelle Signale) beeinflussen das Auftreten
und Ausmall der Vasomotion in unterschiedlicher Weise. Dabei zeigen sich bei
verschiedenen Arten und in verschiedenen Stromgebieten derselben Art z.T.
gegensitzliche Wirkungen einzelner Faktoren.

Die Vasomotion entsteht durch die koordinierte Kontraktion der glatten Muskelzellen in
der GefiaBwand. Die Voraussetzung fiir eine Kontraktion ist die Erhohung der
Kalziumionenkonzentration im kontraktilen Kompartment der glatten Muskelzellen.
Die Ca®"-Tonen werden aus dem endoplasmatischen Retikulum freigesetz bzw. gelangen
durch transplasmalemmalen Einstrom in die Zelle. Ziel dieser Arbeit war es, zu
untersuchen, unter welchen Bedingungen synchrone Oszillationen der [Ca*'}; entstehen
und wodurch die Kopplung der [Ca®"];-Signale einzelner Muskelzellen ermdglicht wird.
Glatte Muskelzellen in intakten Mesenterialarterien der Ratte wurden mit dem Ca*'-
sensitiven Fluoreszenzfarbstoff Fluo-3 beladen. Mit Hilfe eines konfokalen LASER-
Scanning-Mikroskops wurden die zeitlichen Verldufe der [Ca®];-Signale der einzelnen
glatten Muskelzellen gemessen und anschlieBend deren Synchronizitdt berechnet.
Noradrenalin (1 pM) erzeugt transitorische desynchrone Anstiege der [Ca>']; einzelner
Muskelzellen. Bei hoheren NA-Konzentrationen (3 und 10 uM) trittt eine
Synchronisation der [Ca®"]i-Signale der Muskelzellen auf. Dabei hat die Amplitude der
[Ca®']i-Transienten keinen EinfluB auf die Korrelation der [Ca%]i-Signale der einzelnen
Muskelzellen. Ein erhohter Sympathikotonus fiihrt folglich, moglicherweise iiber eine
Synchronisation der [Ca?*]i-Oszillationen, zum Auftreten einer Vasomotion. Bei dem
hier verwendeten Préparat hat das Endothel einen hemmenden Einflu auf die
Synchronisation der [Ca®'];-Signale. Nach Zugabe von ACh bei vorheriger Stimulation
mit NA trat eine Entkopplung der [Ca®'];-Signale auf. Der gleiche Effekt lieB sich an
Gefillen mit geschiddigtem Endothel durch die Gabe von SNP, einen NO-Donor,
erreichen. Im Gegensatz dazu verstirkte L-NAME, ein Inhibitor der NO-Synthese, die

Kopplung der [Ca®"]-Signale in Priparationen mit intaktem Endothel. Diese Befunde
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sprechen dafiir, daBl die relaxierende und vasomotionshemmende Wirkung des
Endothels tiber die Synthese von NO erfolgt und daB bei intakter Funktion des
Endothels eine kontinuierliche basale NO-Synthese besteht.

Durch Heptanol, einen Entkoppler der gap-junctions, wird die Synchronizitit der
[Ca®)i-Signale einzelner Muskelzellen reversibel aufgehoben. Dies spricht fiir eine
Beteiligung der gap-junctions an der Ausbreitung des synchronisierenden Signales
zwischen den Muskelzellen. Als moglicher Mediator der Synchronisation kidme eine
interzelluldre Ausbreitung der [Ca’*]i-Wellen in Betracht. Die in den Experimenten
bestimmte Ausbreitungsgeschwindigkeit der [Ca®"]-Wellen ist jedoch zu niedrig, um
als Signal fiir die Synchronisation zu dienen. Experimente anderer Autoren zeigen, daf3
fortgeleitete Anderungen des Membranpotentials ein moglicher Mechanismus der
Synchronisierung sind.

Zusammenfassend kann man schluBfolgern, daf die Kopplung der [Ca*']i-Signale in
glatten GefaBmuskelzellen durch NA gefordert und durch aus dem Endothel
stammendes NO gehemmt wird. Zusitzlich deuten einige Ergebnisse darauf hin, da3 die
gap-junctions an dieser Regulation beteiligt sind. Die genauen Mechanismen der
Entstehung synchroner [Ca*']i-Signale sind noch nicht vollstindig bekannt. Weitere
Experimente sind erforderlich, um die den [Ca®']i-Oszillationen zugrunde liegenden

Signalketten zu verstehen.
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7. Thesen

1. Die als Vasomotion bezeichnete Oszillation des Gefdfldurchmessers ist eine
Eigenschaft der kleinen Arterien und der Arteriolen. Sie dient der Verteilung des

Blutflusses im GefaBsystem.

2. Oszillationen des GefaBdurchmessers entstehen durch die rhythmische Erh6hung
der [Ca’]; in den glatten GefaBmuskelzellen. Fiir die Vasomotion ist eine

Koordination der [Ca*"];-Transienten mehrerer Gefamuskelzellen erforderlich.

3. Durch Beladung weitgehend intakter kleiner Rattenmesenterialarterien mit den
Ca’"-sensitiven Fluoreszenzfarbstoffen Fluo-3 und Fura-Red und unter
Verwendung eines LASER-Scanning-Mikroskops lassen sich [Ca®]i-

Verdnderungen einzelner glatter GefaBmuskelzellen in situ untersuchen.

4. NA (1 uM) fiihrt, vermutlich iiber eine Aktivierung der Phospholipase-C-
Signalkette, zum Auftreten desynchroner transienter Erhohungen der [Ca®"]; in
glatten Muskelzellen von Mesenterialarterien der Ratte. Ab einer Konzentration

von 3 uM NA treten synchrone [Ca”']i-Signale auf.

5. Das Endothel besitzt in den untersuchten Praparaten einen hemmenden Einfluf3
auf die Ausbildung synchroner [Ca*'}i-Signale. Der Einfluf des Endothels
erfolgt iiber eine NO-vermittelte Desynchronisation der [Ca®'];-Signale der

Muskelzellen.

6. Gap-junctions spielen eine entscheidende Rolle bei der Vermittlung der
synchronisierenden Signale zwischen den Muskelzellen. Durch Blockade der
gap-junctions mittels Heptanol lassen sich die durch NA ausgeldsten synchronen

[Ca”"]i-Transienten reversibel unterdriicken.

7. Die Amplitude der [Ca®"];-Transienten hat keinen EinfluB auf das AusmaB ihrer

Korrelation.



8.
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[Ca’"]-Wellen sind in ihrer Ausbreitungsgeschwindigkeit zu langsam, um als
Mediator der Synchronisation zu dienen. Plasmamembranpotentialoszillationen

konnten statt dessen hier diese Funktion wahrnehmen.
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