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Einleitung und Fragestellung 1

1. Einleitung

1.1 Einfuhrung in die Thematik und Fragestellung

Erkrankungen des Herz — Kreislaufsystems fihren seit Jahren die Liste der
Todesursachen in den westlichen Industrielandern und in Mitteleuropa an.
Anndhernd 50 % der Krankenhauseinweisungen sind auf kardiovaskulére
Erkrankungen zuriickzufihren. Faktoren, wie unter anderem das Geschlecht,
Alter (1;2), arterielle Hypertonie (3;4), Diabetes mellitus (5), Adipositas und
Nikotinabusus (6) beginstigen hierbei atherosklerotische Veranderungen.
Diese Faktoren werden als Risikofaktoren fir die Entstehung von
Gefallkrankheiten und deren morphologische Korrelate angesehen (7). Die
hohe Morbiditat dieser Krankheiten ist auf die weite Verbreitung der oben
genannten Risikofaktoren in der Gesamtbevolkerung zurtickzufihren. Zudem
liegen oft multiple Risikofaktoren bei einzelnen Personen vor. Die durch die
Beeintrachtigung des  Herz-Kreislaufsystems langfristig  verursachten
Endorganschadigungen bedingen auch eine hohe Mortalitat. Aus diesem Grund
gilt die arterielle Hypertonie, obgleich sie an sich bei den meisten Personen
keine subjektiven Beschwerden verursacht, als Risikofaktor fir Erkrankungen
wie Herzinsuffizienz, Apoplex, Myokardinfarkt und terminales Nierenversagen.
In den letzten Jahren wurde die Forschung auf dem Gebiet zellularer bzw.
molekularer Wechselwirkungen stark forciert. Aus diesem Grund hat das
Wissen uber kardiovaskuldre Erkrankungen und deren Ursachen, sowie auch
das Verstandnis ihrer Komplexitdt stark zugenommen (8;9). Die
Regulationsfunktionen, welche das Endothel physiologischer Weise im
kardiovaskularen System utbernimmt, sind vielféaltig und wurden in zahlreichen
Studien untersucht (10). Hierbei zeigte sich, dass der Gefaltonus einerseits
durch zirkulierende Hormone und durch das vegetative Nervensystem
beeinflusst wird, andererseits jedoch auch durch Faktoren mitbestimmt wird, die
vom Endothel aktiv freigesetzt werden (Stickstoffmonoxid (NO) und Endothelin-
1) (11;12).
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Bei der arteriellen Hypertonie, aber auch anderen kardiovaskularen
Erkrankungen, zeigt sich eine morphologische und funktionelle Veranderung
einzelner Endothelzellen (13) sowie eine Beeinflussung des gesamten
Endothels (14;15). Kommt es nun zur Beeintrachtigung oder Verletzung
einzelner Endothelzellen oder des Endothels an sich, so resultiert daraus eine
endotheliale Dysfunktion (16). Diese Funktionsstdrung ist durch eine qualitativ
und/oder quantitativ abweichende Reaktion der Gefale auf vasoaktive
Substanzen (z. B. Acetylcholin (17), Bradykinin (18)) nachweisbar. Eine
Fehlfunktion des Gefal3endothels kann sich einerseits in einer veranderten
GefalR3-Relaxation als auch in einer Gefal3-Kontraktion manifestieren. Wichtige
Mediatoren der Vasomotion sowohl bei gesunden Personen, wie auch bei
Personen mit kardiovaskularen und renalen Erkrankungen, sind neben
zahlreichen anderen Transmittern (19;20;21) relaxierend wirkendes
Stickstoffmonoxid (22), welches Endothel-abhéngig freigegeben wird, und auch
vasokonstriktorisch wirkendes Endothelin-1 (23;24).

Derzeit sind drei Endothelin-lsoformen bekannt: Endothelin-1 (ET-1),
Endothelin-2 (ET-2) und Endothelin-3 (ET-3). Die Zellen des Gefal3endothels
produzieren in einem mehrstufigen Prozess hauptsachlich ET-1 (25), ein 21-
Aminosaurepeptid, welches den zurzeit starksten bekannten Vasokonstriktor
darstellt. Die Wirkung von Endothelin wird Gber mindestens zwei verschiedene
Endothelinrezeptoren, den Endothelina- (ETa) und den Endotheling- (ETg)
Rezeptor vermittelt (26;27). In letzter Zeit wurden Substanzen entwickelt,
welche die Wirkung von Endothelin am Rezeptor hemmen kdnnen (28). Mit
Hilfe dieser Endothelin-Rezeptor-Antagonisten (ET-RA) wurde in mehreren
Studien die Bedeutung der Endothelin-Rezeptoren bei der Pathogenese
verschiedener kardiovaskularer Erkrankungen naher untersucht. Die exakte
Funktion dieser Rezeptoren am Endothel in bezug auf die Pathogenese der
Hypertonie ist jedoch bis heute nicht eindeutig erklart. Zudem weil3 man auch
schon seit einigen Jahren, dass Ostrogene einen wichtigen protektiven Einfluss
auf die Funktion des Endothels ausiiben (29). Gestagene, wie das in diesem
Tiermodell verwendete Methyl-Progesteron-Acetat (MPA) hingegen, zeigen

diesen Endothel - protektiven Effekt nicht.
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In der vorliegenden Arbeit sollte am Tiermodell der Einfluss 6strogen- und
progesteron-haltiger Substanzen auf das Endothel und damit die
Blutdruckregulation, und zusatzlich die Bedeutung des ET-g Rezeptors flr die
Endothelfunktion und die Blutdruckregulation naher untersucht werden. Als
Versuchstiere wurden ovarektomierte weibliche Wistar-Ratten eingesetzt,
welche mit Ethinyldstradiol und Aldosteron angereichertes Futter erhielten, und
welchen zusatzlich entweder Spironolacton, Drospirenon oder MPA subkutan
appliziert wurde. Die Funktion des Endothels wurde durch Messung der
iIsometrischen Spannungsénderung in der Organkammer — induziert durch

vasoaktive Substanzen - charakterisiert.

1.2 Physiologie der Blutgefalle

1.2.1 Blutgefaldmorphologie

Je nach Lage der BlutgefaRe im Systemkreislauf und auf Grund ihrer
unterschiedlichen Funktionen als arterielle, ventse und kapillare Geféal3e, ist ihr
Aufbau unterschiedlich. Histologisch kann man den Aufbau der GefaRRe
grundsatzlich in drei Schichten unterteilen. Von der Gefal3innenseite her
beginnend spricht man von der Tunica intima (Intima), der Tunica media
(Media) und der Tunica externa oder auch Tunica adventitia (Adventitia)
genannt.

Die Intima besteht von der Gefal3aul3enseite zur -Innenseite gesehen aus der
Basalmembran, der Membrana elastica interna und dem einschichtigen
Endothel. Dieses kleidet die Gefal3wand auf deren Innenseite und damit zum
zirkulierenden Blut hin vollstandig aus.

Die Media besteht zum gréf3ten Teil aus glatten Muskelzellen, zwischen denen
unterschiedliche Mengen Kollagen, Elastin und Proteoglykane eingelagert sind.
Je nach Lage und Funktion des GefalRes im Systemkreislauf ist das Verhaltnis

zwischen Muskelmasse und elastischem Gewebe unterschiedlich. In grol3en
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Gefallen findet man dann im Anschluss an die Media haufig eine Membrana
elastica externa, welche die Media von der Adventitia trennt.

Die Hauptaufgabe der AuRenschicht (Adventitia) ist es, das Gefal3 im
umliegenden Gewebe fest zu verankern. Sie besteht zum gré3ten Teil aus den
Bindegewebsfasern Elastin und Kollagen. Zusatzlich findet man hier jedoch
auch vegetative Fasern zur Steuerung des Gefal3tonus und kleinste GefalRe zur

Eigenversorgung des Blutgefalies.

1.2.2 Glatte GefaRmuskelzellen

Wie oben schon beschrieben, enthalt die Tunica media je nach Lage und
Funktion des Gefalies im Blutkreislauf eine unterschiedliche Anzahl von glatten
Muskelzellen. Diese Zellen sind spindelférmig, haben eine Gréf3e von ca. 50 —
400 um und eine Dicke von ca. 2 — 10 um. Untereinander verbunden sind die
einzelnen Muskelzellen durch so genannte Desmosomen (spezielle
Zellkontakte), wodurch aus den einzelnen Muskelzellen ein untereinander stark
verknupftes Netzwerk entsteht.

Eine Kontraktion erfolgt, &hnlich wie im Skelettmuskel, durch den so genannten
Gleitfilamentmechanismus. Im Gegensatz zum Skelettmuskel ist dieser
Mechanismus in den GefalBmuskelzellen jedoch viel langsamer und benotigt
auch viel weniger Energie. Dies ist insofern vorteilhaft, da aus diesem Grund
die GefalBmuskelzelle gerade fur ausdauernde Haltefunktionen sehr gut
geeignet ist. Das Membranpotential einer glatten Muskelzelle in Ruhe liegt etwa
bei —60 MilliVolt (mV). Zur Kontraktion einer Muskelzelle kommt es, wenn es zu
einer Depolarisation der Zellmembran kommt. Dies geschieht entweder durch
im Blut zirkulierende Hormone oder durch Transmitter, welche aus den
Nervenendigungen freigesetzt werden. Eine weitere Moglichkeit der Auslésung
einer Muskelkontraktion ist eine spontane Depolarisation der Zellmembran. Bei
diesen Vorgangen spielt die freie Calciumionenkonzentration im Zytosol einer
jeden Muskelzelle eine wichtige Rolle. Normalerweise betragt die intrazelluléare
Calciumkonzentration in Ruhe ca. 10”7 mol/l. Fiir eine Kontraktion benétigt die
Zelle eine Calcium-Quelle. Im Falle einer Muskelkontraktion steigt die
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intrazellulare Calcium-Konzentration durch zwei wesentliche Mechanismen auf
etwa 0,5-1 umol/l an. Hierbei spielt neben dem sarkoplasmatischen Retikulum
auch der Extrazellularraum eine wichtige Rolle. Der Calcium-Einstrom erfolgt
durch elektromechanische Koppelung wahrend eines Aktionspotentials und
durch lang andauernde Depolarisation der Zellmembran, bei der
spannungsabhangige Calciumkanéle gedffnet werden. Als Folge von diesen
Vorgangen strémen Ca**-lonen vom Extra- in den Intrazellularraum und in das
Myoplasma. Andererseits kann eine pharmakomechanische Koppelung zu einer
Erhéhung des intrazellularen Calciums fuhren, dies wird durch Hormone,
Pharmaka oder Neurotransmitter getriggert (30). Durch die Reaktion dieser
Stoffe mit dem Membranrezeptor kommt es zur Offnung rezeptorgesteuerter
Calciumkandale oder auch zur Bildung eines intrazellularen Botenstoffes, dem
Inositoltriphosphat (IP3). Dieser entsteht gleichzeitig mit Diacylglycerol (DAG)
aus Phospholipiden der Zellmembran durch Einwirkung des Enzyms
Phospholipase C. IP; setzt nun aus dem sarkoplasmatischen Retikulum Ca?*
frei, womit die Konzentration an Calcium-lonen im Zytosol ansteigt. Der Anstieg
der Ca**-Konzentration und zusatzlich die Reaktionsfahigkeit der Myofilamente
gegeniiber Ca®" ist entscheidend fiir den Tonus der glatten Muskelzellen. Ca**
bindet hierbei an Kalmodulin. Der entstandene Ca**-Kalmodulin-Komplex ist fiir
die Aktivierung eines weiteren Enzyms verantwortlich, welches schlussendlich
die leichten Ketten des Myosins phosphoryliert. Diese reagieren mit Aktin und
es entstehen Myosinquerbriicken, welche unter Adenosintriphosphat (ATP)-
Spaltung zyklisch tatig werden und so die Kontraktion ausldsen.

Der Muskel erschlafft, sobald die elektrische Aktivitdit endet und die
Zellmembran re- oder hyperpolarisiert. Eine Relaxation koénnen zudem
bestimmte Hormone, Pharmaka und Neurotransmitter bewirken, und zwar
einerseits durch Offnen von Kaliumkanalen, wodurch eine Hyperpolarisation
entsteht, andererseits durch eine Konzentrations-Erhdhung zyklischer
Nukleotide (zyklisches 3,5 -Adenosinmonophosphat (cAMP) und zyklisches
3’,5"-Guanosinmonophosphat (cGMP)) im Zytosol. Zyklisches
Adenosinmonophosphat und zyklisches Guanosinmonophosphat sind beide
sekundare Botenstoffe, wobei cCAMP G-Protein-vermittelt durch Aktivierung der
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Adenylatzyklase aus ATP entsteht, cGMP hingegen unter Einwirkung von
Stickstoffmonoxid (NO), welches vom GefalRendothel sezerniert wird. Beide
Botenstoffe haben eine relaxierende Wirkung auf die glatten Muskelzellen.
Erstens fordern sie eine Ruickresorption der Calcium-lonen ins
sarkoplasmatische Retikulum, und zweitens hemmen sie die Aktivitat der
Myosinkinase dadurch, dass sie die Ca®'-Sensitivitit der Myofilamente

herabsetzen.

1.2.3 Endothelfunktion

Das gesamte Blutgefallsystem des Korpers ist mit einem einschichtigen
Plattenepithel ausgekleidet. Alle Endothelzellen bilden somit einen
zusammenhangenden Zellverband, der im Kérper eines Erwachsenen aus etwa
6x10%° Zellen besteht, ca. 1,5 kg Gewicht ausmacht und ungeféhr einer Flache
von 5000 m? entspricht.

Das Endothel hat einerseits die Aufgabe, den Blutfluss zu kanalisieren und
dient hierbei als mechanische Barriere zwischen dem flissigen Blut mit seinen
zellularen Bestandteilen und den dbrigen Gefal3schichten (31). Zum anderen
hat es eine wichtige Funktion bei der Abwehr potentiell schadlicher Einflusse,
und bei der Modulation des Gefal3tonus und des Gefaliwachstums (31;32). Das
Endothel schitzt auch die glatten GefalBmuskelzellen vor luminalem oxidativem
Stress (33). Des Weiteren ist es auch an der Fibrinolyse, der
Thrombozytenaktivierung und —inhibition und auch an der Monozytenadhasion
beteiligt (10). Die verschiedenen Mechanismen der Regulation und Interaktion
zwischen Endothel, GefalBmuskelzellen und zirkulierenden zellularen
Bestandteilen sind erst in den letzten Jahren detailliert verstanden worden
(34;35).

Eine weitere Funktion des Endothels ist die Fahigkeit bestimmte Substanzen zu
sezernieren, welche entweder vasodilatierend (NO oder Prostazyklin) oder aber
auch vasokonstriktorisch wirken (Thromboxane oder Endothelin-1) (13). Diese
vom Endothel gebildeten Substanzen regulieren nicht nur den Blutdruck, sie

nehmen zudem auch Einfluss auf die Adhé&sion und Aggregation der
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Blutplattchen. Des Weiteren macht man sie auch fir die Entstehung und
Progression von atherosklerotischen GefalRveradnderungen und GefalRthromben
mit verantwortlich.

Im gesunden Endothel liegt ein ausgewogenes Gleichgewicht dieser
Regulationsmechanismen vor. Thrombozytenaggregation und Monozyten-
adhasion wird unterdrtckt, Migration und Zellproliferation glatter Muskelzellen
werden unterbunden. Unter pathologischen Bedingungen, z.b. bei arterieller
Hypertonie oder anderen kardiovaskularen Erkrankungen konnen diese
Regulationsmechanismen jedoch aufl’er Kontrolle geraten wund die
physiologische Balance kann nicht mehr aufrecht erhalten werden (36).

1.2.4 Gefalditonus — hormonale und nervale Regulatio n

Der Tonus der BlutgefaRe hangt vom Kontraktionszustand der
GefaBmuskelzellen ab und kann durch dessen Modulation variiert werden, was
vor allem fur eine adaquate Organperfusion entscheidend ist. Die grol3en
herznahen GefaRe wandeln den pulsatilen Blutfluss mit Hilfe des
Windkesseleffektes in einen gleichmalligen, peripheren Fluss um. Fur die
Aufrechterhaltung eines konstanten peripheren Blutdrucks und die Regulation
des Widerstandes in der Gefal3-Peripherie sind jedoch die kleinen
WiderstandsgefaRe verantwortlich. Gewahrleistet wird dieser konstante
periphere Blutdruck durch verschiedene Kontrollsysteme, deren Stellglied die
Regulation der Weite der Gefal3lumina ist. So kann durch Dilatation oder
Kontraktion der BlutgefaRe der Blutdruck entweder gesenkt oder erhoht werden
(37).

Die beteiligten Regulationsmechanismen sind einerseits lokalen Kontrollen
unterworfen, wobei hierbei noch zwischen einer myogenen und einer
metabolischen Autoregulation unterschieden wird. Auf der anderen Seite findet
man systemische Ruckkopplungskreislaufe, bei denen nervale und humorale

Mechanismen unterschieden werden.
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Der myogene Kontrollmechanismus wird auch als so genannter Bayliss-Effekt
bezeichnet und besteht aus einer dehnungsinduzierten Kontraktion der
GefalBmuskelzellen.

Die metabolische Autoregulation nimmt Bezug auf die aktuelle Stoffwechsellage
im durchbluteten Gebiet, und reagiert auf Anderungen der K* - und H* -
Konzentration, des CO, - und Sauerstoff (O,) — Partialdruckes und der
Gewebeosmolaritat. Eine weitere Rolle in der Regulation der Gefal3weite spielt
das Adenosin (hauptsachlich in Herz, Skelettmuskel und Gehirn), welches beim
Abbau von ATP gebildet wird, und vor allem dilatatorisch wirkt.

Das sympathische Nervensystem gilt als einer der systemischen
Kontrollmechanismen (nervale Kontrolle), es innerviert vor allem Arterien und
Arteriolen, und halt diese GefalRe auf diese Weise fortlaufend auf einem
vasokonstriktorischen Grundtonus, der je nach Notwendigkeit entweder gesenkt
oder gesteigert werden kann (38).

Im Rahmen der humoralen Kontrolle kénnen verschiedene Hormone, die vom
endokrinen System sezerniert werden, Einfluss auf den Tonus der Gefalde
ausuben. Hierbei spielen vor allem Katecholamine, Kinine, Histamin und
Prostaglandine eine wichtige Rolle. Ob die einzelnen Hormone eher
gefalRdilatierend oder — konstringierend wirken, ist von der Rezeptorbesetzung

der einzelnen Organe abhéngig, an denen die Hormone wirken.

1.2.5 Mediatoren der Vasodilatation

Schon vor mehr als 2 Jahrzehnten stellte man fest, dass an isolierten
Blutgefalien eine vasodilatatorische Wirkung nur eintritt, solange das Endothel
vorhanden und unversehrt ist (17). Zu einer solchen Endothel-abhangigen
Gefallerweiterung koénnen sowohl Neurotransmitter und von Trombozyten-
sezernierte Substanzen, als auch bestimmte Hormone fihren (17;39). Des
Weiteren l6sen eine Gewebshypoxie oder vom Blut induzierte Scherkréfte eine
Endothel-abhéangige Dilatation aus. Diese Mechanismen sind insbesondere bei
Bluthochdruck oder in Situationen welche den Blutdruck ansteigen lassen,
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entscheidend. Der fur die Endothel-abhangige Vasodilatation verantwortliche
Mediator ist das Stickstoffmonoxid (NO) (40;41;42).

Stickstoffmonoxid (NO):

Der wichtigste Mediator fur die Modulation der glatten Muskelzellen wird als
Endothelin-derived-relaxing-factor (EDRF) (17) bezeichnet und ist als
Stickstoffmonoxid identifiziert worden (22). NO wird von den Endothelzellen an
die darunter liegenden glatten Muskelzellen abgegeben und besitzt eine sehr
kurze Halbwertszeit von ca. 3-5 s. Die Bildung von NO erfolgt mit Hilfe der
Enzymaktivitat von NO-Synthasen (NOS) durch Oxidation aus der Aminosaure
L-Arginin (43). Die NO-Synthase wirkt bei dieser Reaktion als Katalysator und
kommt in verschiedenen Geweben (Hirn, Gefallmuskel, Endothel,
Thrombozyten) in unterschiedlichen Isoformen vor (44;45;46).

Die induzierbare Form wird hauptsachlich in den glatten GefalBmuskelzellen, in
den GefaRRendothelzellen und in Makrophagen exprimiert. Diese Form der NOS
ist unabhangig von Calcium und ist imstande, sehr grof3e Mengen an NO zu
bilden. Induziert wird die NOS-Bildung durch Anwesenheit von Endotoxin,
Interleukin-1b und TNF.

Die konstitutionelle Form der NO-Synthase liegt vor allem Zellmembran-
gebunden vor, im Zytoplasma der Zellen ist die Konzentration eher niedrig (47).
Eine Erhohung des freien intrazellularen Calcium-Spiegels aktiviert die
endotheliale NOS und fuhrt hieriber zu einer Gefal3relaxation. Diese Erh6hung
des intrazellularen Ca®*-Spiegels wird einerseits durch rezeptor-abhéangige
Transmitter wie Acetylcholin, Bradykinin und Substanz P vermittelt, andererseits
durch von Thrombozyten-abhangigen Substanzen wie Thrombin und
Adenosindiphosphat (ADP) (48). Ferner fuihren durch den zirkulierenden
Blutfluss entstehende Scherkrafte, und O,-Mangel bzw. Hypoxamie und
Ostrogene zu einer gesteigerten induzierbaren NO-Synthase-Aktivitat (iNOS)
(49). Hieraus entsteht dann schlussendlich auch eine Vasodilatation.
Endothelzellen sezernieren das gebildete NO sowohl luminal als auch

abluminal. In die Blutbahn freigesetzt wirkt NO als Thrombozytenaggregations-
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hemmer (43). Abluminal erfolgt eine dauerhafte basale Sekretion aus den
intakten Endothelzellen, wodurch eine dauerhafte Vasodilatation entsteht. Diese
Gefallerweiterung erfolgt durch Diffusion von NO aus den Endothelzellen hin zu
den glatten GefaBmuskelzellen. Hierbei kommt es nach Aktivierung einer
zytosolischen Guanylatzyklase, unter Bildung von cGMP und einer Abnahme
des intrazellularen Ca**-Spiegels, zur lokalen Vasodilatation (50).

Die Bildung und Sekretion von NO kann durch eine ,falsche* Aminosaure,
namlich L-M-Monomethylarginin (L-MNNA) oder L-Nitroargininmethylester (L-
NAME) kompetitiv. gehemmt werden (51). Zuséatzlich zu Stickstoffmonoxid
werden in den Endothelzellen auch noch andere vasodilatierende Substanzen
wie z.b. Prostacyclin gebildet, jedoch ist NO mit Abstand der bedeutendste
Vasodilatator (52).

Acetylcholin (Ach):

Acetylcholin  wirkt an zahlreichen Nervenendigungen als physiologischer
Neurotransmitter und besitzt hier die Fahigkeit ankommende Aktionspotentiale
auf das nachste Neuron zu uUbertragen oder Erregungsantworten zu
modulieren. Diese Eigenschaft Ubt Acetylcholin vor allem an allen pra- und
einigen postganglionaren effektorischen Synapsen des Sympathikus aus,
zusatzlich dient es auch an den effektorischen Synapsen des Parasympathikus
und an den motorischen Endplatten der Muskulatur als Ubertragerstoff
(Transmitter). Acetylcholin wird durch die Cholinacetylase gebildet und danach
in praganglionaren Vesikeln gespeichert. Bei ankommenden Aktionspotentialen
entleeren sich diese Vesikel in den synaptischen Spalt, und das Acetylcholin
bindet an nikotinerge und/oder muskarinerge Rezeptoren des Endorgans, wo
es verschiedene lonenkandle in der Membran verédndert. Die Wirkung des
Acetylcholin wird durch hydrolytischen Abbau mittels der Acetylcholin-Esterase
beendet. Neben der Vermittlung einer Vasodilatation mit einhergehender
Senkung des Blutdruckes, kann Acetylcholin aufRerdem eine Broncho-
konstriktion, eine Tonussteigerung im Darm oder eine Steigerung der

10
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Drusensekretion bewirken. Zusatzlich sind auch noch negativ inotrope und

chronotrope Wirkungen am Herzen nachgewiesen worden.

Sodium-Nitroprussid (SNP):

Sodium-Nitroprussid, eine anorganische, sehr stark lichtempfindliche
Komplexverbindung, bewirkt vor allem an arteriellen Widerstands- und an
vendsen KapazitatsgefalRen durch direkte Freisetzung von Stickstoffmonoxid
eine starke Gefallerweiterung. Klinischen Einsatz findet die Substanz vor allem
in der Therapie des akuten Bluthochdruckes. Hierbei wird dem Patienten eine
Infusionslosung injiziert, um eine schnelle Blutdruck-Senkung zu erreichen.
Wichtig ist hierbei die genaue Menge der injizierten Substanz, da die Wirkung
von SNP streng dosisabhangig, und auch die Wirkungsdauer sehr kurz ist.
Interessant ist, dass im Kodrper aus Sodium-Nitroprussid nicht nur NO
freigesetzt wird, sondern auch Cyanid-lonen, wodurch es bei Uberdosierung,
durch Uberlastung der Rhodanid-Synthetase, zu einer Cyanid-Vergiftung im

Korper kommen kann.

1.2.6 Mediatoren der Vasokonstriktion

Aul3er den soeben beschriebenen Substanzen mit vasodilatierender Wirkung,
produziert das Endothel auch Substanzen mit gegensétzlicher, also vaso-
konstriktorischer Wirkung. Hierzu z&hlen neben den Endothelinen das

Angiotensin-Converting-Enzym, sowie Thromboxane und Prostaglandine.

Norepinephrin (NE):

Norepinephrin ist das pharmakologische Pendant zum Noradrenalin (NA),
welches man zu den Neurotransmittern des Sympathikus und zu den
Katecholaminen z&hlt. Die Bildung von NA erfolgt neben den Ganglienzellen
des Sympathikus auch in den chromaffinen Zellen des Nebennieremarks. Hier

erfolgt auch die Bildung von Adrenalin. Synthetisiert wird Noradrenalin tber

11
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verschiedene Zwischenstufen aus der essentiellen Aminosaure L-Thyrosin. Der
Unterschied zum Adrenalin besteht im Fehlen einer Methylgruppe an der
Aminogruppe, wodurch die Wirkung von NA schwacher als die von Adrenalin
ist, und zum Teil auch gegensatzliche Wirkungen auftreten.

Noradrenalin steigert den Blutdruck, und zwar sowohl systolisch als auch
diastolisch durch Kontraktion der GefalBmuskelzellen und somit mittels
Verengung der Widerstands-Gefal3e. Diese Verengung wird Uuber a;-
Rezeptoren vermittelt, welche Uber ein G-Protein die Phospholipase C
aktivieren. Intrazellular erfolgt ein Anstieg von IP3; und DAG, worauf der

intrazellulare Ca®*-Spiegel ansteigt der letztendlich die Kontraktion auslost.
Endothelin-1:
Endothelin-1 ist der starkste bekannte Vasokonstriktor (53). Es ist ein von den

Endothelzellen sezerniertes Oligopeptid und entfaltet seine kontraktile Wirkung
Uber spezifische Endothelin-Rezeptoren.

1.3 Die Endothelin-Familie und ihre physiologische Bedeutung

1.3.1 Die Endothelin-Isoformen

1985 konnte erstmals eine Substanz nachgewiesen werden, welche eine starke
vasokostriktorische Aktivitat zeigte, und welche nachweislich aus den
Endothelzellen stammte (23;24). Im selben Jahr wurde diese Substanz von
japanischen Wissenschaftlern aus Gefél3zellen isoliert und identifiziert. Es
handelte sich um ein Peptid aus 21 Aminosauren, und wurde Endothelin
genannt (54).

Mittlerweile weil3 man, dass zu dieser Endothelin-Familie vier verschiedene 21-

Aminosaure Peptide gehdren:
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Endothelin-1:

ET-1 stellt die dominierende Isoform bei Saugetieren dar (25;57). ET-1 ist der
starkste bisher bekannte Vasokonstriktor in vivo (53) und auch der einzige
Vertreter aus der Endothelin-Familie, der im Gefal3endothel selber synthetisiert
wird (58). ET-1 unterliegt einer Bedarfsproduktion, d.h. es wird weder ,auf
Vorrat” gebildet noch wird es in Speichervesikeln gelagert (59). Einfluss auf die
Synthese von ET-1 haben Hypoxie (60), Vasokonstriktoren (61;62),
Wachstumsfaktoren (63), pH-Wert (64), Zytokine (65) und Adhasionsmolekile
(66). Diese Faktoren induzieren die Transkription von ET-1-m-RNA und somit
auch die Neusynthese und Ausschittung von ET-1. Zunédchst werden mehrere
Vorstufen (Prepro-Endothelin, Big-Endothelin) gebildet, im Anschluss kommt es
zur Abspaltung und Bildung des ET-1 durch ein Endothelin-Converting-Enzym
(67). Einen hemmenden Einfluss auf die Neubildung von ET-1 haben
Ostrogene (68), NO (69), Atriales Natriuretisches Peptid (ANP) (70) und
Prostacycline (71).

Die Sezernierung von ET-1 erfolgt in ca. 80 % zur abluminalen Seite, also auf
die glatte Gefal3muskulatur hin gerichtet (72). Hier bindet das ET-1 an
spezifischen Rezeptoren und induziert eine Vasokonstriktion. Da ET-1 fast
ausschlie8lich nach Bedarf synthetisiert wird, bewegt sich die basale
physiologische Konzentration von ET-1 im Serum im pikomolaren Bereich. Man
spricht deshalb bei ET-1 von einem parakrinen Hormon. Der Abbau von ET-1
erfolgt nach Wiederaufnahme des Hormons in die Zellen durch neutrale
Endopeptidasen vorwiegend in der Lunge (73), zum geringen Teil auch in Leber
und Nieren (74;75).

Die Plasmazirkulations-Halbwertszeit von ET-1 ist sehr sehr kurz und betragt
nur ca. 3 Minuten (76), was auf die schnelle rezeptorvermittelte Aufnahme in die
Zellen zurickzufiihren ist. Trotz der kurzen Halbwertszeit halt die Wirkung des
Peptides deutlich langer an. Dies wird auf einen so genannten Post-Rezeptor-
Effekt zurickgefihrt, der genaue Mechanismus ist jedoch gegenwartig noch
nicht vollstandig verstanden. Durch die Mdglichkeit zur raschen Produktion und

Sezernierung sowie die kurze Halbwertszeit kann das Gefafl3endothel innerhalb
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von wenigen Minuten auf Schwankungen des Blutdruckes reagieren und den
Gefalitonus an die lokalen Bedingungen anpassen.

Weitere Bildungsorte fur ET-1 sind neben den GefalRendothelzellen auch noch
Astrozyten und Neuronen im ZNS, Mesangialzellen in der Niere, Hepatozyten,

Sertoli-Zellen des Hodens und Epithelzellen in der Brust (77;78).

Endothelin-2;

Im Gegensatz zum ET-1 kann man dem Endothelin-2 nach heutigem
Wissensstand keine genaue Funktion zuordnen. Produziert wird es vor allem in
den Nieren (79) und im Darm, sehr viel geringer ist die Produktion im Myokard,

im Uterus und in der Plazenta.

Endothelin-3:

Dieses Peptid konnte in sehr hohen Konzentrationen im ZNS (80)
nachgewiesen werden. Es wird vermutet, dass es fur die Entwicklung und
Proliferation von Neuronen und Astrozyten verantwortlich ist. Weitere
Nachweissorte sind der Gastrointestinaltrakt, die Lunge und die Nieren (79).

Endothelin-4:

Endothelin-4 (ET-4) kommt nur bei Mausen und Ratten als intestinaler
Vasokonstriktor vor und verhélt sich korrespondierend zum humanen ET-2
(55;56).

1.3.2 Die Endothelin-Rezeptoren
Die oben beschriebenen Peptide vermitteln ihre Wirkungen Uber spezifische

Rezeptoren. Diese sind seit Anfang der 90er Jahre bekannt; es handelt sich um
zwei unterschiedliche Rezeptortypen, den ETa- und ETg-Rezeptor (26;27).

14
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In den folgenden Jahren konnte dann nachgewiesen werden, dass diese zwei
unterschiedlichen Endothelin-Rezeptoren in vielen Spezies exprimiert werden
(26;27,;81;82).

Endothelin-Rezeptoren bestehen aus sieben Transmembran-Doménen, welche
an der Membraninnenseite an G-Proteine gekoppelt sind. Die zwei
verschiedenen Rezeptorsubtypen werden in verschiedenem Gewebe
unterschiedlich stark exprimiert.

ETa-Rezeptoren befinden sich vor allem an Zellen der glatten GefalBmuskulatur
(83). An diesen Rezeptoren erfolgt die Bindung von ET-1 und ET-2 mit einer
hundertfach héheren Affinitat als die Bindung von ET-3 (84).

Die ETg-Rezeptoren sind dagegen nur in sehr geringem Umfang an den glatten
Muskelzellen lokalisiert, sie werden hauptsachlich von Endothelzellen exprimiert
(83). Die Bindungsstarke an ETg-Rezeptoren ist im Gegensatz zum ETa-
Rezeptor fir alle drei Endotheline gleich hoch (84).

ETa-Rezeptoren haben einen entscheidenden Einfluss auf die Vasokonstriktion
(23;25;26), und Zellproliferation (85). Durch die Bindung von ET-1 an den ETx-
Rezeptor kommt es uber G-Proteine zur Aktivierung der Phospholipase C.
Phospholipase-C-vermittelt erhéht sich IP; und das intrazellulare Ca**, wodurch
die Kontraktion der Gefal3muskelzellen sehr lang anhalt (23;25;86). Zusatzlich
zum IP; kommt es auch zu einer Aktivierung von DAG, wodurch die
Proteinkinase C stimuliert wird und auf diese Weise den zellproliferativen Effekt
von ET-1 vermittelt (87).

Die Kontraktion kann jedoch verkirzt oder unterdrickt werden, indem man
Stickstoffmonoxid (NO) zugibt, welches den intrazellularen Ca®*-Spiegel schnell
abfallen lasst (88).

ETs-Rezeptoren spielen vor allem bei der Modulation des GefaRwiderstandes,
bei der Natriurese, bei der Leberfunktion und bei neuronalen Aktivitaten eine
entscheidende Rolle. In den Zellen dieser Gewebe kommt es verstarkt zur
Expression dieses Rezeptortyps (89;90;91;92). Vor allem am Endothel und an
der Tunica media von BlutgefaRen konnten diese Rezeptoren nachgewiesen
werden (83). Die Bindung von ET-1 an diesen Rezeptortyp bewirkt nun im

Gegensatz zum ETa-Rezeptor eine Vasodilatation, und zwar auf Grund der

15



Einleitung und Fragestellung 16

Freisetzung von NO, Prostacyclin und Adrenomedullin (93;94;95). Die
Vasodilatation entsteht bei NO cGMP-, bei Prostacyclin cAMP-vermittelt.
Stickstoffmonoxid spielt zudem als physiologischer Antagonist in Hinsicht auf
den Gefal3tonus zu ET-1 eine wichtige Rolle (96). Aul3erdem wirkt es hemmend
auf die Synthese von ET-1. Nachgewiesen wurde auch eine Hemmung der
Expression des Endothelin-Converting-Enzyms (ECE) durch NO in den
Endothelzellen (97).

Eine weitere wichtige Funktion des ETg-Rezeptors ist die der Wiederaufnahme
des ET-1 in die Zellen des Gefal3endothels (98), insbesondere in der
pulmonalen Zirkulation (99). Die Hauptclearance von ET-1 erfolgt in der Lunge,
da sich hier ungefahr die Halfte des gesamten Endothels des GefalRbaumes
des Menschen befindet. Somit findet man hier auch die gré3te Dichte an ETg-
Rezeptoren. Weitere Organe, die an der Clearance von ET-1 mitwirken, sind
Niere und Milz. Vor allem die Aktivitat der ETg-Rezeptoren ist entscheidend fur
die Regulation des Plasmaspiegels von ET-1. Dies wird auch durch die
Beobachtung bestatigt, dass es nach Gabe von L-NAME zu einem Anstieg von
zirkulierendem ET-1 kommt (100).

Physiologischerweise besteht ein Gleichgewicht zwischen Produktion und
Clearance von ET-1, sodass eine Balance zwischen vasokonstriktorischen
(ETa-vermittelt) und vasodilatatorischen (ETg-vermittelt) Wirkungen besteht
(101).

Zusammenfassend kann man sagen, dass der ETg-Rezeptor als wichtiger
Modulator bei der Aufrechterhaltung des systemischen Blutdruckes und des
totalen peripheren Widerstandes fungiert (89;100;102;103).

In zahlreichen experimentellen Tierstudien konnte die Bedeutung des ETg-
Rezeptors bestatigt werden, z.b. wurde durch Gabe eines Antagonisten des
ETs-Rezeptors ein signifikanter Anstieg des mittleren arteriellen Blutruckes und
auch ein hoéherer ET-1-Plasmaspiegel nachgewiesen (100).

Die Produktion von Endothelinen und Endothelin-Rezeptoren lauft
physiologischerweise gleichmallig und parallel nebeneinander ab. Fordernd auf
die Expression von ET-1 und ETa-Rezeptoren wirken Hypoxie und Cyclosporine

(77). Die Expression der ETa-Rezeptoren wird aulRerdem durch Ostrogene,
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CAMP und bestimmte Wachstumsfaktoren induziert. Gehemmt wird die
Expression der ETa-Rezeptoren durch Endotheline, Angiotensin Il (AT 1l) und
Platelet Growthfaktor [3.

Im Gegensatz dazu wird die Expression des ETg-Rezeptors durch C-type
natriuretisches Hormon, AT Il und bestimmte Wachstumsfaktoren induziert, die
Hemmung der Expression des ETg-Rezeptors erfolgt durch cAMP und
Katecholamine (104).

1.4 Hypertonie: Pathophysiologie - Einteilung

1.4.1 Einteilung der Hypertonie

Definitionsgemal} versteht man unter einer Hypertonie eine Druckerh6hung im
arteriellen System des Kreislaufs. Der Blutdruck im Korper wird bestimmt durch
Herzzeitvolumen (HZV) und totalen peripheren Widerstand (TPR). Das HZV ist
das Produkt aus Herzfrequez (HF) und Schlagvolumen. Pathophysiologisch
gesehen ist eine Hypertonie die Folge eines erh6hten Herzzeitvolumens, eines
erhohten peripheren Widerstandes oder beider Faktoren.

Bei einer isolierten Erhdhung des HZV spricht man von einem
hyperdynamischen Hochdruck. Dieser entsteht entweder als Folge einer
gesteigerten Herzfrequenz oder eines erhohten Extrazellularvolumens.

Bei einem Anstieg des totalen peripheren Widerstandes handelt es sich um
einen  Widerstands-Hochdruck, der durch eine stark ausgepréagte
Vasokonstriktion der arteriellen Widerstandsgefal3e entsteht.

Man unterscheidet zwischen primarer (friher: essentieller) und sekundarer
Hypertonie. Sekundaren Hypertonien kénnen renale (Nierenarterienstenose,
Tumoren) oder endokrine (Conn-Syndrom, Cushing-Syndrom,
Phaochromozytom) Ursachen zu Grunde liegen.

Atiologisch zahlen GibermaRige Salzzufuhr, das Renin-Angiotensin-System und
eine Regulationsstérung des sympathischen Nervensystems zu den wichtigsten
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Faktoren. Zusatzlich konnen Faktoren wie die genetische Disposition und auch
neurovaskulare Anomalien die Ausbildung einer Hypertonie beeinflussen (105).

1.4.2 Rolle von Endothelin-1 in der Pathogenese der  Hypertonie

Storungen der Endothelin-1 Homoostase sind auf vielfaltige Weise an der
Entstehung von Bluthochdruck beteiligt: Ein direkter Zusammenhang zwischen
ET-1 und einem experimentell induzierten Bluthochdruck konnte mehrmals
gezeigt werden (106;107;108;109;110;111;112). Des Weiteren konnte belegt
werden, dass sich der Blutdruck bei Ratten, welche Angiotensin-ll-Infusionen
erhalten hatten, durch Gabe eines ETa-Rezeptor-Antagonisten wieder
normalisiert hat (113;114).

Ferner ist bekannt, dass Ostrogen-Applikation zu einer zunehmenden
Wandsteifigkeit in groRen GefalRen wie z.b. der Aorta fihrt, und dass die
vasodilatatorische Funktion des Endothels gesteigert wird (115).

Gestagene, wie das hier eingesetzte MPA fihren jedoch nicht zu einer
Antagonisierung der oben beschriebenen Effekte von Ostradiol (116).

In dieser Arbeit wurde der Einfluss von Ostrogenen (Ostradiol) und Gestagenen
(MPA) bei ovarektomierten Ratten auf die Gefale und auf das Endothel und
dessen Reaktionen untersucht.

Ziel dieser Arbeit ist es zu untersuchen, welchen Einfluss eine orale Ostrogen-
und Aldosteronzufuhr, bei Applikation von entweder Drospirenon, Spironolacton
oder Medroxy-Progesteron-Acetat (MPA) auf das GefalRendothel und damit

auch auf die Blutdruckregulation bei ovarektomierten Ratten hat.
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2. Materialien

2.1 Gerate

Fur die Experimente in der Organkammer fanden folgende Geréte

Verwendung:

Organbad 6 Kammern 10A-5306 isolierte Organ Apparatur, FMI Fohr

Warmebad

Waagen

Sonifikator

Medical Instruments GmbH, Seeheim, Deutschland
HAAKE B3, FMI F6hr Medical Instruments GmbH,
Seeheim, Deutschland

Sauter Feinwaage Typ 404/13, Kern & Sohn GmbH,
Albstadt, Deutschland

Chyo MP-3000, Kern & Sohn GmbH, Albstadt,
Deutschland

Bandelin Sonoplus GM70, Bandelin GmbH & Co
KG, Berlin, Deutschland

2.2 Versuchslosungen und -substanzen

2.2.1 Krebs-Henseleit-Puffer

Zur Herstellung des Krebs-Henseleit-Puffers wurden folgende Substanzen

verwendet:

NacCl

CaCl,

KCI

Natriumchlorid (M= 58,44g/mol), Merk, KGaA,
Darmstadt, Deutschland

Calciumchlorid (M=110,99g/mol), Merk, KGaA,
Darmstadt, Deutschland

Kaliumchlorid (M=74,85g/mol), Merk KGaA,

Darmstadt, Deutschland
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KH,PO, Kaliumdihydrogenphosphat (M=136,09g/mol), Merk,
KGaA, Darmstadt, Deutschland

NaHCO; Natriumhydrogencarbonat (M=84,01g/mol), Merk,
KGaA, Darmstadt, Deutschland

MgSO, Magnesiumsulfat (M=120,4g/mol) Sigma-Aldrich-
Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland

C10H14N2NazOg Athylendiamintetraessigsaure (EDTA) Titriplex
(M=372,24g/mol), Merk, KGaA, Darmstadt,
Deutschland

CeH12056 D(+)-Glucose-Monohydrat (M=198,17g/mol), Merk,

KGaA, Darmstadt, Deutschland

Die Herstellung der Stammldsungen mit den jeweiligen Substanzen folgte den

in Tabelle 2.1 angegebenen Konzentrationsangaben. Dazu wurde die

entsprechende Menge des Stoffes auf 5 Liter (I) mit 2fach destilliertem Wasser

(Aqua bidest) aufgefillt und bei 4T gelagert.

Stammldsungen
NaCl 9%:

CacCl, 1,2%:
KCI 1,15%:
MgSO, 1,9%:
KH,PO,4 2,11%:
NaHCO; 6,5%:

450g NaCl ad 51 Aqua bidest

61g CaCl, ad 5| Aqua bidest
57,59 KCl ad 5l Aqua bidest

95g MgS04 ad 51 aqua bidest
105,3g KH,PO, ad 51 Aqua bidest
325g NaHCO3; ad 5| Aqua bidest

Tab. 2.1: Zusammensetzung der Stammldsungen mit den zugrunde liegenden

Stoffmengen.

Zur Herstellung des Krebs-Henseleit-Puffers wurden die Stammlésungen, wie in

Tabelle 2.2 angegeben gemischt, zusatzlich mit 250 mg EDTA und 50 ¢

Glucose versetzt. Daraufhin mit Aqua bidest auf 251 verdinnt und schlief3lich far

30 Minuten (min) mit Carbogen, einem Gemisch aus 95% Sauerstoff (O,) und
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5% Kohlendioxid (CO.), begast. Die Herstellung des Puffers erfolgte jeden Tag

frisch.

Stammldsung Menge
NaCl 9% 1925 ml
CaCl; 1,2% 575 ml
KCL 1,15% 775 ml
MgSO, 1,9% 192 mi
KH,PO4 2,11% 192 ml
NaHCO; 6,5% 807 ml
EDTA 250 mg
CeH1206 509

Tab. 2.2: Zusammensetzung des Krebs-Henseleit-Puffers mit den jeweiligen Anteilen der
einzelnen Stammlésungen und Zusatzsubstanzen, insgesamt mit Aqua bidest aufgefllt auf
251.

2.2.2 Anésthetika

Folgende Anasthetika wurden verwendet:

Rompun 2% Xylazinhydrochlorid, Bayer Vital GmbH, Leverkusen,
Deutschland

Ketavet Ketaminhydrochlorid 100 mg/ml, Pharmacia &
Upjohn GmbH, Erlangen, Deutschland

Metofane Methoxyfluran, Jannsen — Cilag GmbH, Neuss,
Deutschland

Alle oben aufgefuhrten Praparate wurden bei 4T gel agert
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2.2.3 Vasoaktive Substanzen

An vasoaktiven Substanzen wurden folgende eingesetzt:

Vasokontrahierende Substanzen:

KCI Kaliumchlorid (74,85g/mol), Merk, KGaA, Darmstadt,
Deutschland

NE Norepinephrin, Sigma —Aldrich CO, St. Louis MO,
USA

Vasodilatierende Substanzen:

Ach Acetylcholin Chloride, Sigma Diagnostics, St. Louis
MO, USA
SNP Nitroprussid-Na[Natrium-

pentacyanonitrosylferrat(ll)], Merk KGaA,

Darmstadt, Deutschland

Bei allen Substanzen - mit Ausnahme von SNP und KCI - wurde zu Beginn der
Versuchsreihe jeweils eine einzige Stammlésung angesetzt (c(mol/l): Ach 107%;
NE 10%), aliquotiert (Menge in pl: Ach 120; NE 120) und in Eppendorf-Cups bei
-20C gefroren gelagert. SNP wurde taglich frisch in einer Konzentration von
10 mol/l angesetzt. Als Losungsmittel diente Aqua bidest. An den jeweiligen
Versuchstagen wurden dann, ausgehend von diesen Substanzmengen, die im
Versuch verwendeten Verdlinnungsreinen mit Krebs-Henseleit-Puffer als
Verdinnungssubstanz angefertigt. Um eine Referenzkontraktion zu bestimmen
(also die Vorkontraktion eines jeden Ringes) wurde eine 1 Molare KCI-L6sung
(74,6 g/l Aqua bidest) hergestellt und im Warmebad bei 37C gelagert. Alle
Angaben zu Substanzkonzentrationen beziehen sich auf die sich in den

Organbéadern befindenden endgiltigen Konzentrationen.
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Inkubationssubstanzen:

Bei Teilen der Versuche sind die Gefaldringe vorinkubiert worden. Hierbei
fanden folgende Substanzen Verwendung:

L-NAME Nw-Nitro-L-Arginine-Methyl-Ester, Sigma Chemical
Co, St. Louis, MO, USA; kompetitiver Hemmer der
NO-Synthase

DICLO Diclofenac, Cylooxygenase- bzw.

Prostaglandinsyntheseinhibitor,

L-NAME (c: 10" mol/l) wurde taglich frisch mit Aqua bidest angesetzt. DICLO
war schon vor Versuchsbeginn in der passenden Konzentration (c: 10° mol/l) in
Eppendorf-Cups bei —20C gelagert worden. Zum jeweiligen Versuchstag
wurde immer eine frische Losung verwendet, und am Ende des Versuchstages

verworfen.

2.3 Versuchstiere

In dieser Arbeit wurden insgesamt 60 weibliche Wistar-Ratten (IFFA CREDO,
Lyon, Frankreich) im Alter von 12 Wochen als Versuchstiere eingesetzt. Alle
Tiere waren ovarektomiert und einseitig nephrektomiert.

Die Tiere wurden fir die Dauer des Versuchs im Tierstall der Universitatsklinik
Wirzburg gehalten und dort fir insgesamt 8 Wochen mit normalem
Haltungsfutter (Altromin) gefttert. Zusatzlich erhielten die Tiere 17B-Ostradiol
in einer Dosierung von 2 pg/kg/d sowie Aldosteron in einer Konzentration von
0,75 pg/h, welches den Ratten Gber Minipumpen der Firma Alzet (Modell 2004)
kontinuierlich infundiert wurde. Die Haltung erfolgte unter optimalen Haltungs-
bedingungen bei konstanter Temperatur (21<C), gleich bleibender Luft-
feuchtigkeit (50 — 60 %) und Beluftung und auch unter einem konstanten Tag-
Nacht-Rhythmus (je 12 h).
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2.4 Sonstige Materialien

Zentrifugenrohrchen

Pipettenspitzen

Petrischalen

Eppendorfcups

Skalpellklingen

Spritzen

Tierfutter

Aqua bidest

100/16; Rundboden, Polystyrol glasklar RE 04,
Bottger oHG, Bodenmais, Deutschland

PSG 1000 Pipettenspitzen gelb, Typ Eppendorf 1-
100ul, Bottger oHG, Bodenmais, Deutschland

PSB 1000 Pipettenspitzen blau, Typ Eppendorf 100 -
1000 ul, Béttger oHG, Bodenmais, Deutschland
PP90, 94x16mm, Boéttger oHG, Bodenmais,
Deutschland

RSL1 Reaktionsgefalie Eppendorf 1,5ml, save lock,
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

SJ21 100 Skalpellklingen steril, Megro GmbH Wesel,
Deutschland

Omicam U-40 Insulin, 1ml, B Braun Petzold GmbH,
Melsungen, Deutschland

Omnifix-F Plus, 1ml, B Braun Petzold GmbH,
Melsungen, Deutschland

Injekt 2ml, luer, solo, B Braun AG, Melsungen,
Melsungen, Deutschland

1321 Haltungsfutter Ratten, Altromin GmbH, Lage,
Deutschland

Ampuwa fir Spulzwecke 10I, Fresenius Kabi
Deutschland GmbH, Bad Homburg v.d.H,

Deutschland
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3. Methodik

3.1 Anordnung des Versuches

3.1.1 Organkammeraufbau

Die Versuchsanordnung besteht aus einem Organbad, worin das zu
untersuchende Gewebe enthalten ist, einem Kraftumwandler, welcher die
Reaktionen des Gewebes in elektrische Signale umwandelt und schliel3lich
einem Computer, an dem die Daten zusammenflieBen und graphisch
dargestellt werden kénnen. Das Prinzip besteht darin, eine reaktive
iIsometrische Spannungsanderung von muskelzellhaltigem Gewebe auf externe
Stimuli zu messen.

Um zu gewabhrleisten, dass der gesamte Versuchsablauf, und somit auch die zu
untersuchenden Gefallringe, in einer anndhernd physiologischen und
konstanten Umgebung ablauft, wurden die Organkammern mit Krebs-Ringer-
Henseleit-Losung geflllt, und mit Carbogen-Gas (95 % O, und 5 % CO,)
beluftet. Zusatzlich wurden alle Organkammern auf einer konstanten
Temperatur von 37T gehalten, und zwar durch ein die Organkammern
umspulendes Warmebad. So war es letztendlich méglich, die Versuche unter
iIsoosmotischen, isohydrischen und isothermen Bedingungen durchzufihren.

In dieser Arbeit wurden die Kontraktion und Relaxation von Abschnitten der
Aorta descendens bei ovarektomierten Ratten auf vasoaktive Substanzen
untersucht und gemessen. Hierfir wurde die Aorta descendens vom um-
liegenden Bindegewebe befreit und in gleich lange Ringe (3mm) geschnitten.
Die Gefal3ringe wurden dann umgehend auf jeweils zwei triangelférmige
Héakchen aufgefadelt, und schonend in der Organkammer so aufgehangt und
vorgespannt (0,5 N), dass die Gefal3reaktion mit Hilfe eines Kraftumwandlers
gemessen und auf dem Computer graphisch dargestellt werden konnte.

Bei den Versuchen sind sowohl Endothel-unabhéangige als auch Endothel-

abhangige Reaktionen induziert worden. Die Endothel-unabhangigen
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Reaktionen wurden durch direkt an den Muskelzellen ansetzende Substanzen
herbeigefuhrt, die endothel-abhé&ngigen durch bestimmte Mediatoren, welche
aus unversehrtem Endothel erst die Produktion der eigentlichen

Ubertragerstoffe induziert haben.

3.1.2 Tiergruppen

Die insgesamt 60 weiblichen, ovarektomierten Ratten wurden dem
Zufallsprinzip folgend in 6 unterschiedliche Gruppen eingeteilt (G1 — G6). Alle
Tiere wurden mit Haltungsfutter fur Ratten (Altromin) gefittert, zudem erhielten
alle Gruppen 17p-Ostradiol in einer Dosierung von 2 pg/kg/d sowie Aldosteron,
welches den Ratten Uber Minipumpen (Alzet, Modell 2004) mittels einer
Dauerinfusion von 0,75 pg/h injiziert wurde. Je nach Zuteilung zu einer
einzelnen Gruppe wurde den Tieren noch zusatzlich Spironolacton 20 mg/kg/d
Uber das Trinkwasser verabreicht, Drospirenon (bestehend aus Ethinyléstradiol
und Gestagen) in einer Dosis von 3, 9 oder 30 mg/kg/d s.c. oder MPA 3
mg/kg/d subkutan appliziert. Ethinyléstradiol wurde hierbei in EtOH aufgelost
und mit Hilfe von Erdnussdl, das als Tragersubstanz diente subkutan appliziert.
Drospirenon und MPA wurden ebenfalls in EtOH aufgelést und auch mittels
s.c.-Injektion verabreicht. Hierbei diente Castordl als Tragersubstanz. Die erste
Gruppe der Tiere (G1) erhielt auBer 17B-Ostradiol und Aldosteron keine
weiteren Zusatze, und dient somit als Kontrollgruppe (Placebo). Zu Beginn der
Versuchsreihe bestand jede Gruppe aus 10 Tieren. Wahrend der Haltung
verstarben insgesamt 7 Tiere. Aus diesem Grund ergab sich somit folgende

Gruppenaufteilung:
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Gruppe Beschreibung der Tiere n
Gl _ . .
(Placebo) Ovarektomie + 17B3-Ostradiol 2 pg/kg/d+ Aldosteron 0,75 pg/h 10
G2 Ovarektomie + 17B-Ostradiol 2 pg/kg/d + Aldosteron 0,75 pg/h + 10
Spironolactone 20 mg/kg/d s.c.
G3 Ovarektomie + 17B-Ostradiol 2 pg/kg/d + Aldosteron 0,75 pg/h + 9
Drospirenon 3 mg/kg/d s.c.
G4 Ovarektomie + 17B-Ostradiol 2 pg/kg/d + Aldosteron 0,75 pg/h + 9
Drospirenon 9 mg/kg/d s.c.
G5 Ovarektomie + 17B-Ostradiol 2 pg/kg/d + Aldosteron 0,75 pg/h + 8
Drospirenon 30 mg/kg/d s.c.
G6 Ovarektomie + 17B-Ostradiol 2 pg/kg/d + Aldosteron 0,75 pg/h + 9
MPA 3 mg/kg/d s.c.

Tab. 3.1: Ubersicht tiber die unterschiedlichen Gruppen; n = Anzahl der Tiere

3.2 Ablauf des Versuches

3.2.1 Anéasthesie der Ratten

Die Tiere wurden am Morgen des Versuchstages mit einem Transportkafig aus
dem Tierstall abgeholt. Kurz vor Versuchsbeginn wurden die Ratten aus dem
Transportkafig genommen, und mit einer intraperitonealen Injektion (1,5 ml)
eines Gemisches aus Ketamin (1ml) und Rompun 2% (0,5ml) andsthesiert. Nun
wurden die Ratten wieder in den Kafig zuriickgesetzt, der Kafig abgedunkelt
und man wartete, bis die Narkose einsetzte. Nachdem die Tiefe der Analgesie
mittels Kompression der Pfotenspitzen Uberprift wurde, erfolgte noch eine

Antikoagulation mit 1 ml Heparin (5.000 IE/ml) intraperitoneal.

3.2.2 Gefal3praparation

Die Versuchstiere wurden mit Hilfe von Pinzette und Schere thorako-abdominal
eroffnet. Nach der Entfernung von Leber, Lunge und Osophagus erfolgte die

letale Exanguination durch Punktion des rechten Ventrikels. Nun erfolgte die

Loslosung des Herzens von der ventralen Thoraxwand, und die Aorta
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descendens wurde zugfrei, mit Hilfe der No-Touch-Technik (zur Schonung des
Endothels), von der Wirbelsaule freiprapariert, und schliel3lich kurz vor der
iliacalen Bifurkation mit einer Schere abgesetzt. Das Gefal3stliick wurde sofort
nach der Entnahme in eine Petrischale mit Krebs-Henseleit-Puffer-Losung
gegeben, welche durch Eis auf eine Temperatur von 4C gekuhlt wurde. Nun
erfolgte unverziglich eine Spulung der Aorta mit Heparin, anschlie3end eine
Sauberung des Gefalles vom umliegenden Bindegewebe mit Pinzette und
Operationsschere. Dann wurde die Aorta mittels Skalpell in 3 mm breite Ringe

geschnitten.

3.2.3 Fixation der praparierten Gefafldringe im Organ  bad

Die einzelnen Geféaliringe wurden nun auf zwei triangelférmige Drahtgestelle
aufgefadelt, diese wiederum an zwei Drahthaken befestigt, welche senkrecht im
Organbad angeordnet waren (117;118;119). In den Organkammern wurden die
Gefaliringe von Krebs-Henseleit-Puffer umspult, mit Carbogen begast und mit
Hilfe des Warmebades auf einer konstanten Temperatur von 37T gehalten
(120).

Die beiden Haken waren jeweils mit einem Kraftumwandler verbunden, der die
isometrische Spannung mal3 und mittels der Software ,VitroDat Win“ graphisch

darstellte.

3.2.4 Durchfuhrung der Versuche

Nach dem Einspannen der Gefalringe in die Haltevorrichtungen (mit einem
Ruhetonus von 0,5 g), wurden diese nun fir 30 Minuten zur Anpassung an die
Bedingungen im Organbad ruhen gelassen. AnschlieBend erfolgte eine
schrittweise Erh6hung der Spannung um 0,5 g bis zu einer Spannung von 2 g
(Ausgangsniveau fur alle Versuche). Diese Vorspannung wurde in
Vorversuchen ermittelt, um gemal Frank-Starling-Mechanismus, ein fiur die
maximale Muskelkontraktion optimales L&angen-Spannungs-Verhaltnis zu

erhalten (121). Erst nach Erreichen dieses Zustandes besitzen die Gefalie ihr
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volles Kontraktions- und Relaxationsvermdgen, so dass nun nach Zugabe von
vasoaktiven Substanzen standardisierte Daten lUber die Spannungsénderung
des GefalRabschnittes gewonnen werden kdnnen.

Um einen fir jeden Gefalring individuellen und standardisierten Referenzwert
beziglich der maximalen Kontraktion zu erhalten, wurden die Gefal3e 2x mit
1000 pl 1M Kaliumchlorid-Lésung inkubiert (120). Nachdem die GefalRe ihr
jeweiliges Kontraktionsplateau erreicht hatten, (das heil3t, es erfolgte keine
weitere Steigerung der isometrischen Kontraktion), wurde dreimal mit Krebs-
Henseleit-Puffer-Lésung gespult, um wieder das Ausgangsniveau zu erreichen.
Nach einer 30-minitigen Ruhephase erfolgte dann die zweite KCI-Kontraktion,
die nach Erreichen eines Plateaus wiederum durch Spulen mit Krebs-Henseleit-
Puffer beendet wurde. Falls die zweite KCI-Kontraktion deutlich (> 30 %) Uber
die erste Kontraktion hinausging, so wurde die KCI-Kontraktion so oft
wiederholt, bis das Kontraktionsmaximum ann&hernd konstant blieb. Im
Anschluss daran wurde den Gefal3en wiederum eine Ruhezeit von 30 Minuten
gegeben.

Fur die Versuche wurden die Gefal3e entweder nativ eingesetzt, oder mit
Substanzen vorinkubiert. Bei den nativ belassenen Gefal3en wurde der Einfluss
von SNP, NE und Ach untersucht. Als Substanzen zur Vorinkubation wurden
DICLO (c: 10®° mol/l) und L-NAME (c: 10” mol/l) verwendet, die jeweils 30
Minuten vor Versuchsbeginn appliziert wurden. Die Zugabe der einzelnen
Substanzen erfolgte nach vorher genau festgelegten Protokollen in die
einzelnen Organbader. Zwischen den unterschiedlichen Versuchen wurden die
Organbéder jeweils dreimal mit Krebs-Henseleit-Puffer gespult um
sicherzustellen, alle vorher zugegebenen Substanzen wieder ausgewaschen zu
haben.

Zur Vorkontraktion der Gefal3ringe vor Einsatz der Vasodilatatoren wurde NE
eingesetzt. Die NE-Vorkontraktion lag bei ca. bei 75-85 % der maximalen
Kaliumchlorid-Kontraktion. Zur Evaluation der Gefal3kontraktion erfolgte die
Zugabe von NE in aufsteigender Konzentration (10™° bis 10 mol/l), jeweils in

logarithmischem Abstand einer halben Zehnerpotenz. Die Applikation der
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nachsthoheren Konzentration durfte allerdings erst erfolgen, sobald sich ein
Plateau — als Zeichen der Gefal3reaktion — ausgebildet hatte.

Als dilatierende Substanzen dienten Ach und SNP, welche nach Induktion der
NE-Referenzkonzentration in aufsteigender Konzentration (10 bis 10 fiir
SNP, 10 bis 10™ fiir Ach) zugegeben wurde. Die Zugabe erfolgte wiederum in
logarithmischen Abstanden einer halben Zehnerpotenz. Auch hier musste vor
Zugabe der nachsthdéheren Konzentration erst eine Plateaubildung abgewartet
werden (119;122).

In  Tabelle 3.2 sind die mit den GefaRsegmenten durchgefiihrten

Untersuchungen aufgelistet.

Vorinkubations- Ohne Mit Mit
substanzen | Vorinkubation Vorinkubation Vorinkubation
Substanz- L-NAME Diclofenac
verdiinnungs- c: 10° mol/L c: 10° mol/L
reihe (mol/l) 20 min 20min
Ach, 10 *°-10" X X X
SNP, 101°-10° X
NE, 10°-10™ X X

Tab. 3.2: Ubersicht iber die verwendeten Vorinkubationssubstanzen und ihren jeweiligen
Einsatz
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3.3 Statistik

Die Auswertung der Versuche erfolgte durch eine computergestitzte Ermittlung
der erzielten Gefal3antworten bei den entsprechenden Substratkonzentrationen.
Die Angabe der Gefalireaktion auf Vasokonstriktoren erfolgte in Prozent der
jeweiligen individuellen Referenzkonzentration auf Kaliumchlorid (100mmol/l).
Gefalreaktionen auf Vasodilatatoren wurden in Prozent der Vorkontraktion auf
Norepinephrin (10"mol/l) aufgefiihrt. Nur GefaRsegmente, deren Endothel-
abhangige Relaxation auf Acetylcholin mehr als 50 % der Vorkontraktion auf
Norepinephrin betrugen, kamen flir die Auswertung in Betracht. Entsprechend
wurden jeweils 8 Tiere jeder Gruppe in die Datenanalyse einbezogen.

Zur Datenerfassung diente das Programm ,VitroDat Win* der Firma FMI Fohr
Medical Instruments GmbH (Seeheim, Deutschland). Alle Daten wurden als
Mittelwert +/- Standardabweichung (SEM) angegeben. Zur statistischen
Analyse wurde die Sensitivitdit (pD2) der Gefal3e auf die vasoaktiven
Substanzen in Abhé&ngigkeit als negativer Logarithmus der Konzentration
angegeben, welche eine halbmaximale Kontraktion bzw. Relaxation ausgeldst
hat. Die maximale Relaxation bzw. die maximale Kontraktion wurden unter
Zuhilfenahme von MatLab Software (MatWorks, Natick, MA, USA) fir jede
Dosiswirkungskurve durch nicht-lineare Regressionsanalyse ermittelt. Fir den
Vergleich zwischen zwei Werten kam der ungepaarte Students t-Test zur
Anwendung.

Die graphische Darstellung der Gefal3reaktionen erfolgte in Form von Linien-
Diagrammen mit zusatzlich dargestellter Standardabweichung der Mittelwerte
unter Verwendung von SigmaPlot (Jandel Scientific Software 2001, San Rafael,
CA, USA). Hierbei wurde ein p-Wert von <0,05 als signifikant betrachtet
(123;124).
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4. Ergebnisse

4.1 Relaxationen

4.1.1 Endothel - abhangige Relaxation auf Acetylcho lin

Bei den mit Spironolacton bzw. Drospirenon (unabhangig von der Dosis)
behandelten, ovarektomierten Tieren erfolgte eine Endothel-abhéngige
Relaxation, wie sie fur unbehandelte Ratten typisch ist.

Bei den Placebo-behandelten, ovarektomierten Tieren war die Endothel-
abhangige Relaxation hingegen beeintrachtigt. Die Behandlung mit MPA fihrte
zu weiterer, signifikanter Einschrankung der Endothel-abhangigen Relaxation.
(Abb. 4.1 - 1)

k= 0 -
£ =
© o 204
£ £
S~
S o 40 A
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B o>,.<) **
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S c
> O @ Placebo *
£ —;é 80 4 B spironolacton 20 mg/kg/d
g E A MPA 3 mglkg/d
= (@] .
Q X 100 O Drospirenon 3 mg/kg/d
© [] Drospirenon 9 mg/kg/d
& ].20 = A Drospirenon 30 mg/kg/d
] ] ] ] ] ] L}
10 9 8 7 6 5 4
Acetylcholin (-log mol/l)
Abb. 4.1 -1

Endothel-abhangige Relaxation von Segmenten der Aorta descendens auf Acetylcholin bei
ovarektomierten Ratten mit unterschiedlicher Behandlung. Die Ergebnisse sind als Mittelwert +
SEM fir jeweils 8 Tiere/Gruppe angegeben.

* p< 0,05 vs. alle anderen Gruppen

** p< 0,05 vs. Placebo-Gruppe und p< 0,01 vs. alle anderen Gruppen
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Eine Prainkubation mit Diclofenac (zur Hemmung der Synthese von
Arachidonsaurederivaten) fiihrte zu einer Normalisierung der Endothel-
abhangigen Relaxation bei den Placebo-behandelten Tieren, zeigte jedoch
keinen Einfluss auf die Endothel-abhangige Relaxation der mit MPA-
behandelten Tiere. (Abb. 4.1 - 2)

Diclofenac 10 ™ mol/l

20
40
60

. Placebo

80 40 Spironolacton 20 mg/kg/d
A vpA3mgikg/d

Relaxation, in % der Norepinephrin-
Kontraktion (3x10 ~ mol/l)

100 =1 O Drospirenon 3 mg/kg/d
[] Drospirenon 9 mglkg/d
120 < /\ Drospirenon 30 mg/kg/d
r T T T T T 1
10 9 8 7 6 5 4
Acetylcholin (-log mol/l)
Abb. 4.1 -2

Endothel-abhangige Relaxation von Segmenten der Aorta descendens auf Acetylcholin bei
ovarektomierten Ratten mit unterschiedlicher Behandlung. Die Ergebnisse sind als Mittelwert +
SEM fir jeweils 8 Tiere/Gruppe angegeben.

* p< 0,01 vs. Placebo-behandelte Tiere
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Nach Prainkubation mit dem NOS-Inhibitor L-NAME kam es zu einer

vollstdndigen Unterdriickung der Endothel-abhangigen Relaxation mit einer

"paradoxen” Kontraktion bei aufsteigender Ach-Dosierung.

Lediglich bei den MPA-Tieren war eine solche Kontraktion nicht zu beobachten.

i . Placebo

(Abb. 4.1 - 3)
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Abb. 4.1 -3

L-NAME 107 mol/l

. Spironolacton 20 mg/kg/d
A VPA 3mgikg/d

(O Drospirenon 3 mg/kg/d
] prospirenon 9 mg/kg/d

A Drospirenon 30 mg/kg/d
I T T T T T 1

10 9 8 7 6 5 4

Acetylcholin (-log mol/l)

Endothel-abhangige Relaxation von Segmenten der Aorta descendens auf Acetylcholin bei
ovarektomierten Ratten mit unterschiedlicher Behandlung. Die Ergebnisse sind als Mittelwert +
SEM fir jeweils 8 Tiere/Gruppe angegeben.

* p< 0.01 vs. Placebo-behandelte Tiere
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4.1.2 Endothel - unabhéangige Relaxation auf Natrium  -Nitroprussid

Die Endothel-unabhangige Relaxation auf Natrium-Nitroprussid (SNP) war bei
allen Gruppen - mit Ausnahme der Tiere die MPA erhalten hatten — ver-
gleichbar. Bei den mit MPA behandelten Tieren war die Relaxation auf Zugabe
des NO-Donors SNP beeintrachtigt. (Abb. 4.1 - 4)
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A VPA 3 mgikg/d

100 4 (O Drospirenon 3 mg/kg/d
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r T T T T 1

10 9 8 7 6 5

Relaxation, in % der Norepinephrin-
Kontraktion (3x10 ~* mol/l)

Natrium-Nitroprussid (-log mol/l)

Abb. 4.1 -4
Endothel-unabhéngige Relaxation von Segmenten der Aorta descendens auf Sodium-
Natriumnitroprussid (SNP) bei ovarektomierten Ratten mit unterschiedlicher Behandlung. Die

Ergebnisse sind als Mittelwert + SEM fir jeweils 8 Tiere/Gruppe angegeben.
* p< 0,05 vs. Placebo-behandelte Tiere
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4.2 Kontraktionen

4.2.1 Kontraktion auf Norepinephrin

Die Kontraktion auf Norepinephrin war in den Versuchsgruppen vergleichbar.
(Abb. 4.2 - 1)
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Abb. 4.2 -1

Konzentrations-abhangige Kontraktion von Segmenten der Aorta descendens auf Norepinephrin
bei ovarektomierten Ratten mit unterschiedlicher Behandlung.
Die Ergebnisse sind als Mittelwert + SEM fir jeweils 8 Tiere/Gruppe angegeben.
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Nach Inkubation mit L-NAME war die Kontraktion in allen Gruppen diskret
verstarkt. Ein signifikanter Unterschied zwischen den einzelnen Gruppen
bestand nicht. (Abb. 4.2 - 2)
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Abb. 4.2 -2

Konzentrations-abhangige Kontraktion von Segmenten der Aorta descendens auf Norepinephrin
bei ovarektomierten Ratten mit unterschiedlicher Behandlung.
Die Ergebnisse sind als Mittelwert + SEM fir jeweils 8 Tiere/Gruppe angegeben.
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5. Diskussion

Endotheline z&hlen zu den am starksten wirksamen Vasokonstriktoren im
menschlichen Korper (53). Sie werden mit der Pathogenese von Erkrankungen
des kardiovaskuldren Systems (Hypertonie, Arteriosklerose) in Verbindung
gebracht. Der Wirkmechanismus dieser 21-Aminosaure-Peptide lauft Gber G-
Protein-vermittelte, auf der Zellmembran exprimierte ETa- und ETg-Rezeptoren
ab (26;27). Ostrogene konnen eine vermehrte Expression von ETa-Rezeptoren
induzieren. ETa-Rezeptoren, welche vor allem auf den Zellen der glatten GefaR-
muskulatur lokalisiert vorkommen, sind fir den direkten vasokon-striktorischen
Effekt der Endotheline verantwortlich. Im Gegensatz hierzu werden von den
Endothelzellen hauptsachlich ETg-Rezeptoren exprimiert, die tber NO und
Prostacyclin eine Endothel-abhangige Vasodilatation auslésen (83).

Ziel dieser Arbeit war es zu untersuchen, welchen Einfluss eine orale Ostrogen-
und Aldosteronzufuhr, bei Applikation von entweder Drospirenon, Spironolacton
oder Medroxy-Progesteron-Acetat (MPA) auf das GefalRendothel und damit
auch auf die Blutdruckregulation bei ovarektomierten Ratten hat. Hierzu wurden
60 ovarektomierte Wistar-Ratten 2 Monate lang bei konstanten &auf3eren
Bedingungen und der entsprechenden Ostrogen- und Aldosteron-ange-
reicherten Futterung gehalten. Nach einer 8-wochigen Futterungsphase erfolgte
die Entnahme der Aorta zur Untersuchung der Endothel-abhangigen und der
Endothel-unabhangigen Gefal3reaktionen. Zum einen wurde die Reaktion an
vorgespannten Segmenten der Aorta descendens auf Ach und SNP in der
Organkammer untersucht. Zusatzlich erfolgte die Analyse der dosis-abhangigen
Dilatation der isolierten Gefaliringe auf Ach, entweder bei Vorinkubation mit
dem NO-Synthese-Hemmer L-NAME oder mit dem Cyclooxygenase-Inhibitor
Diclofenac. Ferner wurde die dosisabhéngige Kontraktion der Gefal3ringe auf
Norepinephrin (NE) untersucht.

Bei den Tieren, die Drospirenon (bestehend aus Gestagen und Ethinylostradiol)
und Spironolacton erhalten hatten, war die Endothel-abh&ngige Relaxation

einheitlich und vergleichbar mit dem Relaxationsverhalten von Ratten ohne
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Intervention. Es konnte auch kein Unterschied im Relaxationsverhalten ab-
hangig von der Dosis von Drospirenon aufgezeigt werden. Vermindert war
hingegen die Relaxation auf Ach bei den Tieren der Placebo-Gruppe, also derer
Tiere, welche fir die Dauer der Futterung mit Ostradiol und Aldosteron keine
zusatzlichen Medikamente erhalten hatten. Eine noch deutlichere Ein-
schrankung der Endothelfunktion trat bei der Gruppe der Tiere auf, welche MPA
erhielten. Man kann also sagen, dass ohne zusatzliches Ethinyléstradiol die
Endothel-unabhangige Relaxation deutlich geringer ausfiel, als bei einer
Zusatztherapie mit Ethinylostradiol. Insofern scheinen Ostrogene einen
positiven, eventuell sogar protektiven Effekt auf das Gefaliendothel zu haben,
was bereits beschrieben ist. (125). Vermindert war hingegen die Endothel-
abhangige Relaxationsfahigkeit bei den unbehandelten Tieren bzw. bei den
Tieren, die Progesteron (MPA) erhielten. Offensichtlich besteht bei diesen
Tieren eine endotheliale Dysfunktion; ein negativer Einfluss von Gestagenen
auf die vaskulare Funktion konnte bereits gezeigt werden (116), ohne dass

dadurch jedoch die Wirkung von Ostrogenen antagonisiert worden ware (116).

Bei einer Vorinkubation mit dem Arachidonsdure-Synthese-Hemmer Diclofenac
kommt es bei allen mit Ethinylostradiol behandelten Gruppen zu keiner
nennenswerten Veranderung des Relaxationsverhaltens. Interessant ist jedoch,
dass sich bei den Placebo-behandelten Tieren die Endothel-abhangige
Relaxation verbessert und sich der Gefa3antwort der Ethinylostradiol-
behandelten Tiere angleicht. Diclofenac verhindert als Hemmstoff der
Cyclooxygenase die Produktion von kontraktil wirkenden Arachidonsaure-
derivaten. Offenbar fihren Relaxationsprodukte der Cyclooxygenase bei ovar-
ektomierten Ratten zu einem erhdhten Gefaldtonus, der partiell die Endothel-
vermittelte Relaxation ,antagonisiert”, so dass erst der Inhibitor der Produktion
dieser Botenstoffe die vollstdndige, Endothel-abhangige Relaxation gleichsam
demaskiert wird. Eine Zunahme der endothelvermittelten Vasodialation durch
Ostrogene konnte im Tierversuch bereits gezeigt werden (115).

Diese Ergebnisse werden ergéanzt durch die Induktion der Endothel-abhéangigen

Relaxation auf Ach nach Vorinkubation mit L-NAME. Diese Substanz hemmt die
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NO-Synthase und damit auch die Bildung von NO, wodurch die NO-vermittelte
Relaxation ausbleibt.

AulRer den Endothel-abhangigen Relaxationen auf Ach, wurden in diesem
Versuchsmodell auch die Endothel-unabhangigen Relaxationen durch Zugabe
des direkten NO-Donors Sodium-Nitroprussid (SNP) untersucht. Hierbei zeigte
sich in allen Versuchsgruppen mit Ausnahme der MPA-behandelten Tiere kein
signifikanter Unterschied im Relaxationsverhalten. In den finf Versuchsgruppen
erfolgte sehr rasch nach Zugabe des NO-Donors SNP eine vollstandige
Relaxation. Die rasche Wirkung beruht auf der Tatsache, das SNP als direkt
eingebrachtes NO im Korper wirkt. Es ist keine zeitaufwendige Umwandlung
notig, sondern es kann sofort durch Erhdéhung des cGMP-Spiegels mit
folgendem Abfall des intrazellularen Calcium-Spiegels in den glatten Gefafl3-
muskelzellen wirken und eine Vasodilatation erzeugen. Medroxy-Progesteron-
Acetat scheint jedoch in diese Vorgédnge einzugreifen, da die Relaxation der
Gefalde erst viel spater und wesentlich schwacher erfolgte als im Vergleich zu

den anderen Versuchsgruppen.

Bei den Untersuchungen beziglich der Kontraktionsfahigkeit der Gefaliringe
auf NE konnten bei Vorinkubation mit dem Arachidonséure-Synthese-Hemmer
Diclofenac zwischen den unterschiedlichen Gruppen keine relevanten
Unterschiede festgestellt werden. Die Kontraktionsfahigkeit war bei allen Tieren
vergleichbar und regelgerecht. Es war auch kein Unterschied festzustellen
zwischen den Tieren, die nur mit Ostrogenen behandelt wurden und denen, die
Ostrogene und MPA erhielten. Auch die Dosis von Drospirenon hatte keinen
Einfluss auf die GefalRreaktion. Die Kontraktion der Gefal3e auf Norepinephrin
erfolgt Uber a-Rezeptoren der glatten Muskelzellen, die dann wiederum tber G-
Proteine zu einer Erhohung der Phospholipase C fiihren. Uber eine
Akkumulation von IP; und DAG kommt es dann zu einer intrazellularen
Calciumerh6éhung und damit zu einer lang anhaltenden Kontraktion. Auf diese
Mechanismen scheinen Ostrogene und Medroxy-Progesteron-Acetat im ver-
wendeten Tiermodell weder in positiver noch negativer Weise Einfluss zu

nehmen.
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Auch bei der Kontraktion auf NE nach Vorinkubation mit L-NAME war die
GefalRantwort in den einzelnen Gruppen homogen und vergleichbar. Nach
Vorinkubation mit Diclofenac war die Kontraktion der Gefal3e in allen Gruppen
geringfugig starker. Dies ist bereits in anderen Tiermodellen beschrieben
(126;127;128) und wird auf die Blockade der sogenannten ,basalen“ NO-
Sekretion zurtckgefuhrt.

Zusammenfassend konnte im vorliegenden Tiermodell gezeigt werden, dass
Ethinylostradiol nicht zu einer Beeintrachtigung der Endothelfunktion fuhrt.
Medroxy-Progesteron-Acetat fuhrte in der vorliegenden Versuchsanordnung
jedoch zu einer deutlichen endothelialen Dysfunktion. Wie bereits in anderen
Tiermodellen gezeigt werden konnte (129;130) beeintrachtigt MPA erheblich die
Relaxationsfahigkeit des Gefal3systems.

Inwieweit jedoch eine langfristige Applikation von Ostrogenen ,Endothel-
protektiv* wirkt, konnte in dieser Versuchsanordnung nicht schlussendlich
geklart werden, da im Hinblick auf die Dosis von Ethinylostradiol keine
signifikanten Unterschiede beziglich der Relaxationsfahigkeit des Endothels
aufgezeigt werden konnten. Hierfir waren weitere Studien notwendig, um die in

diesem Tiermodell erhobenen Daten zu verifizieren und zu prézisieren.
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6. Zusammenfassung

Ein intaktes wund funktionsfahiges Endothel ist eine entscheidende
Vorraussetzung fur ein funktionierendes Herz-Kreislaufsystem. Eine Dys-
funktion des Endothels ist ein zentrales Glied in der Pathogenese zahlreicher
GefalRkrankheiten (Hypertonie, Atherosklerose, u.a.). Mehrere Mediatoren,
welche die vasodilatierende und vasokontraktile Wirkungen des Endothels
regulieren, sind fir ein physiologisches Zusammenspiel der vernetzten Regel-
kreise des Endothels verantwortlich.

Ziel dieser Arbeit war es, den Einfluss von Ostrogenen (Ethinyldstradiol) und
Gestagenen (Medroxy-Progesteron-Acetat, MPA) bzw. von Drospirenon (aus
Ethinylostradiol und Gestagen) bei ovarektomierten Ratten auf das Gefal-
endothel und die Vasomotorik zu untersuchen.

Hierfir wurden isolierte, vorgespannte Segmente der Aorta descendens der
Versuchstiere in der Organkammer untersucht. Es erfolgte die Untersuchung
der Endothel-abhéangigen Gefalireaktion als dosisabhéngige Relaxation auf
Acetylcholin mit und ohne Vorinkubation mit Diclofenac bzw. L-NAME, sowie
der Endothel-abhangigen Gefalreaktion auf Sodium-Nitroprussid. Zusatzlich
wurde die dosisabhangige Kontraktion auf Norepinephrin bei Vorinkubation mit
Diclofenac bzw. L-NAME evaluiert.

Die Endothel-abhangige Relaxation auf Acetylcholin ergab bei den mit
Drospirenon sowie Spironolacton behandelten, ovarektomierten Tieren ein
Relaxationsverhalten, wie es auch typisch fir unbehandelte Wildtyp-Ratten ist.
Bei den Placebo-behandelten Tieren zeigte sich jedoch eine deutliche
Beeintrachtigung der Endothel-abhangigen Relaxation, welche sich durch eine
Prainkubation mit dem Arachidonsaure-Synthese-Hemmer Diclofenac egali-
sieren liess. Eine starkere Einschradnkung der Endothel-abhangigen Relaxation
zeigte sich bei den mit MPA-behandelten Tieren, bei denen sich auch durch
Prainkubation mit Diclofenac keine Normalisierung der Gefal3reaktion erzielen
lief3.
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Eine Vorbehandlung mit dem NOS-Inhibitor L-NAME fihrte zu einem
vollstandigen Ausfall der Endothel-abhangigen Relaxation mit einer bei
steigender Ach-Dosierung auftretenden ,paradoxen” Kontraktion. Bei den mit
MPA-behandelten Ratten war dieser Effekt nicht zu beobachten.

Die Endothel-unabhangige Relaxation auf SNP war in allen Gruppen ver-
gleichbar, mit Ausnahme der Tiere, die MPA erhielten. Bei diesen Tieren war
die Endothel-unabhangige GefalRantwort beeintrachtigt.

Die Kontraktion auf Norepinephrin bei Prainkubation mit Diclofenac fiel in allen
Gruppen einheitlich aus. Auch bei Prainkubation mit L-NAME zeigte sich in
allen Versuchsgruppen eine vergleichbare Gefal3reaktion, wobei die Kontraktion
hier in allen Gruppen diskret starker ausfiel, als ohne Gegenwart von L-NAME.
Zusammenfassend konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass Ethinyl-
Ostradiol zu keiner funktionell relevanten Beeintrachtigung der Endothelfunktion
fuhrt. Medroxy-Progesteron-Acetat hingegen fihrte in dieser Versuchs-
anordnung zu einer deutlichen Einschrankung der Endothelfunktion und
beeintrachtigte die Relaxationsfahigkeit der Gefal3e erheblich.

Im Gegensatz zu Progesteron konnte unter den Bedingungen dieser Arbeit
zumindest kein Endothel-schadigender Effekt fur Ostrogene nachgewiesen
werden.

Inwieweit Ostrogene — lber langere Zeit appliziert — in der Lage sind, eine
.Endothel-protektive® Wirkung zu entfalten, kann jedoch im Rahmen der

vorliegenden Versuchsanordnung nicht abschlie3end beurteilt werden.
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7. Abkurzungsverzeichnis
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8. Abbildungsverzeichnis

Abb. 4.1 -1:

Abb. 4.1 - 2:

Abb. 4.1 - 3:

Abb. 4.1 - 4:

Endothel-abhangige Relaxation von Segmenten der Aorta descendens
auf Acetylcholin bei ovarektomierten Ratten mit unterschiedlicher
Behandlung. Die Ergebnisse sind als Mittelwert £ SEM fir jeweils 8
Tiere/Gruppe angegeben.

* p< 0,05 vs. alle anderen Gruppen

** p< 0,05 vs. Placebo-Gruppe und p< 0,01 vs. alle anderen Gruppen

Endothel-abhangige Relaxation von Segmenten der Aorta descendens
auf Acetylcholin bei ovarektomierten Ratten mit unterschiedlicher
Behandlung. Die Ergebnisse sind als Mittelwert + SEM fir jeweils 8
Tiere/Gruppe angegeben.

* p< 0,01 vs. Placebo-behandelte Tiere

Endothel-abhangige Relaxation von Segmenten der Aorta descendens
auf Acetylcholin bei ovarektomierten Ratten mit unterschiedlicher
Behandlung. Die Ergebnisse sind als Mittelwert + SEM fir jeweils 8
Tiere/Gruppe angegeben.

* p< 0.01 vs. Placebo-behandelte Tiere

Endothel-unabhéngige Relaxation von Segmenten der Aorta
descendens auf Sodium-Natriumnitroprussid (SNP) bei
ovarektomierten Ratten mit unterschiedlicher Behandlung. Die
Ergebnisse sind als Mittelwert £+ SEM flir jeweils 8 Tiere/Gruppe
angegeben.

* p< 0,05 vs. Placebo-behandelte Tiere
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Abb. 4.2 -1:

Abb. 4.2 - 2:

Konzentrations-abhéangige Kontraktion von Segmenten der Aorta
descendens auf Norepinephrin bei ovarektomierten Ratten mit
unterschiedlicher Behandlung.

Die Ergebnisse sind als Mittelwert £ SEM fir jeweils 8 Tiere/Gruppe

angegeben.

Konzentrations-abhéangige Kontraktion von Segmenten der Aorta
descendens auf Norepinephrin bei ovarektomierten Ratten mit
unterschiedlicher Behandlung.

Die Ergebnisse sind als Mittelwert £ SEM flur jeweils 8 Tiere/Gruppe

angegeben.
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9. Tabellenverzeichnis

Tab. 2.1

Tab. 2.2

Tab. 3.1

Tab. 3.2:

Zusammensetzung der Stammlésungen mit den zugrunde

liegenden Stoffmengen
Zusammensetzung des Krebs-Henseleit-Puffers mit den
jeweiligen Anteilen der einzelnen Stammlésungen und

Zusatzsubstanzen, insgesamt mit Aqua bidest aufgefullt auf 25 .

Ubersicht tiber die verschiedenen Behandlungsgruppen;
n = Anzahl der Tiere pro Gruppe

Ubersicht Uiber die verwendeten Vorinkubationssubstanzen und

ihren jeweiligen Einsatz
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