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2. Met hodi k

Al l e Versuche wurden amisolierten perfundi erten Rattenherzen
durchgefiuhrt. Hierbei wurde ein nodifiziertes WMdell des
isolierten Rattenherzens von Langendorff wund Mtarbeitern
(1895) verwandt.

2.1 Préaparation zur Isolierung des Rattenherzens

In die Versuchsrei he wurden ausschlief3lich mannliche Wstar-
Kyoto-Ratten mt einem Korpergew cht zw schen 220lg und 380(g
ei ngeschl ossen. Nach i ntraperitoneal er Hepari ni si erung
(1000 . E. / [Kg Korpergew cht) und intraperitoneal er Anasthesie

mt Uethan (1, 4QgxKg ! Korpergew cht) wurde das Abdonen iber
ei nen Unt er bauch- Medi anschnitt erdffnet. Von kaudal wurde eine
Thorakotom e bis zum Hals durchgefihrt. Es zeigte sich eine
freie Sicht ins Mediastinumund auf das noch schl agende Herz.
Um di e Herzfrequenz und Kontraktilitat zu senken, wurde das
Herz sofort mt eiskalter, oxigenierte Krebs-Hensel eit-Losung
(Zusammenset zung si ehe Tabelle 3) unspilt. Die Aorta ascendens
wurde sorgfaltig vom unliegenden Thynus-, Fett- und
Bi ndegewebe getrennt. Eine Ligatur wurde hinter der Aorta
pl aziert. Die Vorderwand der Aorta ascendens wurde mt einer

M kroschere quer inzidiert. Uber die Inzision wurde eine
Knopf kantl e (Lange: 8ccm |nnendurchnesser: 1,6[1Mm Aussen-
durchnmesser: 3,2imm) in den proximalen Teil der Aorta
vorsichtig eingefuhrt. Die Ligatur wurde dicht verschl ossen.
Um ei ne Thronbosi erung der KoronargefalRe zu verhi ndern, wurden

nun Uber die Knopfkanule 5000. E. Heparin injiziert.



Abschl i eBend wurde das Herz sauber herausgetrennt und an das
Per f usi onssyst em angeschl ossen. Uber den Katheter wurde die
Aorta ascendes retrograd mt physiol ogi scher Krebs-Henseleit-
Losung perfundiert, was zu dem SchlieRen der Aortenkl appen
fahrte. Daraus resultierte eine Perfusion der Koronararterien,
die oberhalb der Aortenklappen aus der Aorta ascendens

ent springen.

Tabelle 3: Zusammensetzung der Krebs-Henseleit-Losung, pH 7,4

Komponente Konzentration
NacCl 112imM
NaHCO3 25[mM

MgSO. 1,2[mM
KH2PO4 1'mM

KCI 5mM

CaCL; 1,2imM
D-Glukose 11mM
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2.2 Perfusionssystem

Carbogen (95[%([0,, 5%I[CO5) Peristaltikpumpe

Perfusionsleitun L . .
9 Injektionsventil Windkessel

—
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Abbildung 3: Schematische Darstellung des isolierten perfundierten Rattenherzens

Die im Wasserbad auf 372C erhitzte und mit Carbogen (95% O,/ 5% CO,) begaste
Krebs-Henseleit-Losung wurde durch eine Peristaltikpumpe in das Rattenherz
gepumpt. Es wurde ein Injektionsventil in Reihe geschaltet, Uber das man
Substanzen in Bolusform in das Herz applizieren konnte. Ein parallel geschalteter
Windkessel sorgte fir eine konstanten Perfusionsdruck. Ein parallel geschalteter
Druckaufnehmer (Transducer) wandelte Drucké&nderungen in den Koronargefal3en in
elektrische Signale um. Diese Signale wurden durch einen Briickenverstarker

verstarkt und mit einem Y-t-Schreiber aufgezeichnet.



Di e Abbil dung 3 zeigt den schemati schen Aufbau der isolierten
perfundi erten Rattenherzapparatur. D e Koronararterien konnten
mt Hlfe dieses Systens Uber die Knopfkanile, in Anl ehnung an
di e Langendorff-Methode (1895), retrograd udber die Aorta
ascendens perfundi ert werden. Zundchst wurde Krebs-Henseleit-
Lésung (siehe Tabelle 3) in einem Wasserbad so erwarnt, dass
das in den KoronargefalRen ankommende Perfusat eine Tenperatur
von 37?2C aufwi es. Di e Krebs-Henseleit-Losung wurde standig mt
Carbogen (95% O, und 5% CO,) begast. Es wirde eine
Peristalti kpunpe (lsmatec BVP, G attbrug, CH) verwandt, um
ei nen Per f usi onsdr uck von annaher nd 60nmMHg in den
Koronararterien zZu errei chen. Druckschwankungen der
Peristalti kpunpe wurden (dber einen parallel geschalteten
W ndkessel ausgeglichen, so dass ein relativ konstanter
Per f usi onsdruck erzielt werden konnte. In den Koronararterien
auftretende Drucké&nder ungen wur den mttels ei nes
Druckauf nehners (Statham Transducer P23Gb, Sienmens), der in
einen Seitenarm des Perfusionssytens eingeschaltet war,
registriert und in elektrische Signale ungewandelt. Die
Signale wirden mt Hilfe eines Briuckenverstarkers (Hugo Sachs,
Frei burg, Deutschland) verstéarkt und mt einem Y-t-Schreiber
(Pol ygraph der Firma Ri kadenki) aufgezeichnet. Testsubstanzen
konnt en tber ei ne I nj ektionsschl eife, di e zwWi schen
Peristalti kpunpe und isoliertem perfundiertem Rattenherzen
interponiert war, als Bolusgabe (100qul Reservoir) dem System

appliziert werden.
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2.3 Uberprifung der Funktionstichtigkeit des Koronarendothels

Nachdem das Herz an das Perfusi onssystem angeschl ossen wurde,
wurde zunachst eine Aquilibrierungsphase von 30 M nuten
abgewartet bis das Herz einen konstanten Perfusionsdruck
erreicht hatte. Der Per f usi onsdruck  wurde uber di e
Peristalti kpunpe auf 60mmHg eingestellt. Vor jedem Versuch
wurde die Funktion des Koronarendothels des Praparates mt
Hilfe von Bolusapplikationen von Natriummitroprussid (SNP,
10innol ) und Acetyl cholin (Ach, 10innol) kontrolliert. SNP hat
ei ne endot hel unabhangi ge Vasodilatation UUber direkte NO
Abspal tung zur Folge. Ach fuhrt zu einer endothel abhangi gen
Vasodi | atati on Uber Freisetzung von NO aus der Endot hel zel | e.
Kam es bei der Funktionsuberprifung des Endothels zu einer
Vasodi | atati on der KoronargefalRe bei der Applikation von SNP,
nicht jedoch bei Ach, wirde von einer Schadigung des
Kor onar endot hel s ausgegangen und der Versuch abgebrochen. Um
artifizielle Reaktionen der Koronargefalle auszuschliessen,
wur den Appli kationen von Krebs-Hensel eit-L6sung durchgefihrt,

di e kei ne Anderung des Perfusionsdrucks zur Fol ge hatten.

2.4 Dosis-Wrkungs-Bezi ehungen

Es wurden fur ApsA, ApsA, ApsG ApsG a, - Met hyl adenosi n-
57triphosphat (a, B-neATP), 2-Methylthi oadenosin-"5-tri phophat
(2- meSATP) und  2- Chl oroadenosi n-"5-tri phosphat (2-Cl ATP)
Dosi s- Wr kungskurven erstellt. Santliche Substanzen wurden in
Krebs- Hensel eit-L6sung gel 6st und als Bolusinjektionen in
auf st ei genden Dosen appliziert. Zwi schen den einzel nen

Appl i kationen wurde jeweils ein Erholungszeitraum von finf
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M nut en ei ngehalten, um eine Desensitisierung des Rezeptors
auszuschl i eRen. Di ese Methode erl aubte, Dosis-Wrkungs-Kurven
von verschi edenen Agoni sten am gl ei chen Praparat zu erstellen.
Di e Di nukl eosi dpol yphosphate (XpnX; X=A/ G n=5&6) wurden in
den Konzentrationen von 10 M bis 10 %M a, B- neATP, 2- neSATP,
2-CIATP und ATP in den Konzentrationen 10 M bis 10%M

appliziert.
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2.5 Dauerperfusionen mt Antagoni sten und Agoni sten

2.5.1 Dauerperfusion mt NO Synthase-Hemern

12 3 4567

12 3 456 7 ll

Ill Yvvy
YVVY DP-L-NAME

Abbildung 4: Schematische Darstellung der Dauerperfusion mit NO-

Synthasehemmern

Gerade = Krebs-Henseleit-Losung, einfach gerahmter Block = Dauerperfusion (DP)
mit Krebs-Henseleit-Losung + 10(uM L-NAME (DP-L-NAME), durchgezogener Pfeil =
einmalige Bolusinjektionen von Agonisten (1-3), gestrichelter Pfeil = Bolusinjektionen
von Agonisten verschiedener Konzentrationen zur Erstellung von Dosis-Wirkungs-
Kurven (4-7); nachdem das Herz an das Perfusionssystem angeschlossen und ein
konstanter Perfusionsdruck erreicht wurde, wurden verschiedene Agonisten
appliziert: (1)?,?-meATP, (2)/Ach, (3)[SNP, (4)ApsA, (B)ApsA, (6)ApsG und
(7)ApsG. Die erste Dauerperfusion (DP-L-NAME) wurde angeschlossen und 30 min

abgewartet. Erneut wurden die Agonisten 1-7 als Bolus dem System appliziert.

Mt diesem Versuchsaufbau konnte die Abhangigkeit der

Vasoakti vit at ver schi edener Agoni st en von der



26

endot hel abhangi gen NO- Synt hase unt ersucht werden. Nachdem das
isolierte Herz im Perfusionssystem einen konstanten Druck
auf gebaut hatte, wurden zunachst (1)L 10mnol U a, B- meATP, (2)
1mmol Ach, und (3) 10imnol SNP dem Herzen appliziert. Die
Agoni sten (4) ApsA, (5) ApsA, (6) ApsG und (7) ApsG wurden
jeweils in den Konzentrationen 10 ' nol bis 10 %mol injiziert.
Zwi schen den einzel nen Bol usinjektionen wirde jeweils fiunf
M nut en abgewartet bis w eder ein konstanter Perfusionsdruck
erreicht wurde. Um eine irreversible Hemung der NO Synt hase
zu erreichen, wurde eine Dauerperfusionsldsung mt 10pM N*-
Ni tro-L-Arginin-Mthylester (L-NAME) hergestellt. L-NAME i st
vol | standi g Krebs-Henseleit |106slich. D e Dauerperfusionsl 6ésung
wurde mt Carbogen begast, auf 372C erhitzt und an das

Per f usi onssyst em angeschl ossen. Um ei ne optimal e Bl ockade zu

erreichen, wurde das Herz 30 Mnuten mt dem Antagonisten
perfundiert. Die Agonisten (1)@, 3-meATP, (2)Ach, (3)SNP,
(4) [ApsA, (5) [ApsA, (6)[ApsG und (7)ApsG wurden nun erneut
nachei nander und in den angegebenen Konzentrati onen als Bol us
dem Herz appliziert. D e Blockade der NO Synthase konnte
anhand der Bolusinjektion von Ach (Agonisti2) und SNP
(Agoni st4) uberpriuft werden, wobei man fir ACh ei ne Hemmung
der vasodilatativen Wrkung erwartete und fur SNP nicht.

Vasokonstri kti onen nach a, 3- meATP- Applikation sind vor und

nach Bl ockade der NO Synt hase zu erwarten.
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2.5.2 Deendothelialisierung und Desensitisierung des Poxi-

Rezeptors

Triton X100

Agonisten 1-8

Agonisten 1-8 Agonisten 1-8

K" ACh

vV Vv DP- ?,7-meATP

Abbildung 5: Schematische Darstellung der Deendothelialisierung der

Koronararterien und Desensitisierung des Pyx-Rezeptors

Gerade = Krebs-Henseleit-Losung, einfach gerahmter Block = Dauerperfusion (DP)
mit Krebs-Henseleit-Losung + 1(uM ?,?-meATP (DP-?,?-meATP), durchgezogener
Pfeil = Bolusinjektionen verschiedener Agonisten (1-8), Blockpfeil = Deendotheliali-
sierung mit Triton X100 (0,1(%) Uber 5 Sekunden, gestrichelter Pfeil = Bolusinjektion
von Kontrollsubstanzen nach Endothelialisierung (K*, Ach); nachdem das Herz an
das Perfusionssystem angeschlossen und ein konstanter Perfusionsdruck erreicht
wurde, applizierte man dem System Bolusgaben verschiedener Agonisten: (1)[ApsA,
(2)ApsG, (3)ApsA, (4)ApsG, (B)?,?-meATP, (6)2-meSATP, (7)2-CIATP und
(8)'SNP. Mittels Triton X100 wurde das Endothel zerstért. Nach einmaliger K'- und
ACh-Applikation zur Funktionskontrolle des GefalRes wurden die Agonisten 1-8 als
Bolus dem System zugefihrt. Danach schaltete man auf die Dauerperfusion (DP-

?,7-meATP) um. Die Agonisten 1-8 wurden erneut als Bolus injiziert.
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Mt dieser Versuchkonstellation konnte die Abhangi gkeit der
Vasodi | atati onen, induziert durch verschi edene Agoni sten, von
dem Endot hel und di e der Vasokonstrikti onen vom P»y;- Rezept or

unt ersucht werden. Nach Erreichen des Druckaquilibrum im
Herzen wurden zunéchst Bol usapplikationen (10mnol) von
(1) [ApsA, (2) [ApsG, (3) [ApesA, (4) [ApsG, (5) @&, B-meATP, [(6) 2- neSATP,
(7)22-Cl ATP und (8)[SNP durchgefuhrt. Zw schen den einzel nen
Appl i kationen wurde eine Erholungsphase von m ndestens
5M nuten eingehalten. Um das Endothel der Koronargefale
vol | standig zu zerstoren, wurde eine 0,1% ge LOsung von t-
Cctyl - phenoxypol yet hoxyet hanol (Triton  X100) in Krebs-
Hensel ei t - LOsung hergestel | t. Triton X100 i st ei ne
oberfl achenaktive Substanz, die in der Lage ist, das Endot hel
ohne Schadi gung der Muskul ari s der Koronargefalle zu zerstoren.
Ei ne Dauer per f usi on von genau f anf Sekunden wur de
durchgefihrt. Um die Unversehrtheit der Miskelschicht zu
prifen, wurde eine K'-Bolusapplikation (130m\) durchgef iihrt,
was zu ei ner Kontraktion des GefalRes fuhrt. Die Entfernung des
Endot hel s wurde mt Applikation von ACh, das nach konpletter
Entfernung des Endothel keine Vasodilatation nehr ausldsen
kann, Uberpriuft. SNP hat durch direkte NO Abspaltung weiterhin
vasodi |l atative Wrkung. Erneut wurden die Agonisten (1)ApsA,
(2) [ApsG, (3) [ApsA, (4) [ApsG, (5) &, B- meATP, (6)2-meSATP, (7) 2-
Cl ATP und (8)SNP dem Systen appliziert. AnschlielRend wurde der
Pox1- Rezeptor mt einer a, 3- meATP- Dauer perfusi on (DP-a, B- neATP,
1uM desensitisiert. Um eine optimle Desensitisierung zu
errei chen, wurde das Herz fur 200 Mnuten mt dem
Rezept oragoni sten perfundiert. Die Rei he der Agonisten wurde

w eder in Abstanden von funf Mnuten in das Systeminjiziert.
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2.5.3 Dauerperfusion mt Payi- und Pax- Rezept or antagoni sten

12345672829

1234567389

DP-MRS2179 DP-MRS2179 + DP-PPADS |—

Abbildung 6: Schematische Darstellung der Dauerperfusion mit Pay- und Pox-

Rezeptorantagonisten

Gerade = Krebs-Henseleit-Losung, einfach gerahmter Block = Dauerperfusion (DP)
mit Krebs-Henseleit-Losung + 1[uM MRS2179 (DP-MRS2179), doppelt gerahmter
Block = Dauerperfusion mit 1[uM MRS2179 und 10[uM Pyridoxalphosphat-6-
azophenyl-2"-4"-disulfonsédure (DP-MRS2179+DP-PPADS), Pfeil = Bolusinjektionen
verschiedener Agonisten: (1)ApsA, (2)ApsA, () ApsG, (4)ApsG, (5)?,?-meATP,
(6)2-meSATP, (7)2CIATP, (8)SNP und (9)(Ach; nachdem das Herz an das
Perfusionssystem angeschlossen und ein konstanter Perfusionsdruck erreicht wurde,
appliziete man dem System Bolusgaben der Agonisten 1-9. Die erste
Dauerperfusion (DP-MRS2179) wurde angeschlossen. Wieder wurden die Agonisten
1-9 als Bolus dem System zugefuhrt. Danach schaltete man auf die zweite
Dauerperfusion (DP-MRS2179 + DP-PPADS) um. Die Agonisten 1-9 wurden erneut
als Bolus injiziert.



Mt di esem Versuchsaufbau untersuchte man di e Abhangi gkeit der
W rkung verschiedener Agonisten von den Payi- und Py
Rezept or en. Zunachst wur de dem mt Kr ebs- Hensel ei t
perfundi erten Herz 10mnol Boli der Agonisten (1) ApsA (2)ApeA
(3) [ApsG,  (4) [ApeG,  (5)a, B-meATP, (6)2-nmeSATP, (7)2C ATP,
(8)SNP und (9)Ach in Abstadnden von jeweils 5 M nuten
appliziert. Die Blockade der Purinrezeptoren wurde durch den
spezi fischen P,yi-Rezeptorantagonisten MRS2179 (1M und den
spezifischen Py Rezeptorantagoni sten Pyridoxal-Phosphat - 6-
azophenyl - 2, 4- Di sul phonat (PPADS 10(uM erreicht. Bei de
Substanzen sind in Krebs-Henseleit-L6sung gut |dslich. Nach
dem Anl egen einer mt Carbogen begasten und auf 3772C erwarnten
Dauer perfusion wurde jeweils 30 Mnuten gewartet, um eine
opti mal e Hemmung der jeweiligen Rezeptoren zu gewdhrl ei sten.
Zuerst wurde mt einer Dauerperfusion mt 1M MRS2179
begonnen. Die Agonisten (1) ApsA (2)ApsA, (3)ApsG (4) [ApsG
(5) @, B- meATP, (6)2-nmeSATP, (7)2CI ATP, (8)ISNP und (9)Ach
wur den dem Herzen als Bolus injiziert. Imletzten Versuchstei

wur de eine Dauerperfusion mt 1M MRS2179 und 10uM PPADS

angel egt und di e Agonisten 1-9 erneut als Bolus zugefuhrt.
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2.6 Materialien

Al | e Di nukl eosi dphosphate (XpnX; X=A/ G n=5&6), a, 3-nmeATP,
Adenosi n, 2-meSATP, 2-d ATP, Ach, ATP und SNP wurden als 100yl
Bol usi nj ekt i onen uber ei ne Samel schl ei fe (mt

| nj ektionsventil) proximal des Praparates injiziert. Alle

verwendeten Substanzen wurden téaglich frisch aus einer

St amm 6sung (10mM tiefgefrorene Konzentrate) in zweifach
destilliertem Wasser hergestellt. Heparin, PPADS, MRS2179,
Triton X100, ATP, a, 3-meATP und 2-Cl ATP wurden von Research
Bi ochem cal s Inc., Deisenhofen, bezogen. ApsA und ApsA wurden
von Sigma-Aldrich, Deisenhofen, bezogen und, we durch
Hei denreich und Mtarbeiter 1995 beschrieben, aufgereinigt.
ApsG, GpsG ApsG GpsG wurden nach der Methode von Schl Gter et
al . (1998) synthetisiert und aufgereinigt. Die synthetisierten
und aufgereinigten Substanzen wurden von PD Dr. rer. Nat
Schl uter (Berlin) zu Verfigung gestellt.
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2.7 Statistik

Die Effekte wurden als Perfusionsdruckanderungen (in mrHg)
registriert. Die Ergebnisse wirden als Mttelwerte £+ mttlere
St andar dabwei chung (SEM = standard error nean) dargestellt.
Di e Ergebni sse aus den Dauer perfusi onsexperinenten nmt L-NAVE
VRS2179, PPADS, a, B- mATP und di e Er gebni sse der
Deendot hel i al i si erungsexperi nente stellen Gruppen von
unver bundenen Stichproben mt potentiell wunterschiedlicher
St andar dabwei chung dar. Daher wurde fir die statistische
Si gni fi kanztestung der verteilungsunabhangige U Test von
W | coxon, Mann und Whitney verwendet. Als Null hypothese HO
wurde  angenommen, dass die Perfusionsmttelwerte der
Test subst anzen unter Dauerperfusion mt den Antagoni sten den
Perfusionsmttelwerten der Test substanzen unter Kr ebs-
Henseleit entspradchen. Als Alternativhypothese Hl wurde
angenonmen, dass unt er der Dauer per f usi on di e
Perfusi onsdruckm ttel werte groRBer oder kleiner wiren, als

unt er Krebs-Henseleit.

HO: pl1 = p2
Hi1: pl > p2 oder pl < p2
Ml = Perfusionsdruckm ttelwert nach Applikation einer

Test subst anz unter Krebs-Hensel eit

Per fusi onsdruckm ttel wert nach Applikation einer
Test substanz unter Dauerperfusion mt L NAME, MRS2179,
PPADS, a, B-nmeATP oder nach Deendot heli al i sierung

p2

Der Stichprobenunfang tber Krebs-Henseleit betrug nl und Uber
der jeweiligen Dauerperfusion n2. Es wurde eine Rangordnung
der erhaltenen Perfusionsdricke erstellt und den einzelnen

Messwerten wurden Rangzahlen zugeordnet. Die Sunme der



Rangzahl en der Messwerte Uber Krebs-Henseleit war R1L und die
Sumre der Rangzahl en uber der jeweiligen Dauerperfusion R2.
Die in diesem Test verwendeten PriafgréBen Ul und U2

errechneten sich fol gender nal3en:

Ul
U2

nlxn2 + 0, 5xnlx(nl+1l)-R1
nlxn2 + 0, 5xn2x(n2+1)-R2

Di e Null hypothese wurde verworfen, wenn U als der kleinere
Wert von Ul und U2 kleiner als der tabellierte kritische Wert
U (nl,n2) war. Eine Irrtumswahrscheinlichkeit P<0,05 wurde im
verwendeten Test als signifikant erachtet. Als Auswertungs-
und Dokunent ati onssoftware wurde das Programm Graph Pad Prism
der Firma G aph Pad Software, Inc., San D ego, Kalifornien
U.S. A verwandt.



