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2. MATERIAL UND METHODEN

2.1. Narkoseund Préparation

DieVersuche wurden am Musculus cremaster von Sprague-Dawley-Ratten durchgefhrt. Dieser
Skelettmuskel wird aus gemeinsamen Fasern des Musculus (M.) obliquus internus abdominis
und dem M. transversus abdominis gebildet® und stellt wegen seiner geringen Schichtdicke ein
geeignetes Gewebe fur die Durchlichtmikroskopie dar. Eswurden Tiereim Alter von mindestens
6 Wochen mit einem Korpergewicht (KG) zwischen 90 und 335 g verwendet. Die Tierhaltung
und die Versuchsdurchfihrungen entsprachen dem deutschen Tierschutzgesetz. Die Tierver-
suchsvorhaben waren vom Landesamt flr Arbeitsschutz, Gesundheitsschutz und technische
Sicherheit Berlin am 18.04.1995 und 05.08.1997 unter den Aktenzeichen G 0068/95 bzw. G
0093/97 genehmigt worden.

Die Versuchstiere erhielten eine intraperitoneal e Injektion von 150 mg pro 100 g KG Urethan
(Sigma-Aldrich, Steinheim), die innerhalb weniger Minuten zu einer deutlichen Sedierung
fuhrte. 15 Minuten nach dieser Pramedikation wurde die Narkose und Analgesie mit der Injek-
tion von Ketamin (10 mg pro 100 g KG; Ketavet® 100 mg - ml™, Parke-Davis, Berlin) intra-
muskul&@r im Bereich des Oberschenkels eingeleitet. Die Narkose wurde durch intraperitoneale
Nachinjektionen von 30 mg pro 100 g KG Urethan bel Bedarf, im Mittel alle 90 min, aufrecht-
erhalten. Zur Substitution der entstehenden FlUssigkeitsverluste des Tieres wurde NaCl-L 6sung
0,9 % (0,7 ml - 100 g KG* - h?) intravends Uber eine Spritzenpumpe (Perfusor F, B. Braun,
Melsungen) zugefiihrt.

Nach Erreichen einer ausreichenden Narkosetiefe und Analgesie wurde das Versuchstier zur
Préparation in Rickenlage auf einem speziellen Versuchstisch aus Plexiglas (29 x 28 cm) so
positioniert, dal3 das Skrotum Uber einem mit einer diinnen runden Glasscheibe (Objektglas,
Durchmesser 24 mm, Dicke 0,55 mm) versehenen Sockel lag. Spater wurde Uber dieses Objekt-
glas der praparierte M. cremaster zur intravital mikroskopischen Betrachtung plan aufgespannt.
Wahrend des gesamten V ersuchs wurde die K 6rpertemperatur des Tieres Giber einen Thermistor-
fuhler (Yellow Springs Instrument Co., Y ellow Springs, Ohio, USA) an der Haut gemessen und
Uber eine thermostatgeregelte Heizmatte (Temperatur- und Regelgerét fir Kleintierheizungen,
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Elmedex Elektronik HB, Bjorklinge, Schweden) und eine Warmel ampe zwischen 36,5 und 37°C
gehalten.

Nach sorgféltiger Rasur des vorderen Hal sbereiches und des Unterbauches wurde die Trachea
freiprépariert und nach Tracheotomie eine Kunststoffkanile zum Offenhalten der Atemwege
eingelegt. Die Spontanatmung von Raumluft war durch die Trachealkanile wahrend des ge-
samten V ersuchs unbehindert moglich. Bronchial sekret wurde bel Bedarf mit einem Kunststoff-
katheter endobronchial abgesaugt. Dierechte Venajugularisinternaund dielinke Arteriacarotis
communis wurden freiprépariert und mit Polyethylen-Schlauchen katheterisiert. Uber den
Carotis-Katheter konnten mittels eines Druckaufnehmers (Statham P23Db, Hato Rey, Puerto
Rico) mit einem Blutdruckmonitor (Servomed, Hellige, Freiburg/Breisgau) und Pulsmeter
(Ratemeter Nr. 6618, Hugo Sachs Elektronik, Buchheim) der arterielle Blutdruck und die
Herzfrequenz kontinuierlich gemessen und aufgezeichnet (Recorder 404, W+W Electronic,

Scientific Instruments, Basel, Schweiz) werden.

Die Préparation des Muskels erfolgte im wesentlichen entsprechend der Technik von Baez® in
der Modifikation von Hill und Mitarbeitern.* Die Haut Uber dem rechten Hoden wurde auf der
Ventralseite des Skrotums durch eine Langsinzision erdffnet und der Hoden einschliefdlich
Nebenhoden von umgebendem Bindegewebe befreit. Kleine Blutungen konnten mit einer
Hochfrequenz-K oagulationspinzette (Erbotom T 71 D, Erbe Elektromedizin, TUbingen) gestillt
werden. Die Muskelfaszie wurde sorgfdtig unter stereomikroskopischer Sicht mit mikro-
chirurgischen Instrumenten stumpf und atraumatisch vom ausgelagerten Cremastermuskel
entfernt, um spéter eine htchstmogliche Transparenz des Muskel préparates zu gewahrleisten.
Der den Hoden umschlieffende Cremastermuskel wurde mit einem elektrokauterisierenden
Messer (Erbe-Simplex, Erbe Elektromedizin, Tlbingen) auf der Ventralseite langs ertffnet,
wobei die Kollateralgefal3e zwischen Cremastermuskel und Epididymis bzw. Ductus deferens
geschont wurden. Anschlief3end wurde der Muskel mit sieben F&den (Traumafil, Polyester-S,
5/0, Catgut GmbH, Markneukirchen; Nadeln: Kalt 4 L, Thuringische Nadel GmbH, Ichters-
hausen) am Schnittrand vorsichtig angeschlungen und tber dem Objektglas in etwa auf diein-
situ-Lange vor der Praparation gedehnt. Diese Stellung wurde durch Befestigung der Faden an

entsprechenden Klemmen des Versuchstisches fixiert.
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Nach der Eréffnung des Skrotums wurde mit der kontinuierlichen, volumengesteuerten Superfu-
sion des Praparationsfeldes mit pH-aquilibrierter, temperierter Tyrode-Losung (NaCl 131,9mM,
KCI 4,7mM, CaCl, 2,0 mM, MgCl, 1,2 mM, NaHCO, 18,0 mM) begonnen. Die Superfusions-
|6sung wurde mit einem Gasgemisch aus 5 % CO, und 95 % N, auf einen pH-Wert von 7,4
eingestellt und mit einem pH-Meter kontrolliert (pH-Elektrode: Dr. W. Ingold KG, Frank-
furt/Main. Labor-pH-Meter: Knick, Berlin). Die Erwérmung der Superfusionsl ésung erfolgte mit
einem Heizgeréd (Haake L, Haake, Tubingen/Berlin). Die Temperatur der Lésung direkt tber
dem Cremasterpraparat wurde auf ungefahr 35°C eingestelIt, weil diese Temperatur den Verhdlt-
nissen in situ entsprach, die bei mehreren Versuchstieren mit einer tber eine kleine Hautinzision
in das Skrotum eingefthrten Thermosonde bestimmt worden war. 3 ml/min der Superfusions-
|6sung wurden Uber eine Rollerpumpe mit zusétzlicher Temperiereinrichtung (Eigenbau des
Institutes fur Physiologie, Freie Universitét Berlin, Berlin) zum Muskelpraparat transportiert.
Die ununterbrochene, temperaturkonstante Flissigkeitsbenetzung tragt zu kontrollierten,
gewebeschonenden experimentellen Bedingungen bei und ermdglicht die topische Applikation

von Wirksubstanzen.

Nach Beendigung der Hals- und Muskel préparation erhielt das Tier ein Urinal aus Weichfolie
(Parafilm “M”, American National Can, Chicago, USA), um bei einer Miktion den Urin vom
Muskelpréparat fernzuhalten. Anschlief3end wurde der Versuchstisch auf dem Mikroskoptisch
des Intravitalmikroskops montiert. Die schematische Darstellung des videomikroskopischen
Versuchsaufbauesist in Abb. 2 gezeigt. Dader gegeniiber dem Gewebe hthere Sauerstoffpartial -
druck der Raumluft eine Konstriktion der Arteriolen induziert hétte,** wurde der Raum
zwischen dem Mikroskopobjektiv und dem aufgespannten Cremastermuskel von einem nach
oben abgeschlossenen Zelt aus Weichfolie umgeben, das am Objektivkorper befestigt war. In
dieses Zelt wurde zur Verdrangung der sauerstoffhaltigen Umgebungsl uft das zur Aquilibrierung
der Superfusion verwendete sauerstoffreie Gasgemisch (5 % CO,, 95 % N,) kontinuierlich Gber
einen Schlauch eingeleitet.
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Abbildung 2:

Schematische Darstellung des V ersuchsaufbaus zur Intravitalmikroskopie. Das Versuchstier ist
nicht abgebildet. Der tiber einem speziellen Objektglas ausgel agerte Cremastermuskel wird von
einem Zelt, in das ein Gasgemisch von 5 % CO, und 95 % N, zur Verdrangung der sauerstoff-
haltigen Umgebungsluft eingeleitet wird, umhullt und von Superfusionsldsung tberstréomt. Der
Superfusionsldsung kdnnen Uber eine Pumpe definierte Mengen vasoaktiver Agenzien bei-
gemischt werden. Die intravital mikroskopischen Bilder werden Uber eine CCD-Kamera einem

Videorecorder und einem Monitor zugel eitet.



-16-

2.2.  Versuchsaufbau der Intravitalmikroskopie

Zur Beobachtung der Arteriolen im M. cremaster wurde ein modifiziertes Intravitalmikroskop
(Leitz, Wetzlar) verwendet.*” Die Durchlichtbel euchtung erfolgte mit einer Halogenlampe durch
das Objektglas des Versuchstisches, tiber das der Muskel aufgespannt war. Die Beleuchtungs-
intensitét wurde Uber Blaufilter (Schott, Mainz) reduziert, um den Muskel vor zu hoher Licht-
energie zu schitzen und den Kontrast der Gefal3wande zur Umgebung zu erhéhen. Zur zusétz-
lichen Schonung des Muskel praparates wurde die Beleuchtung in den Versuchspausen abge-
schaltet. Als Immersionsflissigkeit fur das Objektiv (25/0,60 SW, Leitz, Wetzlar) diente die
Tyrode-Superfusionsfllssigkeit, die das Préparat von einer seitlich am Objektivkorper be-
festigten DUse Uberstromte. Das mikroskopische Bild konnte sowohl direkt beobachtet als auch
Uber ein Projektionsokular einer Videokette zugel eitet werden. Diese umfaldte eine CCD-Kamera
(JAI M50, Stemmer Imaging GmbH, Puchheim), einen Videomonitor (PVM-122CE, Sony,
Japan) und einen S'VHS-Videorecorder (AG-5700, Panasonic, Japan) mit einblendbarem Video-
Timer (VTG33, FOR-A Company, Japan).

2.3. Versuchsablauf

Nach Beendigung der Muskelpréparation und der Umlagerung des Versuchstieres unter das
Intravitalmikroskop wurde zur Stabilisierung der systemischen und lokalen Hamodynamik 30
Minuten bis zum eigentlichen Versuchbeginn abgewartet. In dieser Zeit wurde im Muskel-
praparat ein arteriolarer Gefadbaum mit Gefal3durchmessern unter 140 um aufgesucht und sein
Verlauf zur Orientierung auf Papier skizziert. Zum wiederholten Auffinden von Gefal3stellen
dienten einerseits der Geféldverlauf und markante Gewebestrukturen in der Umgebung sowie
andererseits die zweidimensionalen Koordinaten, die mit der digitalen X/Y -Positionskontrolle
des Mikroskoptisches (CPA621A07, Elesta Elektrotechnik AG, Schweiz) bestimmt wurden. Die
Beobachtungsstellen fir Durchmessermessungen wurden an ausgewahlten Verzweigungsstellen
festgelegt. Dabel |agen die Beobachtungsstellen jeweils 150 um vom Bifurkationsmittel punkt
entfernt (Abb. 3).



Abbildung 3:

Intravitalmikroskopische Aufnahme einer arterioléren Bifurkation aus dem M. cremaster der
Ratte. Vom zuftihrenden Muttergefal3 ist nur ein kurzes Stiick abgebildet. Die gekennzeichneten
Mef3stellen im stromabwarts gel egenen grofden bzw. kleinen Tochtergefald sind jeweils 150 um

vom Bifurkationsmittel punkt (mit * X’ markiert) entfernt.

Nach der Videoaufzeichnung aler Beobachtungsstellen im Kontrollzustand erfolgtein einer fur
die einzelnen V ersuchsserien festgel egten Reihenfol ge die pharmakol ogische Beeinflussung der
Autakoid-Stoffwechselwege mit den entsprechenden Agenzien. Die Effekte von EDHF wurden
mit Charybdotoxin (ChTX; Sigma-Aldrich, Deisenhofen), einem spezifischen Inhibitor von
K*.-Kanden, unterdriickt.®** Auf Grund der hohen Kosten von ChTX wurden auRerdem
Versuchserien mit den nichtselektiven K*-Kanal-Hemmern Tetrabutylammonium®#43 (TBA;
Sigma) bzw. Tetraethylammonium® (TEA; Sigma) durchgefiihrt. Der aternative EDHF-Stoff-
wechselweg via K z-Kandle und Na'/K* ATPase wurde entsprechend der Arbeit von Edwards
und Mitarbeitern® mit Barium (B&®*; Sigma) und Ouabain (Sigma) blockiert. Die Produktion
von NO und PG wurde spezifisch mit N®-Nitro-L-Arginin (L-NNA; Sigma) bzw. Indometacin
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(INDO; Sigma) gehemmt. Als Vasodilatatoren wurden Acetylcholin (ACh; Sigma), Adenosin
(ADO; Serva Feinchemica, Heidelberg), Papaverin (PAP; Sigma) und Nitroprussid-Natrium
(SNP; Sigma) benutzt.

Alle Substanzen wurden einzeln oder kombiniert Uber eine Spritzenpumpe (Harvard Infusion
Pump, Harvard Apparatus Limited, Edenbridge, U.K.) der Superfusionsl dsung zugemischt, kurz
bevor siedas Muskel préparat Uberstromte. DasV erdinnungsverhaltnis der jeweiligen Agenzien
durch die Tyrode-L6sung betrug hierbei 1 : 100. Die Konzentrationsangaben beziehen sich im
folgenden immer auf die resultierende Endkonzentration der Substanzen in der Superfusions-
|6sung am Préparat. Da die fur eine kontinuierliche Beimischung zur Superfusionsldsung
bendtigten Mengen von ChTX nicht verfligbar waren, wurde bel gestoppter Superfusion dasin
der Endkonzentration in gewarmter Tyrode-L 6sung vorbereitete ChTX auseiner 1 ml-Spritzein
den Raum zwischen Mikroskopobjektiv und Muskel préparat gefillt, so dal3 zwischen beiden ein
durch die Oberflachenspannung stabilisierter Fliissigkeitskegel entstand. Zum Ausgleich von
Flissigkeitsverlusten bzw. zur Erneuerung der Wirkkonzentration von ChTX wurde eine

Gesamtmenge von 1 ml tber 30 min manuell aus der Spritze nachgegeben.

Nach den jeweiligen Applikationszeiten der Agenzien wurden unter fortlaufender Substanzgabe
die ausgewahlten Beobachtungsstellen fir die arteriolére Durchmessermessung auf Videoband
aufgezeichnet. Die Zeitablaufe und K onzentrationen der verwendeten Agenzien fir die einzelnen
Versuchsreihen werden im Folgenden in Tabellen erlautert. In allen Versuchsreihen erfolgte
zuerst eine dreimindtige Superfusion von ACh 10 puM. Am Versuchsende wurden, auf3er in
Versuchsreihe C, der endothelabhéangige Vasodilatator ACh und die endothelunabhéngigen
Vasodilatatoren PAP 200 uM, ADO 100 uM und SNP 10 pM in Kombination tber finf

Minuten appliziert, um eine maximale Gefalidilatation auszul Gsen.

2.3.1. Versuchsreihe A: Blockade der K*,-Kanale mit ChTX

Nach der Gabe von ACh wurde die kontinuierliche Superfusion gestoppt und ChTX 3 uM nach

der oben beschriebenen Technik Uber 30 min appliziert. Hierbei wurde die Applikationsdauer im

Vergleich zu den tbrigen eingesetzten Blockern von 20 auf 30 Minuten erhdht, um der geringe-
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ren Diffusionsgeschwindigkeit von ChTX Rechnung zu tragen. Anschlief3end wurde die Super-
fusionsldsung wieder gestartet, der PAP, ADO und SNP beigemischt wurden.

Tabelle 1: Blockade der K*,-Kandle mit ChTX

Versuchsreihe Applikationsdauer (min)
A 3 30 5
ACh
ChTX
PAP + ADO + SNP

2.3.2. Versuchsreihe B: DosissWirkungsexperimentevon TBA und TEA

In Dosis-Wirkungsexperimenten mit TBA (Versuchsreihe B1) bzw. TEA (Versuchsreihe B2)
wurden schrittwei se gesteigerte Konzentrationen (TBA 0,03/0,1/0,3/ 1 mM bzw. TEA 0,3/
1/3/10 mM) appliziert. Die Superfusionszeit betrug fir jede Konzentrationsstufe 20 min. Die
einzelnen TBA- bzw. TEA-L6sungen wurden am Endejeder Konzentrationsstufe kombiniert mit

ACh fir jeweilsdrei Minuten appliziert.

Tabelle 2: Konzentrationsexperimente fir TBA und TEA (Konzentrationen in mM)

Versuchsreihe Applikationsdauer (min)

Bl B2 3 20 3 20 3 20 3 20 3|5

T

TBA 0,03 TEA 0,3
TBAO1 |TEA1
TBAO3 |TEA S
TBA1l |TEA1O
PAP + ADO + SNP
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Entsprechend der Ergebnisse der Dosis-Wirkungsexperimente wurde im Folgenden TBA in der

Konzentration 0,1 mM verwendet.

2.3.3. Versuchsreihe C: Funktionelle Endotheldenudierung

Das Endothel von Arteriolen wurde mit der sogenannten Light-Dye-Technik funktionell
zerstort.** Nach der Applikation einesintraventsen Bolus von 0,1 ml/100g KG einer 3 %igen
Fluoresceinlésung wurde die durch kontinuierliche ACh-Superfusion dilatierte Arteriole be-
strahlt. Das mit einer Xenon-Bogenlampe (150 W; Leitz, Wetzlar) und dem Filterblock 12
(Bandpal¥filter 450-490 nm) des Fluoreszenz-A uflichtilluminators (Ploemopak®, Leitz, Wetzlar)
erzeugte blaue Auflicht wurde auf eine ca. 150 pm lange Gefal3stelle fir 90 bis 120 Sekunden
eingeblendet. Die funktionelle Endotheldenudierung wurde durch den Ubergang von einer
endothelvermittelten Vasodilatation in eine Vasokonstriktion durch die direkte Acetylcholin-
Wirkung am glatten Gefalimuskel festgestellt. Als Kriterium fur den Verlust der Endothel-
funktion nach der Light-Dye-Applikation wurde eine Durchmesserabnahme von mehr als 5 %
unter ACh-Gabe gegentiber der unbehandelten Kontrolle definiert. Auf3erdem wurden nur die
Gefal3e ausgewertet, die am Ende des Versuchs unter Gabe der endothel unabhangigen Vasodila-
tatoren PAP, ADO und SNP dilatierten. Nach der Denudierung wurde eine Pause von 30 min

eingehalten, damit sich stabile hdmodynamische Verhaltnisse einstellen konnten.

Nach einer weiteren funktionellen Kontrolle durch Superfusion von ACh fir drei Minuten
wurden L-NNA 30 uM und INDO 10 uM kontinuierlich appliziert, um jegliche Effekte durch
NO und PG, die eventuell aus den intakten Endothel bezirken mit dem Blutstrom in den denu-
dierten Gefaldabschnitt gelangt sein kdnnten, auszuschlief3en. Anschlief3end wurde zu L-NNA
und INDO zusétzlich TBA (0,1 mM) Uber 20 min appliziert. Da ACh an einem funktionell
denudierten Geféld eine Vasokonstriktion induziert, wurde zur AuslGsung einer maximalen
Vasodilatation auf ACh in der Kombination mit PAP, ADO und SNP verzichtet.
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Tabelle 3: Funktionelle Endothel denudierung und Blockerapplikation

Versuchsreihe Applikationsdauer (min)

C 3|Z 30 3 20 20 5

Acr ]

Fluorescein 3 %
L-NNA + INDO
TBA
PAP + ADO + SNP

Z: Zeitdauer der Auflichtapplikation zur funktionellen Endotheldenudierung
(zwischen 90 und 120 s)

2.3.4. Versuchsreihe D: Kumulative Blockade zweier Autakoid-Systeme

Zur Blockade von NO oder PG wurde L-NNA 30 uM bzw. INDO 10 pM Uber 20 min ap-
pliziert. Anschlief3end wurden zwei Autakoid-Systeme in unterschiedlicher Reihenfolge
blockiert, so dal3 L-NNA plus TBA 0,1 mM (Versuchsreithe D1), INDO plus TBA (D2), L-NNA
plus INDO (D3) und INDO plus L-NNA (D4) appliziert wurden. Zur Untersuchung der ACh-
induzierten Vasodilatation wurden zusétzlich jewells die entsprechenden Blocker gemeinsam

mit ACh Uber drei Minuten superfundiert.

Tabelle 4: Kumulative Applikation von zwei blockierenden Substanzen

PAP+ ADO + SNP

Versuchsreihe Applikationsdauer (min)
D1 D2 D3 D4 20 3 20
ACh
L-NNA INDO L-NNA INDO
TBA TBA INDO | L-NNA
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2.3.5. Versuchsreithe E: Kombinierte Blockade von NO, PG und EDHF/K*,-Kanéle

Die Blockade der Wirkungen von NO, PG und EDHF/K*,-Kanadle wurde durch kombinierte
Superfusion von L-NNA 30 uM, INDO 10 pM und ChTX 3 uM uber 30 min bzw. TBA 0,1
mM uber 20 min erreicht. Die Blockerkombination mit ChTX wurdein den Endkonzentrationen
in einer Spritze aufgezogen und bei ausgestellter Superfusion nach der oben beschriebenen

Technik appliziert.

Tabelle 5: Kombinierte Applikation von L-NNA, INDO und ChTX bzw. TBA

Versuchsreihe Applikationsdauer (min)
El E2 ||3|ChTX:30/TBA: 20[3|5

ACh
L-NNA
INDO
ChTX TBA
PAP+ ADO + SNP

2.3.6. Versuchsreihe F: Blockade des alter nativen EDHF-Stoffwechselwegs

Ba® 30 uM und Ouabain 1 mM wurden unter fortlaufender Gabe von L-NNA 30 pM und INDO
10 uM uUber 20 min appliziert.

Tabelle6: Blockade der K* z-Kandle und Na'/K*-ATPase bei gehemmter NO- und PG-Synthese

Versuchsreihe Applikationsdauer (min)
F 3 20 3 20 3|5
ACh
L-NNA +INDO
Ba?* + Ouabain

PAP+ ADO + SNP




-23-

24. Versuchsauswertung

Nach Abschlu® des Experimentes erfolgte die Versuchsauswertung anhand der Videoauf-
zeichnungen mittels eines computergestiitzten Bildanalysesystems.”® Eine mit einem S VHS-
Videorecorder (SVO-9500MDP, Sony, Japan) und Videomonitor (PVM-146E, Sony, Japan)
verbundenen Videobild-Prozessorkarte (FG 100 AT, Imaging Technology Inc., Woburn, USA)
in einem Persona-Computer digitalisierte das Videobild mit einer Auflésung von 512 x 512
Bildelementpunkten (Pixel) und legte diese Informationen im Bildspeicher ab. Einein das Bild
einblendbare und in Lage und Lange interaktiv steuerbare Cursorlinie diente nach entsprechen-

der Kalibrierung den Durchmesser- und Distanzmessungen im Gefal3baum.

Eine exakte und reproduzierbare Durchmesserbestimmung war anhand des inneren Durch-
messers moglich, da die Endothelzellschicht gegen das Gefadumen unter allen Versuchs-
bedingungen visuell gut abgrenzbar war. Hierzu wurde eine Cursorlinie senkrecht zur Gefél3-
langsachse zwischen die Endothel zelloberflachen der beiden gegentiberliegenden Geféldwande
definiert (Abb. 4).

Als Parameter fur den Tonus der Arteriolen in vivo wurde das Verhadtnis zwischen dem aktu-

ellen Durchmesser (D) und dem Maximaldurchmesser (D,,,) nach der Formel®

Dy~ D
Tonus (%) = “E;‘X— 0100

Max

bestimmt. Der hierbel zugrunde gelegte Wert fur D,,,, entsprach dem gréfdten im Versuchs-

verlauf aufgetretenen Gefal3durchmesser.

Die Wirkungen der Blocker (L-NNA, INDO, ChTX, TBA oder TEA) wurden als prozentuale
Anderung des Gefalkdurchmessers, berechnet aus dem Durchmesser ohne pharmakol ogische

Beeinflussung (D) und dem Durchmesser nach Autakoid-Blockade (Dg,..), quantifiziert.

e 0 _ DBIock B DKontr
Durchmesseranderung (% der Kontrolle) = 0100

Kontr
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Abbildung 4:

Intravital mikroskopische Aufnahme einer Arteriole aus dem Cremastermuskel der Ratte. Zur
Messung des inneren GeféalRdurchmessers wird mit elnem computerisierten Auswerteprogramm
eine Cursorlinie senkrecht zur Gefaldlangsachse zwischen die Endothel zell schichten der beiden
gegenuiberliegenden Gefél3wande positioniert und die Distanz (hier 78,6 pwm) anhand der
durchgefuhrten Kalibrierung bestimmt.

Aus den Durchmesseranderungen nach Autakoid-Blockade wurde die resultierende Anderung
des Stromungswiderstandes der Arteriolen bezogen auf den Strémungswiderstand des pharma-

kologisch unbehandelten Gefél3es nach dem Gesetz von Hagen-Poiseuille berechnet.

Degiock ~ Dkontr
D Kontr

4
1
Arterioldrer Widerstand (relativ zur Kontrolle) = [1—]
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DieDilatationen der Arteriolen nach Applikation von ACh wurden relativ zur Dilatationsreserve
(Duax - Dron) der einzelnen GefalRe angegeben,™” um die dil atatorischen Antworten unabhéngig

vom bestehenden Gefaldtonus vergleichen zu kénnen.

DACh B DKontr
——— 100
D,,. -D

Kontr

ACh- Dilatation (% der Dilatationsreserve) =

Max

In die Auswertung wurden nur Gefél3e aufgenommen, die auf die erste ACh-Applikation, die
direkt dem unbehandelten Zustand folgte, nicht mit einer signifikanten Durchmesserabnahme
(>10 % der Kontrolle) reagierten, da dies eine geschadigte Endothel funktion anzeigen konnte.
Durch die Anwendung dieses Kriteriums wurden rund 3 % der Arteriolen ausgeschlossen. Als
zweites Kriterium muf3te erflllt sein, dald der am Versuchsende unter der kombinierten Ap-
plikation der vier vasodilatatorischen Substanzen (ACh, PAP, ADO und SNP) erreichte Durch-
messer mehr a's 90 % des maximalen im Versuchsverlauf bestimmten Durchmessers betrug.
Ungefahr 10 % aller Gefal3e, deren abgeschwéchte Dilatation eine Gewebeschadigung wahrend

des Versuchs wahrscheinlich machte, wurden ausgeschlossen.

2.5, Statistik

Die statistischen Anaysen des Datenmaterials wurden mit dem Computerprogramm SPSS fur
Windows 9.0 (SPSSInc., Chicago, USA) durchgefihrt. “n” entspricht der Anzahl der untersuch-
ten Arteriolenabschnitte. Die Mittelwerte (MW) sind zusammen mit der Standardabweichung
(SD) oder, wenn die Genauigkeit des errechneten Mittelwertes von Interesse war, dem Standard-
fehler (SEM) angegeben. Zur Charakterisierung von Mef3reihen mit stark nichtsymmetrischer
Vertellung ist der Median mit zugehorigem Standardfehler (SE) aufgefhrt.

Zur Untersuchung funktional er Beziehungen zwischen dem Geféltonus und anderen Parametern
wurden Korrelationsanalysen durchgefiihrt. Die stark asymmetrisch verteilten Daten fur den
Tonus wurden logarithmisch (log) transformiert, um naherungwei se eine Normalverteilung der

Daten zu erreichen und lineare Regressionen berechnen zu kénnen. Als Mal3zahl fir die Stérke
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eines linearen Zusammenhangs wurden der Korrelationskoeffizient r bzw. das Bestimmtheits-
mal3 r* angegeben und durch den t-Test auf Signifikanz gepriift. Wenn auch durch eine Logarith-
mustransformation eine anndhernde Normalverteilung der erhobenen Daten nicht erreicht
werden konnte, wurde die verteilungsunabhangige Rangkorrel ation mit dem Abhangigkeitsmal3

rs (Rangkorrel ationskoeffizient nach Spearman) berechnet.

Stati stische Unterschiede zwischen einzel nen Datengruppen, z.B. fur Gefalidurchmesser vor und
nach pharmakologischer Beeinflussung, wurden durch die Varianzanalyse (ANOVA) mit
anschlief¥ender post-hoc Korrektur fir Mehrfachvergleiche (Bonferroni-Test) auf Signifikanz
gepruft. Alsverteilungsunabhangiges Testverfahren wurde der Median-Test verwendet. Bel einer

Irrtumswahrscheinlichkeit von p<0,05 wurden Unterschiede als signifikant gewertet.



