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1 Einleitung

1.1 Herzinsuffizienz und neuroendokrine Aktivierung

In einer Gesellschaft mit steigender Lebenserwartung kommt der Beschéftigung mit der Pathophy-
siologie der Herzinsuffizienz besondere Bedeutung zu [23, 61]. Bereits im Jahr 2006 war die Herz-
insuffizienz mit deutschlandweit 317 000 stationér therapierten Fallen die haufigste Ursache eines
stationdren Krankenhausaufenthalts [61, 77]. Wahrend im Alter zwischen 45 und 55 Jahren weniger
als 1 % der deutschen Bevoélkerung an einer Herzinsuffizienz leiden, erkranken zwischen dem 65.
und 75. Lebensjahr bereits 2—-5% und bei den ber 80-Jdhrigen fast 10 % der Bevolkerung
[50, 77]. Die koronare Herzkrankheit (KHK) stellt dabei in westlichen Landern mit 54 bis 70 % die

haufigste Ursache myokardialer Insuffizienz dar [22, 77].

Zusatzlich zu einer pathologischen H&modynamik zeigt sich bei herzinsuffizienten Patienten eine
myokardiale Hypoxie, welche aus einer verminderten Koronarperfusion aufgrund verkirzter Dias-
tolendauer und/oder der Aktivierung einer neurohormonellen und renalen Dysfunktion resultiert
[65]. Auf der Basis dieser myokardialen Schadigung kommt der lokalen und systemischen neuro-
endokrinen Aktivierung in der Pathophysiologie des ventrikuldaren Remodeling entscheidende
Bedeutung zu [4, 8, 65]. Ebenso kann koronar-arterioldre Dysfunktion urséachlich zu kardialer

Ischédmie, Herzinsuffizienz und einer Transplantation fiihren [65].

Anhand von Studien an isolierten Koronararterien aus Herztransplantationen konnten bereits
Mechanismen verstanden werden, die die addquate Blutzufuhr fir den Herzmuskel durch die
Feinregulation des koronaren Gefatonus steuern [14, 28, 29, 54, 65]. An dieser Feinregulation sind
die korpereigenen Katecholamine sowie die a- und p-Adrenorezeptoren (AR) mafgeblich beteiligt
[28, 78, 83, 90]. Katecholamine werden im Stadium der akuten terminalen Herzinsuffizienz seit
langem als Uberbriickung zur Transplantation, zur Blutdruckstabilisierung und zur
Inotropiesteigerung  eingesetzt  [11, 45,47], ohne die Detailwirkung unterschiedlicher
Konzentrationen auf den koronararteriellen Tonus des Menschen zu kennen. Zudem stehen
potentielle neue therapeutische Optionen fir die Therapie der Herzinsuffizienz, wie Endothelin- und
TNFa-Antagonisten  [22,38], in enger Verbindung zur katecholaminerg gesteuerten
Signaltransduktion [49]. Ihr Signaling Uber G-Proteine involviert die Messengermolekiile cAMP
und cGMP. Eine im Juni 2011 veroffentlichte Studie zur erfolgreichen Pravention der
Herzinsuffizienz durch vagale Stimulation lasst keinen Zweifel an der pathophysiologischen
Bedeutung eines hohen Sympathikotonus bei herzinsuffizienten Patienten [21]. Die selektive AR-

Antagonisierung erlaubt anhand des Vasotonus nicht nur Rickschlisse auf die Verteilung der



Adrenorezeptoren und ihrer Subtypen, sondern ermdglicht zugleich ein besseres Verstandnis der

Wirkung der physiologischen Rezeptoragonisten Adrenalin (A) und Noradrenalin (NA).

1.2 Molekulare Steuerung katecholaminvermittelter koronarer Vasomotorik

Es ist bekannt, dass die Katecholamine A und NA im Verhéltnis 4 : 1 aus dem Nebennierenmark
sezerniert werden, wobei im Gegensatz zu A nur 5 % der NA-Produktion des Korpers im Neben-
nierenmark stattfindet [50]. Die in der Formatio reticularis produzierten tbrigen 95 % erreichen das
GeféaRsystem uber terminale Nervenendigungen [50, 68]. Dabei verlaufen die sympathischen Fasern
fur die koronararterielle Innervation an der Adventitia-Media-Grenze und nehmen in ihrer Innerva-
tionsdichte zu den Kapillaren hin ab [6, 51, 68]. Sie weisen zudem zahlreiche Varikositaten auf, die
mit der Plasmamembran der glatten GefaBmuskulatur variable synaptische Strukturen ausbilden
[68]. Die aus den Vesikeln freigesetzte NA-Menge hangt sowohl von der Frequenz der Aktionspo-
tentiale als auch von lokal-chemischen Einflissen und Substanzen ab [68]. Die zu dem Sezernie-
rungsverhéltnis aus dem Nebennierenmark inversen Plasmaspiegel (A : NA =1:5) werden durch
den Abtransport von NA (spillage) von den tonisch-aktiven sympathischen Nervenendigungen der
GefalBwand in das Blut hervorgerufen [65]. 80 % des bei der Erregung eines Vasokonstriktor-
neurons freigesetzten NA werden wieder aktiv in die Varikositaten aufgenommen [65, 68]. Die
Plasmakonzentration von NA kann daher als ein indirektes MaR der efferenten sympathischen Im-
pulsaktivitat gewertet werden.

Beide Katecholamine steuern die Tonusregulation der glatten GefaBmuskulatur in der Koronar-
arterie Uber verschiedene Adrenorezeptor-Zielmolekdle [90]. Es ist bekannt, dass sich die Glyko-
peptidstruktur der Katecholaminrezeptoren durch eine heptahelikale Transmembranstruktur mit
extrazellularer Rezeptorbindungsstelle und einer intrazellularen G-Protein-Kopplung auszeichnet
[68]. Die Bindung eines Rezeptormolekiils fihrt zur Abspaltung der y-Untereinheit des G-Proteins
mit nachfolgender Signaltransduktion [68]. Uber die Konzentrationsanderung zyklischer Nukleotide
kommt es zur Membranpotentialveranderung und anschlieBender Tonusvariation. Wie im
Folgenden dargestellt sind die mittels ELISA in Koronararterien bestimmbaren Messengermolekiile
CAMP und cGMP als Indikatoren fur den Tonus der glatten Muskelzelle von entscheidender
Bedeutung [55].

In schmalen Arterien und Arteriolen mit nur rudimentar entwickeltem SR spielt der bleibende Ca**-
einwarts-Strom Uber potentialabhangige Ca®*-Kanile die dominierende Rolle bei der spannungs-

abhéngigen Kontraktion [68]. Eine glatte Muskelzelle besitzt mehr als 1000 spannungsabhéngige
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Ca®*-Kanéle, die sich mit der Depolarisation 6ffnen und bei Hyperpolarisation schlieRen [68].
Dabei wachst der Ca®*-Einstrom exponentiell mit der Depolarisation und die intrazelluldre
Kalziumkonzentration steigt von 0,2 umol/L auf 0,5 — 1,8 umol/L [68]. Das Verhéltnis zwischen
Membranpotential und Offnungswahrscheinlichkeit dieses Kanals ist dem Verhaltnis zwischen
Membranpotential und agonist-induzierter Kraftentwicklung vergleichbar [56]. Membran-
depolarisation korreliert mit Vasokonstriktion, Membranhyperpolarisation mit Vasodilatation
[57, 59]. Eine Depolarisation von 2 — 3 mV resultiert durch das Schlielen des spannungsabhangigen
Ca®*-Kanals in einer 50 %igen Reduktion des GefaRtonus [68]. Die Steuerung der Kalziumkanale
obliegt dem Membranpotential und den Rezeptoragonisten wie Neurotransmittern und Hormonen

[7, 65]. Potentialwellen gehen dabei den rhythmischen Tonusénderungen um 40 ms voraus [68].

Bei der Membrandepolarisation und Vasokonstriktion nach a-Rezeptor Aktivierung handelt es sich
um ein multifaktorielles Ereignis. Die Signaltransduktion bei a;-Rezeptoren-Stimulation involviert
die G-Protein vermittelte Aktivierung der Phospholipase C und die Bildung von DAG und IP3 [86].
Die DAG-aktivierte PKC phosphoryliert spannungsabhangige Ca**-Kanale, was zu einem gestei-
gerten Ca®*-Einstrom und einem Anstieg der intrazelluliren Kalziumkonzentration fihrt [60]. Der
Ca®*-Einstrom, ein CI-Ausstrom {ber Ca?*-abhangige Chloridkanale und der einwarts gerichtete
Na’-Strom depolarisieren die Zellmembran [68]. Die G-Protein unabhingige Hemmung des Kcs-
Kanals triagt ebenfalls zur Membrandepolarisation bei [68]. Die prasynaptische a,-AR-vermittelte
Hemmung der NA-Freisetzung wird tber die Aktivierung des Adenylatzyklase (AC) gebundenen
inhibitorischen G-Proteins (G;) bewirkt [68]. Im Falle der Kontraktion sinkt der intrazelluldre
cAMP-Spiegel [9].

Die am Ende der Signaltransduktion fur die Kontraktion verantwortliche Phosphorylierung der
Myosinleichtkette hangt nicht nur von der Ca?*-Konzentration, sondern auch von der Myosin-
leichte-Ketten-Phosphatase (MLCP) ab [48]. Sowohl die Ca**/Calmodulin-abhangige Phosphorylie-
rung der Myosinleichtkette mittels Myosinleichtekettenkinase (MLCK), als auch die Dephosphory-
lierung mittels MLCP sind wichtige Regulationsmechanismen bei der Tonusentstehung [65]. Die
Ca’?*/Calmodulin-Aktivierung der MLCK kann inhibiert werden, wenn dieses Enzym durch die
CcAMP-abhédngige Proteinkinase (CA-PK) an der Doméne A phosphoryliert wird [15, 68]. Dieser
Mechanismus erklart die cAMP-vermittelte Relaxation nach Stimulation vaskuldrer ,-AR durch
Adrenalin [48]. Des Weiteren bewirkt ein Anstieg von cAMP ein Absinken der zytosolischen
Kalziumkonzentration [68]. Beides vermindert den Grad der Phosphorylierung der Myosin-
leichtkette. Hingegen verursacht cGMP keine Ca*/Calmodulin Aktivierung, da die cG-PK-
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abhangige Phosphorylierung von Domane B der MLCK den Ca®*/Calmodulin-Komplex nicht
beeinflusst [68].

Nach Aktivierung durch einen Agonisten stimulieren die zyklischen Nukleotide cAMP und cGMP
die Ca’*-ATPase im Plasmalemma [68], um in die Zelle diffundierende Ca®*-lonen wieder aktiv
durch eine ATP-abhangige Ca**-Pumpe und den Na*/Ca**-Austauscher aus der Zelle zu befordern.
Somit wird der transmembranére Kalziumgradient aufrecht erhalten. Die B-AR sind Uber stimulato-
rische G-Proteine (Gs) mit dem AC-System gekoppelt und steigern den intrazellularen cAMP-
Gehalt [48]. Die molekulare Basis dieses Effektes beruht auf einer Phosphorylierung von span-
nungsabhangigen Ca®*-Kanalen, die einen verminderten Ca**-Einstrom zur Folge hat, und der
Phosphorylierung von verzogerten Gleichrichter- und Ca®* -aktivierbaren K*-Kanalen, die zu einer
K*-Kanaloffnung filhrt [68]. Diese Mechanismen bewirken eine Hyperpolarisation der glatten
Muskelzelle, die den lc,s-Kanal schlieft [68]. Das Absinken der zytoplasmatischen Kalzium-
konzentration in der glatten Muskelzelle fuhrt zu einer Verminderung der Aktivitat der Myosin-

kinase und somit zur Relaxation [68].

Der Kontraktionszustand der glatten Muskulatur wird (ber einen zweiten Mechanismus verandert,
bei dem die cAMP-abhéngige Proteinkinase (PKA) die Myosinkinase phosphoryliert, was zu einer
Anderung der Affinitat zum Kalzium-Calmodulin-Komplex fiihrt [68]. Es werden jetzt wesentlich
héhere Konzentrationen des Kalzium-Calmodulinkomplexes benétigt, um von der inaktiven in die
aktive Form Uberzugehen. Das hat zur Folge, dass die bei Erregung der glatten Muskulatur auf-
tretende Konzentrationszunahme an freien Kalziumionen nicht mehr zur Auslésung eines Kontrak-

tionsvorgangs ausreicht [48].

1.3 Katecholaminerge Vasomotion bei Herzinsuffizienz

In vitro Untersuchungen an koronararteriellem Material vom Menschen und verschiedenen
Saugetieren ermoglichen Einblicke in die Pathophysiologie der beschriebenen Mechanismen bei
Herzinsuffizienz [29, 78]. Es konnte mehrfach gezeigt werden, dass die Vitalitat der Praparate bei
Inkubation in carbogenisierter Krebslosung erhalten bleibt [28, 66]. Methoden der Rezeptor-
anfarbung dienen der Analyse der Ursache-Wirkungsbeziehung [18], und ein Ausschalten der
systemischen Gegenregulationen ist von Vorteil fur das Detailverstdndnis der lokalen Pathophysio-
logie [78]. Die Studienergebnisse an Kaninchen [20, 23, 42, 59] und Ratten [57, 63] sind jedoch

sehr heterogen. Besonders zeugt das gegensatzliche Verhalten von Koronararterien des Schweins
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[75, 87] und Hundes [2, 8, 44, 84, 88] davon, dass Riickschlisse auf das Verhalten menschlicher

Herzkranzgefalie aus tierexperimentellen Ansatzen nur sehr bedingt maéglich sind.

Maogliche Ursachen fir die erhebliche Studienheterogenitdt an Koronararterien des Menschen
stellen neben individuellen Polymorphismen [9, 18, 58, 59] und Vorerkrankungen des Patienten
vorherige iatrogene Eingriffe dar [13, 21, 35]. Euteneuer zeigte an 94 gesunden Probanden, dass ein
niedriger sozialer Status mit einer verminderten B-AR-Ansprechbarkeit korreliert [27]. Auch ein
differentes Wirkprofil an gleicher Stelle angreifender Pharmaka tragt zur Heterogenitét der Resul-
tate bei [78]. Eine kompensatorische Dilatation durch Shear-Stress [78] wurde genauso wie der
Grad der Arteriosklerose bzw. das Alter und Geschlecht des Patienten als Ursache divergenter
Studienergebnisse postuliert [6, 24, 58]. So Uberwiegt bei Erwachsenen - vermutlich arterio-
sklerotisch bedingt - eine a-adrenerge Kontraktion, wiahrend NA bei Kindern hauptséchlich f-AR
stimuliert [6]. Dies macht die Notwendigkeit einer Analyse des Gefatonus im Referenzmedium
Krebslosung in Abhéngigkeit von Alter, Vormedikation des Patienten [7, 11] und Arteriosklerose-
grad der GefaRe deutlich [23]. Diskutiert wird in der Literatur eine Feedforward-Kopplung, die Gber
eine verstarkte NA Ausschiittung zu a-AR-Aktivierung fuhrt [16, 52]. Letztere soll zudem eine
Endothelinfreisetzung stimulieren [52]. Vor diesem Hintergrund erscheinen in vitro Experimente an
isoliertem Koronarmaterial sinnvoll. Inwieweit eine schwer kalkulierbare Tonusanderung durch
spontane Entleerung von NA-Vesikel in den terminalen Nervenendigungen stattfindet, bleibt

kritisch zu prufen.

Die endogene NA-Ruheausschiittung ist von einer Vielzahl unterschiedlicher Faktoren wie
beispielsweise Geschlecht, Rasse und kardialer Vorerkrankung abhédngig [1, 24,50]. Ein 6-
monatiges korperliches Trainingsprogramm senkte bei Patienten mit KHK die NA-Plasma-
konzentration in Ruhe signifikant von 3,2 - 10° mol/L auf 2,6 - 10° mol/L bei 80 W von 4,8 - 10
mol/L auf 3,5-10° mol/L [79]. Es ist zudem bekannt, dass die NA-Plasmakonzentration mit
zunehmender Herzinsuffizienz steigt [91]. Der Noradrenalinspiegel im Plasma hat besonders in der
Endphase der Herzinsuffizienz prognostische Bedeutung fiir die 2-Jahres-Uberlebensrate. NYHA
1l herzinsuffiziente Patienten weisen mit 3,7 - 10° mol/L eine signifikant hohere NA-
Plasmakonzentration auf als Patienten im Stadium NYHA I mit 2,2 - 10° mol/L [91].

Es konnte mehrfach gezeigt werden, dass die Effektivitdt von A mit zunehmender Herzinsuffizienz
abnimmt [6, 58]. Fiir das Myokard wurde eine verminderte Ansprechbarkeit von ;-AR berichtet
[89]. Koronar soll ein Teil der B,-AR von der AC entkoppelt werden, was einen Verlust ihrer vaso-
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dilatatorischen Wirkung nach sich zieht [58]. Auch eine Abnahme der Empfindlichkeit von 3;-AR
liegt vor [37, 58, 65]. Wahrend bis zu einer Adrenalinkonzentration von 5 - 10°° mol/L der Hauptteil
der Dilatation iiber f-AR bewirkt wird, so iiberwiegt bei hoheren Konzentrationen die B1-AR ver-
mittelte Dilatation [6, 58]. Der erhohte basale Gefal3tonus in arteriosklerotischen Koronararterien
konnte einer stirkeren o;-AR-Aktivierung zugeschrieben werden. AuRerdem wurde neben der
endothelialen Dysfunktion [51, 67, 73] mehrfach eine verminderte B-AR-Wirkung bei Arterio-
sklerose bestatigt [5, 65]. Auch die prasynaptischen ap-AR, die die NA-Freisetzung limitieren,

desensitivieren bei chronischer Stimulation unter Herzinsuffizienz [33].

Die geschilderten Verédnderungen lassen Besonderheiten im Tonusverhalten der Koronararterien aus
Herztransplantationen im Vergleich zu gesunden Koronargefalien erwarten. Die gewahlte Studien-
population weist daher Homogenitat im Bezug auf die Diagnose einer transplantationspflichtigen
Herzinsuffizienz NYHA 1V auf. Fir die Einteilung in unterschiedliche Kategorien sorgte neben
Erkrankungen mit Einfluss auf die endogene Katecholaminausschuttung das Vorhandensein von

KHK und arteriosklerotischen Plaques im verwendeten Koronarmaterial.

Bisherige Arbeiten zeigen, dass die koronare AR-Verteilung erheblichen Einfluss auf die rezeptor-
gesteuerten katecholaminergen Effekte hat [64, 90]. Der koronare Gefalitonus wird Uber eine
Balance zwischen a-adrenerger Vasokonstriktion und [p-adrenerger Vasodilatation gesteuert
[6, 52, 62, 68]. In gesunden und insuffizienten Koronararterien werden ;- und 3,-AR auf Endothel
und glatten Gefallmuskelzellen exprimiert, wahrend die Verteilung von B3-AR auf das Endothel
beschrénkt ist [22, 78]. Ein vasodilatativer Effekt unter a-AR-Blockade an Koronararterien des
Menschen konnte in zwei unabhangigen in vivo Studien bestatigt werden [8, 36, 39]. Mittels selek-
tiver Rezeptorsubgruppenblockade kamen die Autoren zu dem Schluss, dass sowohl postsynapti-
sche a3-AR als auch prasynaptische a,-AR an der durch NA induzierten Vasokonstriktion beteiligt
sind [8]. Zu Vorkommen und Dominanz der einzelnen a-AR-Subtypen divergiert die Studienlage.
Postuliert wurde sowohl eine generell dominierend a,-AR vermittelte VVasokonstriktion [9, 39], als
auch eine Pridsenz der Subtypen in Abhdngigkeit vom Arteriosklerosegrad des GefédBies (a1-AR beli
gesunden Koronararterien, as- und a-AR an arteriosklerotischen GefaRen) [9]. Uber eine mogliche
Anderung der a-AR-Verteilung bei Herzinsuffizienz, besonders unter dem Einfluss einer lange

anhaltenden, hohen endogenen Sympathikusaktivitat, liegen bisher noch keine Studien vor.

Zur B-AR-Verteilung existieren ebenfalls kontroverse Studienergebnisse. Mittels Fluoreszenz-
markierung [18] und B-AR-Subtyp-Antagonisierung [29] konnte ein glattmuskuldrer Anteil von
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70 % B1-AR an der Gesamtzahl der B-AR bestimmt werden. Mittels Radioligandenbindung ergab
sich eine anndhernd gleiche prozentuale Verteilung von 48 £ 5 % fB1- und 52 + 4% B,-AR [54]. Mit
wachsendem Gefalldurchmesser wurde eine Zunahme der f;-AR im Vergleich zur Gesamtzahl der
B-AR postuliert [78]. Im Gegensatz dazu zeigten Arteriolen mit einem Gefalldurchmesser > 50 pum

aus insuffizienten Herzen eine stérkere f,-AR-Antwort [78].

Unterschiedliche Ergebnisse zwischen Fluoreszenzmarkierung bei gesunden Koronararterien [18]
und Radioligandenbindung bei Koronararterien aus Herzinsuffizienz [54] werfen die Frage nach der
Verfahrensspezifitat auf, die erst bei genauerer Kenntnis der Sattigungskinetik der AR beantwortet
werden kann. Es liegt die Schlussfolgerung nahe, dass gesunde Koronararterien im Vergleich zu
Gefdllen bei Herzinsuffizienz einen hoheren glattmuskuldren Anteil an B;-AR aufweisen. Dies
ginge einher mit einer myokardialen Herunterregulation der AR-Verteilung zugunsten der ,-AR
bei terminaler Herzinsuffizienz [66]. Vorliegende Arbeit leistet einen Beitrag zum Verstandnis der
Kinetik koronarer AR nach katecholaminerger Stimulation. Anhand von Dosiswirkungskurven fir
A und NA werden erstmals ohne Stimulation der Signaltransduktion, also ohne Applikation un-
physiologischer Pharmaka, Erregungsschwellenwerte sowie ECsp-Angaben herzinsuffizienter

Koronararterien ermittelt.

Rezeptormodulatorische Einflusse einer medikamentdsen Therapie vor Herztransplantation sind in
vorherigen Studien mit unterschiedlichen Pharmaka mehrfach nachgewiesen worden [17]. So wurde
fur Betablocker sowohl eine Adaptation der Betarezeptoren in Form einer verminderten katechola-
minergen Sensitivitat oder einer Reduktion der Rezeptordichte als auch eine verstarkte Stimulation
durch Kreuzsensitivierung beschrieben [52]. Die molekulare Grundlage fulit auf der Phosphory-
lierung des aktivierten B-AR, welche zu einer Bindung von B-Arrestin fuhrt. Dadurch wird eine
weitere G-Protein-Bindung verhindert und die Desensitivierung des Rezeptors bewirkt [85]. Der
phosphorylierte B-AR wird internalisiert und durchléuft einen Resensitivierungsprozess mittels
Dephosphorylierung, der durch die Proteinphosphatase 2A im frilhen Endosom bewerkstelligt wird
[85]. Die funktionelle Entkopplung der myokardialen 3-AR bei Herzinsuffizienz wurde daher auf
eine erhohte Konzentration der B-AR-Kinase zurtickgefihrt. Der Verlust von 50 % der B-AR, vor

allem des B1 Subtyps, schrankte die flussgesteuerte Dilatation ein [52].

Im Gegensatz dazu wurde die Hypothese aufgestellt, dass eine Betablockergabe tber Kreuzsensiti-
vierung des P,-AR zusétzlich zu einer verstarkten koronaren Dilatation fiihren konnte [29]. Die
therapeutische Behandlung mit B; selektiven AR-Blockern bei Herzinsuffizienz hatte so eine
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zusitzliche liber B,-AR Sensitivierung vermittelte vasodilatatorische Komponente [29]. Auch bei
chronischer B-Agonisten-Stimulation, wie sie im Rahmen einer hohen endogenen NA-Konzentra-
tion bei Herzinsuffizienz vorkommt, gibt es Hinweise auf eciner B,-Kreuzsensitivierung zur
pathophysiologischen Kompensation [5,52]. In vivo wurde an Patienten mit stabiler Angina
pectoris ohne Herzinsuffizienz eine gesteigerte koronare NA-Freisetzung bei Salbutamolapplikation
festgestellt [62]. Gegen die Kreuzsensitivierung spricht, dass der PB,-AR Uber mehr sensitive
Bereiche fir eine Phosphorylierung verfiigt als der f;-AR [29]. Eine Phosphorylierung von a- und
B-AR geht einher mit einer Desensitivierung, einem Mechanismus dynamischer Regulation, bei
dem die Empfindlichkeit gegentber katecholaminerger Stimulation herabgesetzt wird [46]. Eine
chronische B1-AR Aktivierung konnte so iiber eine verminderte Kopplung des B,-AR an das Gs-
Protein — mdglicherweise lber eine PKA induzierte Phosphorylierung des Gs Proteins — zur B,-

Desensitivierung beitragen [52].

Der Einfluss von NA wurde bisher nur ungeniigend und mit sehr heterogenen Studienergebnissen
an Koronararterien aus Herztransplantationen bei Patienten mit Betablockervormedikation unter-
sucht. Die durch NA aktivierten 3-AR auf Koronararterien sollen zu einer ,,Feedforward-Kopplung*
von Metabolismus und adrenerger Antwort fihren [53]. Dies hétte tber eine verstarkte NA-Aus-
schiittung eine erneute Aktivierung von a-AR und eine damit verbundene Vasokonstriktion zur
Folge [53]. Beobachtet wurde eine verstarkte konstriktorische Antwort von isolierten koronaren
Arteriolen des Kaninchens nach Phenylephrinapplikation [82]. Als Erklarung diente eine erhohte
NA-Freisetzung im Herzmuskel sowie eine gesteigerte Endothelinfreisetzung in der Koronararterie
[82].

Ferro et al. [29] fanden an deendothelialisierten Koronarringen von Patienten mit $1-AR-Blocker-
medikation eine p-adrenerge Sensitivierung. Diese fuhrte zu einem relaxierenden Effekt unter NA.
Allerdings blockierten die Autoren vor Versuchsbeginn alle a-AR irreversibel, was die Aussage
uber eine physiologische Reaktion auf NA erschwert. Sun et al. [78] zeigten 2002 an herzinsuf-
fizienten Patienten eine NA-vermittelte Vasodilatation [78]. Leider finden sich keine Heinweise zu
einer B-AR-modifizierenden Vormedikation der Patienten.

Schwinger et al. [66] fanden in vitro, dass A in den Konzentrationen 3 - 107 bis 3 - 10™* mol/L kei-
nen direkten vasodilatatorischen Einfluss hat. Die herzinsuffizienten Patienten waren weder mit
Betablockern noch Katecholaminen pramediziert. Sie postulierten daher, dass die Effektivitat von A

insofern vom Grad der Myokardinsuffizienz abhéngt, als in insuffizientem Gewebe ein Teil der .-
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AR von der AC entkoppelt und damit die P,-vermittelte Dilatation vermindert wird [78]. Die
aktuelle Behandlungsleitlinie zur Therapie der systolischen linksventrikuldren Dysfunktion sieht im
medikamenttsen Stufenschema eine Betablockergabe nach Herzinfarkt und bei Hypertonie ab dem
Stadium NYHA 1, ansonsten ab NYHA 11 vor [40]. Dies rechtfertigt eine erneute Untersuchung des
katecholaminergen Effektes bei entsprechender Betablockervormedikation der Patienten. Ferro et
al. [29] beobachteten unter A und NA an Koronararterien herzinsuffizienter Patienten eine Gefal3-
relaxation. Vor dem Hintergrund der 16-stiindigen Inkubation in 10 umol/L Phenoxybenzamin und
der Applikation von SNP zu Experimentbeginn ist zu hinterfragen, ob hier ein physiologischer
Effekt abgebildet wurde.

Ferro et al. [29] zeigten bei niedrigen Adrenalinkonzentrationen, dass die Applikation eines selek-
tiven P,-AR-Antagonisten eine stirkere Relaxationshemmung bewirkte als die Gabe eines selek-
tiven P1-AR-Antagonisten. Bei Adrenalinkonzentrationen von mehr als 5 - 10° mol/L kehrte sich
der Effekt um. Das beschriebene Phdnomen betont die Notwendigkeit, den Einfluss von Katechol-
aminen auf die Vasomotorik mittels Dosiswirkungskurve zu untersuchen. Bei chronischer Blockade
von B1-AR konnte zudem eine Herunterregulation der P,-Rezeptorantwort festgestellt werden [29].
Nicht untersucht wurde, welchen Einfluss Katecholamine und deren Antagonisten in Kombination
aufweisen. Eine mogliche intrinsische Wirkung der a- und B-AR-Antagonisten blieb unbertick-
sichtigt [29].

Eine Propranololgabe von 10®° mol/L eliminierte die vasodilatatorische Antwort von NA voll-
standig, Practolol (10°® mol/L, selektiver f1-AR-Antagonist) hingegen bewirkte keine Anderung des
Gefafitonus [78]. Die B-AR-Subtypen 1 und 2 ergeben keinen signifikanten Unterschied in der B,-
AR-vermittelten Vasorelaxation nach Inkubation mit selektiven Subtypantagonisten und NA [29].
Eine Prainkubation in 1 umol/L NA fihrte jedoch zu einer 45 %igen Abschwdchung der .-
adrenergen Vasorelaxation. Die aj-adrenerge Vasorelaxation blieb unverdndert. Die Autoren
schlossen daher auf einen in vitro induzierbaren Kreuzeffekt zwischen 1 und ,-Adrenorezeptoren.
Auch eine mogliche intrinsische AR-antagonistische Wirkung wurde erwogen [29]. Daher wurden
in dieser Arbeit auch Kontrollversuche mit Blockern ohne Katecholamine durchgefiihrt, um eine

maogliche intrinsische Wirkung der AR-Antagonisten zu erfassen.

1.4 Zielsetzung der Arbeit
Eine umfassende Beurteilung des koronaren GefaRtonus erfordert eine zusammenhéngende Be-

trachtung der elektrischen, mechanischen und biochemischen Eigenschaften der glatten Muskulatur
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[57, 68]. Daher ist es wichtig zu messen, inwieweit Katecholamine und deren AR-Antagonisten
eine simultane Anderung des Membranpotentials, der Wandspannung und der cAMP- und cGMP-
Konzentration bewirken. In der vorliegenden Arbeit werden diese Zusammenhénge erstmals an mit

Katecholaminen superfundierten Koronararterien des Menschen untersucht.

Die in vitro Untersuchung von koronararteriellen Segmenten aus Herztransplantationen soll ein bes-
seres Verstandnis der Pathophysiologie pharmakologisch modifizierter Koronararterien ermaog-
lichen. Die Applikation unphysiologischer Referenzsubstanzen wurde vermieden und das Patien-
tenkollektiv nach Alter und Vormedikation analysiert. Die selektive AR-antagonistische Wirkung
wurde auf eine mdgliche intrinsische Blockeraktivitat hin untersucht. Wéhrend in der Literatur
bisher partielle AR-Antagonisten verwendet wurden, wird in dieser Arbeit erstmals der isolierte
Einfluss von A und NA auf den Geféalitonus ohne weitere pharmakologische Manipulation
gemessen. Dabei ist besonders ein von der Katecholamindosis abhangiger Effekt [22, 66, 78] von

Interesse, der mit Dosiswirkungskurven beschrieben wird [29].

2 Methoden

Es wurden in vitro Messungen der Wandspannung und des transmembranalen elektrischen Poten-
tials an koronararteriellen GefaRRen von explantierten Herzen des Menschen unter Superfusion mit
A, NA, sowie a- und B-AR-Blockern durchgefiihrt. Im Anschluss wurde an denselben Praparaten
die cCAMP- und cGMP-Konzentration mittels ELISA bestimmt.

2.1 Ein- und Ausschlusskriterien der Studie

Die Koronararterien stammten aus explantierten Herzen von 19 Patienten mit unterschiedlichen
kardialen Vorerkrankungen (Tabelle 1). Diese Patienten unterzogen sich im Deutschen Herz-
zentrum Berlin zwischen dem 29.5.2008 und dem 14.3.2011 einer Herztransplantation. Einbezogen
wurden auch Herzen, deren Funktion therapeutisch durch die Unterstiitzungssysteme Implantable
Cardioverter Defibrillator (ICD) und Left Ventricular Assist Device (LVAD) bzw. Biventricular
Assist Device (BVAD) verbessert wurde. Patienten mit/ ohne kombinierte Lungen- oder Nieren-
transplantation sowie mit/ ohne koronarer Herzerkrankung wurden unabhdngig von Alter,

Geschlecht, Vormedikation und Nebendiagnosen in der Studie berticksichtigt.

2.2 Gewinnung des Untersuchungsmaterials
Vom Zeitpunkt der Explantation des Herzens bis zum Verbringen der praparierten Koronararterien
in ein Gefal3 mit gekuhlter Krebslosung (2°C — 8°C) verging maximal eine Stunde. Um die Vitalitat

des Préparates zu erhalten, wurde das Herz wahrend dieser Ubergangszeit im OP in einem separaten
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Gefal} in gekuhlter isotoner NaCl-L6ésung aufbewahrt. Die Préparation der einzelnen Koronararte-
rienabschnitte erfolgte innerhalb von maximal 45 Minuten in einer separaten Nierenschale. Dabei
wurden pro Herz drei bis vier Koronararterienteile dargestellt. Die Arterienabschnitte wiesen eine
Lange von mindestens 30 mm und einen Durchmesser von 1 — 3 mm auf. Sie wurden vorsichtig von
epikardial stumpf mit zwei sterilen Pinzetten freigelegt, ohne mechanischen Zug oder Druck auf die
Arterien auszutiben und ohne das GeféRendothel zu bertihren. Um einen Eindruck vom koronaren
Gefalistatus des Patienten zu erhalten, wurde mindestens ein Arterienabschnitt der A. coronaria
sinistra und dextra prépariert. Bevorzugt gewahlt wurden - aufgrund ihrer leichten Zugénglichkeit -
der R. marginalis dexter sowie R. interventricularis posterior der A. coronaria dextra und der R.
interventricularis anterior sowie R. circumflexus der A. coronaria sinistra. Stark rigide Gefal3e, die
makroskopisch sichtbare plaqueférmige Ablagerungen enthielten, sowie mit Stents versorgte
Avrterienabschnitte wurden nicht ausgewahlt. Zu Anbindungsstellen von BypassgefaRen blieb eine
Distanz von mindestens 5 mm. Sdmtliche Aufféalligkeiten wéhrend der Praparation wurden proto-
kolliert. Nach der Préparation wurden die GefaRstreifen in einem verschlossenen Thermobehélter in
modifizierter Krebslosung lichtgeschitzt und bei 2°C — 8°C fiir 12 bis maximal 24 Stunden gela-
gert. Es folgte der ca. 45-minutige Transport ins Labor. Von der Explantation des Herzens bis zur

laborexperimentellen Untersuchung der Koronarpéparate vergingen insgesamt maximal 36 Stunden.

2.3 Aufbau der Versuchsapparatur

Die verwendete Apparatur dient der Messung der Wandspannung eines ca. 5 mm langen Koronar-
segmentes mittels Kraftaufnehmer. Das Praparat wurde in einer mit sechs unterschiedlichen Lésun-
gen aus sechs verschiedenen Zulaufsystemen durchstrombaren Kammer zwischen zwei Plexiglas-
backen eingespannt. Die Fixierung des Praparates erfolgte mit zwei Schraubklemmen. Die Stro-
mungsgeschwindigkeit der Lésung wurde mit Hilfe eines mechanischen Reglers bei 3 mL/min kon-
stant gehalten. Ein mechanisches Umschaltsystem garantierte die Perfusion der Kammer aus dem

gewdinschten Zulauf des Warmetauscherkreislaufes.

Die Losungen fur die sechs Zulaufsysteme wurden mit einem Carbogen-Gemisch begast (pH 7,36 —
7,43). Die Temperatur der Losungen wurde mit einem Haake-Thermostaten auf 37,0°C konstant
gehalten. Nach Sun et al. [78] beeinflussen unterschiedliche AusgangsgefalRdurchmesser der einge-

spannten Préparate das prozentuale Dilatationspotential nicht.

Wahrend eine Seite des Préparates tber die Schraubklemme fix mit der Messkammer verbunden

war, wurde die andere mit dem Kern eines induktiven Kraftaufnehmers gekoppelt. Die Messung
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kann als nahezu isometrisch angenommen werden, da der Messweg des Kraftaufnehmers bei einer
maximal moglichen Verkirzung des Praparats um etwa 1 % weniger als 100 um betrdgt. Die Kraft-
entwicklung wurde Uber einen digitalen Messverstarker (KWS 522.C; CMS 32, KS2C, Hottinger
Baldwin, Darmstadt) angezeigt und via Datenschnittstelle RS 232C ausgegeben [70, 73]. Zusatzlich
wurden in funfminutigen Intervallen die Messwerte abgelesen. Die Vorrichtung zur Kraftmessung

wurde von Zeit zu Zeit mit Gewichten von 1 g bis 10 g tber eine Umlenkrolle kalibriert.

2.4 Aufbereitung der Koronarpraparate und Losungen

Als Spiil- und Badldsung diente modifizierte Krebslosung folgender Zusammensetzung:

Na" 151,19; K* 4,69; Ca** 2,52; Mg®* 1,10; CI" 143,42; HCO; 16,31; H,PO, 1,38 und Glucose
7,77 mmol/L. Aufgrund der standigen Begasung mit einem Carbogen-Gemisch (95 % O;, 5 % CO,)
konnte auf einen Zusatz organischer Puffer verzichtet werden. Die Effektivitat der Begasung wurde

durch eine kontinuierliche Kontrolle des pH-Wertes gewahrleistet.

Unter Beachtung der Herstellervorschriften wurden Konzentrationsreihen von Adrenalin und Nor-
adrenalin (Arterenol®) mit 0,1 %iger Katecholaminkonzentration in isotonischer Lésung (Sanofi-
Aventis, Berlin) erstellt. Als nicht selektiver a-AR-Antagonist fand Phentolaminhydrochlorid
(107" mol/L), als unselektiver B-AR-Antagonist Propranololhydrochlorid (107 mol/L) Verwendung.

Vor Beginn des Versuches wurden die Koronarpraparate in carbogenisierter Krebsldsung (37°C)
aquilibriert, wodurch die urspriinglichen lonenkonzentrationen wiederhergestellt wurden. Es fand
nun eine makroskopische Beurteilung des Arteriosklerosegrades der Gefalie statt. Zehn Minuten vor
Versuchsbeginn wurde ein Koronararteriensegment mit einer L&nge von ca. 5 mm vollstdndig von
lose anhaftendem Bindegewebe befreit und langs aufgeschnitten. Das entstandene ca. 5 mm X
10 mm grofRe GefaRstick wurde an den Schnittenden mit der Endothelflache nach oben in den

Kraftaufnehmer eingespannt.

Aus einer Dilatation des Gefalles resultierte eine positive Langendnderung, die zu einer vermin-
derten Kraftwirkung an den Aufnehmern fuhrte. Das Préparat wurde wéhrend des Einspannens aus-
schlieBlich an hinterher unter dem Kraftaufnehmer befindlichen Stellen beruhrt. Dadurch blieb das
Endothel weitgehend intakt. Um einen einheitlichen Anfangswert des Gefalitonus zu erreichen,
wurde das Praparat innerhalb von zehn Minuten auf 2 g vorgespannt, was nach der Laplace-
Gleichung einem arteriellen Mitteldruck von 100 mmHg entspricht [83]. Pro Minute wurde durch

vorsichtiges Auseinanderbewegen der Backen mittels Feintrieb ein Tonusanstieg von 400 mg
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bewirkt. Nachdem der Ausgangstonus von 2 g nach 5 Minuten erreicht war, wurde diese Spannung
durch vorsichtige Nachregulation am Feintrieb fur weitere 5 Minuten aufrecht erhalten. Danach

erfolgte die erste Messung.

2.5 Ermittlung der mechanischen Spannung

2.5.1 Versuchsablauf

Bei den Versuchen wurden Koronarien von 19 Patienten untersucht. Fir jeden Einzelversuch wurde
ein neuer Koronarabschnitt verwendet. Die an einem Versuchstag durchgefuhrten Experimente
wurden in ihrer Abfolge variiert, um durch die experimentelle Anordnung eventuell verursachte
systematische Fehler auszugleichen. Ein Experiment der Messreihe 1 bis 3 bestand aus 6 Mess-

komplexen.

Beginnend mit einer 15-minutigen Superfusion des Praparates mit Krebsldsung wurde die Substrat-
konzentration A bzw. NA von 10® mol/L alle 15 min um eine Zehnerpotenz bis auf 10° mol/L ge-
steigert. Nach Registrierung des letzten Messwertes wurde das Praparat vorsichtig ausgespannt und

sofort in flissigem Stickstoff eingefroren. Die 3 Messreihen beinhalteten folgende Untersuchungen:

Messreihe 1: Untersuchung des Einflusses von A und NA bei konstanter Stromungsgeschwindig-
keit von 3 mL/min (n = 6) auf den Geféalstonus von Koronarmaterial von sechs Patienten. Als Kon-
trolle diente erweiterte Krebslosung.

Messreihe 2: Untersuchung des Einflusses von kombinierter a- und B-AR-Blockade (107 mol/L) in
Anwesenheit von A oder NA (n =8). Als Kontrolle diente Krebsldsung mit a- und B-AR-Anta-
gonisten.

Messreihe 3: Untersuchung des Einflusses von o- oder B-AR-Blockade (10”7 mol/L) in Anwesen-
heit von A oder NA (n =5). Als Kontrolle wurde Krebslosung mit a- oder B-Rezeptorblocker ver-

wendet.

2.5.2 Korrektur der Stress-Relaxation

Da alle Préparate tiber die Zeit eine individuelle von der Flussrate unabhangige Stress-Relaxation
zeigten, wurde die auf das Pharmakon zuriickzufihrende Tonusénderung nach folgendem Schema
ermittelt: Nachdem Pharmakonkurve und Kontrollkurve auf den gleichen Ausgangstonus nach 15-
minitiger Aquilibrierung in Krebslésung normiert waren, wurde zu jedem Messpunkt der Wert der
Kontrollkurve von dem Messwert der Pharmakonkurve subtrahiert. Diese Differenz gibt die Netto-
wirkung des Pharmakons unabh&ngig von der Stressrelaxation an. Es folgte die Mittelwertbildung

des Tonus aller Préparate nach 15-minttiger Superfusion mit Krebslésung. Ausgehend von diesem
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mittleren Tonus wurden die Differenzen fir jeden Messpunkt addiert. Es entstand eine
Dosiswirkungskurve, die die Nettowirkung jedes Pharmakons unabhangig von der Stressrelaxation

aufzeigt.

2.5.3 Bestimmung der intrinsischen Blockeraktivitat

Wies die Relaxation des Préparates unter Krebslosung einen anderen Kurvenverlauf auf als unter
Krebslosung mit AR-Blockade, wurde eine intrinsische Aktivitat des AR-Blockers vermutet. Die
intrinsische Blockeraktivitdt wurde bei der Beurteilung der Nettowirkung der AR-Antagonisten
unter Katecholaminen berucksichtigt. Sie ist zusammen mit den brigen Messergebnissen in

Tabelle 2 ausgewiesen.

2.6 Intrazellulare Membranpotentialableitung

2.6.1 Versuchsaufbau, Mikroelektroden und Datenaufnahme

Die intrazellulare Membranpotentialmessung wurde mittels Mikroelektroden, die mit 3 mol/L KCI
gefiillt waren, vorgenommen. Es wurden aus Spezialglas (Pyrex Brand K2916 Corning Glass
Works, New York; Innen-/Auflendurchmesser 1,8/3,0 mm) mit einem Horizontalpuller
(T. Chowdhury Pipette Puller, ISEW, Kalkutta) bei 6,8 A Heizstrom in 2 min ausgezogene
Elektroden verwendet. Alle Mikroelektroden wiesen einen Spitzendurchmesser < 1 um und einen
Widerstand zwischen 60 und 100 MQ auf. Das Tip-Potential der Mikroelektroden betrug 60 — 100
mV. Die gemessene Potentialdifferenz wurde 10-fach verstarkt auf einem GroR3bildoszilloskop
(SGM 43 BN901 c/N293, Knott, Miinchen) dargestellt, zur Dokumentation mit Hilfe eines
Analog/Digital-Digital/Analog-Wanders (DT 2812, Data Translation, Marlboro, Massachusetts,
USA) digitalisiert und in Echtzeit in WinADDA (V.1.31, Mikrotaurus, Software, Berlin) am PC

ausgewertet.

2.6.2 Intrazellulare Platzierung der Elektroden

Der Einstichvorgang fand unter Kontrolle am GroRbildoszilloskop statt, das ein Eindringen der
Elektrode in den Intrazellularraum der glatten Muskelzelle als plétzlichen steilen Potentialabfall auf
-40 bis -65 mV anzeigte. Positiver liegende Potentialabfélle wurden als vom Endothel stammend
beurteilt und verworfen. Vor dem Einstich wurde die Messelektrode mittels eines Mikromanipula-
tors senkrecht an die luminale Seite des Gefél3streifens herangefuhrt. Am Ende jeder Messung
wurden Tip-Potential und Elektrodenwiderstand Gberpriift. Nur wenn beide Parameter gegenuber
ihrem Ausgangswert vor dem Einstich unveréndert waren, wurde das gemessene Potential in die

Auswertung einbezogen.
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2.6.3 Konzentrationsbestimmung von cAMP und cGMP

Die Konzentrationsbestimmung der zyklischen Nukleotide erfolgte aus den gleichen Koronar-
praparaten, an denen vorher Tonus und Potential gemessen wurden. Da die GefalRsegmente sofort
nach Versuchsende in fliissigem Stickstoff (-196 °C) tiefgefroren wurden, konnten die cAMP- und
cGMP-Konzentrationen fur langere Zeiten konserviert werden. Die Konzentration der zyklischen

Nukleotide wurde nach Aufschluss des Gewebes mittels ELISA bestimmt.

Aufschluss des Gewebes

Das Gewebe wurde gewogen und aus flissigem Stickstoff in einen gekihlten Glasmorser Gberflhrt.
Es erfolgte die Zugabe von 200 pl Lyselosung (0,25 %ige Dodecyltrimethylammoniumbromid-
Losung), an die sich das Homogenisieren des Gewebes anschloss. Der Homogenisierungsvorgang
dient der Zerstérung von Membranen, Epithel und Muskelgewebe. Der Uberstand wurde in einen
1,5 ml R-Tube tberfiihrt. Im Nachspiilvorgang wurden weitere 200 ul Lyselosung appliziert und
der Uberstand ebenfalls in den R-Tube tiberfiihrt [80, 81].

Bestimmung der cAMP-Konzentration mittels ELISA

Die cAMP-Konzentration wurde mit den Biotrak-ELISA-Reagenzien (Amersham Pharmacia
Biotech) ohne Acetylierung bestimmt. Der Biotrak ELISA beruht auf der Kompetition der Bindung
des freien cAMP der Probe mit einem cAMP-Peroxidase-Konjugat um immobilisiertes cAMP-
spezifisches Antiserum [80, 81]. Vor der Verwendung wurde das Antiserum 1:2 mit dem
Testpuffer verdunnt. Anschliefend wurden Antiserum und cAMP-Peroxidase-Konjugat in jeweils
11 mL Testpuffer geldst. Mit Hilfe einer Stammldsung (32 nmol/L) wurde eine Verdinnungsreihe
des Standards hergestellt, die 0; 12,5; 25; 50; 100; 200; 400; 800; 1600 und 3200 fmol in jeweils
100 pL Volumen enthielt. Die Ansétze enthielten entweder 100 pL Standard oder 80 puL Testpuffer
sowie 20 pL Probe und wurden auf einer mit Anti-Kaninchen-IgG beschichteten 96-well ELISA-
Platte hergestellt. Hohe cAMP-Konzentrationen in der Probe hatten eine entsprechende Reduktion
der Probenmenge zur Folge. 200 puL Testpuffer zur Bestimmung der unspezifischen Bindung des
Konjugats ,,NSB* wurden 120 min im Kuhlraum bei 4°C auf einem Schidittler inkubiert. Die Dupli-
kate der Standards und Proben wurden vor der Inkubation zusatzlich mit 100 ul. Antiserum
versetzt. Nach Ende der Inkubationszeit wurde zu allen Ansédtzen 50 uL. cAMP-Peroxidase-
Konjugat hinzugegeben, woran sich nochmals 60 min Inkubation anschloss. Danach wurden die
Ansétze 5-mal mit Waschpuffer (Testpuffer plus 0,05 % Tween 20) gewaschen und sorgfaltig
getrocknet [80, 81].
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Die quantitative Bestimmung des gebundenen Peroxidase-Konjugats erfolgte photometrisch tber
die Umsetzung von 3,3’, 5,5’- Tetramethylbenzidin (TMB) in Peroxidase. Wahrend in alle Wells
150 pL der fertigen TMB-Substratlésung gegeben wurde, konnte bei Raumtemperatur die Blau-
farbung des Standards beobachtet werden. Die Reaktionszeit wurde, abweichend von den Angaben
des Herstellers so gewdhlt, dass ein Wert von 1,5 bis 1,7 Absorptionseinheiten nicht tberschritten
wurde. Der dafiir benétigte Zeitraum variierte zwischen 10 und 120 Minuten. Sobald die optimale
Blaufarbung der Nullwerte erreicht wurde, konnte 100 uL. 1 mol/L Schwefelsdure zugegeben
werden, was einen Farbumschlag nach Gelb zur Folge hatte. Dieser blieb bis zu einer Stunde lang
stabil. Die anschlielende Absorptionsmessung wurde mit einem ELISA Reader bzw. einem Perkin
Elmer Victor ELISA Platten Photometer bei 450 nm durchgefihrt.

Bestimmung der cGMP-Konzentration mittels ELISA

cGMP wurde mittels einer analogen Methode bestimmt. Hier fand jedoch eine Acetylierung von
Standards und Samples statt. Die Sensitivitat des Tests konnte etwa um den Faktor 10 gesteigert
werden, da das Antiserum zu acetylierten Zyklonukleotiden eine hohere Affinitat besitzt. Das
Acetylierungsreagenz enthielt zu zwei Teilen Triathylamin und zu einem Teil Essigsaureanhydrid.
Die Proben und Standards wurden zu jeweils 1/10 ihres Volumens mit dem Acetylierungsreagenz
versetzt. Innerhalb von etwa finf Minuten war die Acetylierungsreaktion abgeschlossen. Die
Standards enthielten 0; 2; 4; 8; 16; 32; 64; 128; 256 und 512 fmol pro Ansatz in einem Volumen
von 50 pL. Fiir die Acetylierung der Proben wurden 100 pL. Probe mit 10 pL Testpuffer und 11 pL
Acetylierungsreagenz versetzt. Der NSB-Ansatz enthielt 150 pL Testpuffer. Es wurden fiir den
Messansatz 100 uL Antiserum vorgelegt, zu dem jeweils 50 pLL Standard oder Probe gegeben wurde
[80, 81]. Alle Ansétze wurden zweifach hergestellt und 120 Minuten inkubiert. Auf die Zugabe von
100 uL. cGMP-Peroxidase-Konjugat folgten erneut 60 Minuten Inkubation. Anschliefend wurden
die Ansdtze gewaschen, mit 200 uL. TMB-H,0,-Reagenz versetzt und, wie bereits erldutert, flr
einen variablen Zeitraum bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Zugabe wvon 100 uL

1 mol/L Schwefelséure erfolgte die photometrische Bestimmung der Absorption.

Auswertung mittels Kalibrierungskurve

Eine nicht lineare Kalibrierungskurve mit cAMP-Mengen zwischen 0 und 3200 fmol/L Ansatz
wurde mit einem least square fit angepasst. In der verwendeten Funktionsgleichung y =
((a - b)/(b +x)) + ¢ steht x flr die Konzentration des Standards. Aus den Fitparametern a, b und c
wurde die Menge (X) cAMP der Proben (in fmol) Uber x =((a - b)/(y - c)) - b berechnet. Die
Variable y steht dabei fur die Absorption bei 450 nm. Die Konzentration ergab sich anschlief3end
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aus dem Produkt von x und Faktor f (Gesamtvolumen/ eingesetztes Probenvolumen) dividiert durch

das Gewebsgewicht in mg. Die so ermittelte Konzentration tragt die Einheit nmol/kg.

2.7 Statistische Methoden

Alle Messwerte wurden als Mittelwerte £ SEM voneinander unabhéngiger Experimente (n) ange-
geben, da sie mit Hilfe des Kolmogorow-Smirnow-Tests als normalverteilt beurteilt wurden. Eine
Uberpriifung der statistischen Signifikanz konnte daher mittels zweiseitigem t-Test nach Student fiir
unverbundene Zufallsstichproben aus normalverteilten Grundgesamtheiten stattfinden (SPSS
Statistics 19). Das Signifikanzniveau wurde mit p <0,05 festgelegt. Die Korrelation einzelner
Parameter wurde anhand des Pearsonschen Korrelationskoeffizienten definiert.

3 Ergebnisse

3.1 Eigenschaften der untersuchten Praparate

Bei den untersuchten Koronararterien aus 19 Patientenherzen lagen unterschiedliche Transplanta-
tionsgrinde und Prdmedikationen vor, die den Koronartonus, das Potential und die Konzentration
der zyklischen Nukleotide moglicher Weise beeinflusst haben. Tabelle 1 gibt einen Uberblick der

Charakteristika der Studienpopulation.
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Tabelle 1: Charakteristika der Studienpopulation (Mehrfachnennungen moglich)

Charakteristika der Studienpopulation (n = 19) Fallzahl
Patientenalter [a] 1-59
Meridian des Patientenalters [a] 41
Geschlecht

e weiblich 4

e mannlich 15
Patienten mit makroskopisch arteriosklerotischen 3

Koronararterien

Diagnostizierte kardiologische VVorerkrankungen

o (dilatative Kardiomyopathie 12
e restriktive Kardiomyopathie 2
e Myositis 6
e kongenitale Defekte 4
e Koronare Herzerkrankung 3
VVormedikation
e Katecholamine 6
e B-Blocker (gesamt) 15
—Carvedilol 7
—Sotalolol 1
3

e Phosphodiesterasehemmer

3.2 Kraft- und Potentialentwicklung

3.2.1 Verhalten in Krebsl6sung
Bei konstantem Fluss von 3 mL/min konnte nach dem Vorspannen des Praparates auf 2 g und 15-

mindtiger Inkubation in Krebsldsung an den untersuchten Koronararterien der 19 Patienten im

Mittel eine Tonusabnahme um 0,296 + 0,036 g Uber die Zeit festgestellt werden (Stressrelaxation).
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Einfluss des Patientenalters

Patienten mit koronarer Vorbelastung (Therapie mit Katecholaminen, nicht-selektiven f-AR-Anta-
gonisten), diagnostizierter KHK oder makroskopisch arteriosklerotischen GeféRen wurden geson-
dert analysiert (n = 5). Hier fanden wir eine mit dem Alter abnehmende Stressrelaxation der Koro-
nargefalie in Krebslosung. Berlicksichtigt man sémtliche Patienten der jeweiligen Altersgruppe, so
ergab sich mit zunehmendem Alter ebenfalls eine geringere Tonusabnahme. Wahrend bei den
Patienten in der Altergruppe 30 -39 Jahre an 13 Prdparaten ein Tonus von 1,423 +0,113 g
registriert wurde, betrug dieser in der Gruppe der 40 -49-Jahrigen bei 23 Praparaten
1,732 £ 0,048 g (p < 0,03; gegeniiber der Altersgruppe 30 — 39 Jahre). Die Uber 50-jahrigen Patien-
ten wiesen mit 1,760 + 0,036 g an 27 Praparaten einen ebenfalls signifikant hoheren Koronartonus
auf (p < 0,02; gegenuber der Altersgruppe 30 - 39 Jahre).

0,7 ~
W Patienten ohne Koronarbeteiligung
0,6 - Ml alle Patienten der Altersgruppe

Dilatation [g]

30-39 40-49 50 - 59

Altersgruppe [a]

Abbildung 1:

Darstellung der Stressrelaxation in drei Altersgruppen (MW + SEM). Kriterien der Kategorie
Patienten ohne Koronarbeteiligung: Keine 3-Blockertherapie oder Katecholamingabe, keine
KHK oder arteriosklerotische Geféle, nzo-39 = 2, Nag-49 = 1, Nsp59 = 2; Kategorie alle Patienten:
N30-39 = 3, N4o-49 = 5, Nsp59 = 6; * p < 0,05 (im Vergleich zur Altersgruppe 30-39).

Beeinflussung durch arteriosklerotische Plaques

Es konnte kein statistisch signifikanter Unterschied im Basaltonus zwischen arterisklerotischen

GefdlRen und plaquefreien Koronararterien festgestellt werden. Die Wandspannung plaquefreier
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Gefdlle betrug 1,741 £0,027 (73 Praparate von 16 Patienten), die arteriosklerotischer Gefalie
1,669 £ 0,096 g (6 Praparate von 3 Patienten).

Beeinflussung durch die Pramedikation der Patienten

Die Pramedikation ergab keine statistisch signifikanten Anderungen. Der Koronartonus der 4 nicht
mit B-AR-Antagonisten therapierten Patienten lag mit 1,753 £ 0,051 g (15 Préparate) geringfiigig
iiber dem der mit B-Blockern behandelten Referenzgruppe (1,701 + 0,034 g, 69 Préparate von 15
Patienten). Ein Vergleich zwischen Patienten, behandelt mit den nicht p;-selektiven Antagonisten
Carvedilol und Sotalolol (1,737 £0,034 g, 35 Préparate von 8 Patienten) und den selektiven -
Blockern (1,665 + 0,058 g, 34 Praparaten von 7 Patienten) ergab eine geringfligigere Tonus-

minderung bei Pramedikation mit 3;-selektiven Antagonisten (p = 0,30).

An 29 Préparaten der 6 mit Katecholaminen pramedizierten Patienten (taglich Gber mindestens eine
Woche 250 mg Dobutamin oder Dopamin) wurde ein Tonus von 1,732 £+ 0,623 g gemessen. Der
Unterschied zur Gruppe ohne katecholaminerge Medikation mit 1,699 + 0,312 g (55 Préparate) war
nicht signifikant (p = 0,59). Drei Patienten hatten vor der Herztransplantation Phosphodiesterase-
hemmer erhalten. Der Koronartonus dieser Gruppe (15 Praparate) lag mit 1,786 + 0,055 g hoher als
der Tonus der Vergleichsgruppe (69 Préaparate) mit 1,694 + 0,024 g (p = 0,238).

Kontrollversuche in Krebslésung

Der Einfluss der unterschiedlichen Charakteristika und Pramedikationen der Studienpopulation lasst
den Bezug jedes Einzelversuches auf eine Kontrollmessung in Krebsldsung als notwendig erschei-
nen. Der entsprechende Normierungsmodus wird im Kapitel 2.5.2 ,,Korrektur der Stressrelaxation®
erlautert. In den Kontrollversuchen, bei denen ausschlielich Krebsldsung fiir einen Zeitraum von
120 min appliziert wurde, zeigte sich eine signifikante flussunabhéngige Tonusabnahme
(Fluss =3 mL/min) der Gefalle (ber die Zeit (Stressrelaxation) von 1,770+ 0,059¢g auf
1,488 g £ 0,097 g (n = 6; p < 0,05). Dies entspricht einer prozentualen Relaxation von 15,9 %.
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3.2.2 Katecholamine

Adrenalin superfundierte Praparate zeigten gegenuber der Kontrollmessung im Konzentrationsbe-
reich 10°® bis 10" mol/L eine Tonusminderung von insgesamt 0,224 g (p < 0,05; gegeniiber dem
Ausgangswert in Krebslosung). Bei jeder Konzentrationsstufe ergab sich gegenuber Krebslosung
eine adrenalinbedingte Relaxation. Bei 10°mol/L  betrug die Wandspannung nur noch
1,546 + 0,174 g. Die Tonusdifferenz zwischen den Messpunkten 10° und 10 mol/L war bei A
signifikant groler als unter Krebslosung (p < 0,015). Der auf A zuriickzufuhrende dilatative Effekt
belief sich nach 105 min Versuchszeit auf 12,7 %.

Unter NA zeigte sich im Konzentrationsbereich 10° bis 10 mol/L eine Kontraktion, die ihr
Maximum mit 1,822 + 0,198 g bei 10™ mol/L erreichte. In den Bereichen 10 bis 107 mol/L fanden
sich geringfugige Dilatationen von 0,018 g und 0,012 g im Vergleich zur Krebsldsung. Wurde die
NA-Konzentration auf 10° mol/L erhdht, so dilatierten die Koronararterien auf 1,613 + 0,175 g
(p > 0,05, gegeniiber dem Ausgangswert in Krebsldsung), was einem auf NA zurtickzufiihrenden
relaxierenden Effekt von 8,9 % entsprach. Auch bei NA war die Tonusdifferenz zwischen den
Messpunkten 107 und 10™* mol/L mit p < 0,05 bei NA signifikant groBer als unter Krebslésung.

Tabelle 2 zeigt eine Ubersicht der fiir Krebslosung sowie A und NA ohne/ mit o- und B-AR-Anta-
gonisten ermittelten Tonuswerte. Der Nettoeffekt aller katecholaminhaltigen Ansatze wird ohne die
Stressrelaxation im zweiten Teil der Tabelle angegeben. Die Krebsldsung enthaltenden
Kontrollkurven zeigen die Stressrelaxation und die intrinsische Antagonistenaktivitat im ersten Teil
der Tabelle. Die Erlauterung des Normierungsverfahrens findet sich im Kapitel 2.5.2 ,, Korrektur der

Stressrelaxation®.
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Tabelle 2: Wandspannung bei Katecholaminen

im Konzentrationsbereich von 10® bis 10° mol/L ohne/ mit a- bzw. B-AR-Antagonisten,

(Nkrebs = 6, Na =12, Nna = 11, Nkatecholamin + AR-Ant = D, NKatecholamin + beide AR-Ant = 8). Bei allen kate-
cholaminhaltigen Lésungen ist der Nettoeffekt des Pharmakons ohne die Stressrelaxation ange-
geben. Die Krebslosung enthaltenden Kontrollmessungen (Zeile 1 - 4) zeigen die Stressrelaxa-

tion (Zeile 1) sowie die Stressrelaxation + die intrinsische Blockeraktivitét (Zeile 2 — 4).

¢ [mol/L] Krebs |10 10”7 10°® 10° 10 107
Trrens[d] 1,770 |1,687 | 1,637 | 1,600 1564 |1523 |1,488
+0,021 | +0,073 [+0,077 | +0,081 |+0,085 |+0,091 |+0,097
Tirebs + 1,770 |1572 |1,351 |1,273 1,178 | 1,061 |0,967
oant [0] +0,022 |+0,142 | +0,175 |+0,191 |+0,186 |+0,174 |+0,171
Tkrebs + 1,770 | 1,609 | 1450 |1,339 1,221 (1,109 |1,021
pant [0] +0,022 | +0,096 |+0,137 | +0,157 |+0,167 | +0,176 | +0,190
Tkrebs + 1,770 | 1572 | 1,467 |1,386 1,319 [1,258 |1,170
o pant [0] +0,022 | +0,079 [+0,100 | +0,104 |+0,104 | +0,102 |+ 0,097
Ta[q] 1,770 | 1,651 |1,614 |1,606 1,652 [1,647 |1,546
+0,021 |+0,096 |+0,126 |+0,152 |+0,136 |+0,151 |+0,174
Tasannld] 1,770 |1,904 |1,915 |1,852 1,810 [1,988 |1,719
+0,021 |+0,051 |+0,104 |+0,189 |+0,207 |+0,287 |+0,229
Tas panc[d] 1,770 1,899 |2,121 |2,169 2,328 | 2321 |2142
+0,021 | +0,157 [+0,249 | +0,288 | +0,298 | +0,347 | +0,330
Tavapanlg] |L770 |178L | 1,926 |2,014 2,466 2319 |1,791
+0,021 |+0,139 |+0,181 |+0,278 |+0,342 |+0,272 | +0,196
Twa [d] 1,770 | 1,752 | 1,758 | 1,802 1,822 (1,762 |1,613
+0,021 | +0,098 |+0,133 | +0,150 |+0,198 | +0,208 | +0,175
Taasaan[g] |L770 1903 |2142 |2,223 2,148 | 2352 | 2,246
+0,021 |+0,121 [+0,176 | +0,219 | +0,216 | +0,186 |+0,224
Taaspanlg] | 1770|1872 | 2,038 2,169 2,324 2325 |2153
+0,021 |+0,110 | +0,146 |+0,160 |+0,176 |+0,193 |+0,261
TNA + 0, p-Ant 1,770 |1,704 |1711 |1,716 1,764 1,744 {1,690
[q] +0,021 |+0,136 |+0,172 |+0,174 |+0,185 |+0,198 |+0,192
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In einer grafischen Darstellung der Tonusanderungen unter A und NA imponiert eine dhnliche
bisigmoidale Kinetik beider Kurven mit einem Tonusmaximum bei 10 mol/L und Minima bei
107 (NA) und 10° (A) sowie 10 mol/L (A und NA). Fiir A ergab sich bei der Membranpotential-
messung analog zur Relaxation im gesamten Konzentrationsbereich von 10® bis 10°®mol/L eine
Hyperpolarisation, mit einem Maximum bei 10®mol/L von -51,2 + 0,1 mV. Dies entspricht einem
Spannungsabfall von 3,6 % im Vergleich zum Ausgangspotential von -49,4 £ 0,1 mV in Krebs-
lsung (p < 0,01). Ein Hyperpolarisationsminimum fand sich mit -50,8 + 0,1 mV bei 10° mol/L.
Unter NA depolarisierten die glatten Muskelzellen im Bereich zwischen 10® und 10 mol/L mit
einem Maximalwert von -48,8+0,1 mV bei 10°mol/L. Bei 10®mol/L hyperpolarisierte das
Membranpotantial auf -50,7 £ 0,1 mV. Der Spannungsabfall gegentiber Krebslosung betrug 2,6 %
(p <0,01). Dieser Befund korreliert mit dem Tonusabfall bei gleicher NA-Konzentration. Der
Unterschied zwischen den unter A gemessenen Potentialen und denen unter NA war mit p < 0,01 in
jeder Konzentrationsstufe signifikant.
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Abbildung 2:

Membranpotential (A) und GefaRtonus (B) unter Adrenalin (e) und Noradrenalin (®) in Abhdn-
gigkeit von der Katecholaminkonzentration (MW £ SEM, na = 12, nya = 11), p < 0,01 fir
Membranpotential (A): Adrenalin gegentber Noradrenalin bei allen Messpunkten, p > 0,05 fur
Gefalitonus (B): Adrenalin gegeniiber Noradrenalin bei allen Messpunkten.
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3.2.3 Wirkungsverteilung auf a- und g-AR

Aufschluss tber die anteilige Wirkung beider Katecholamine auf a- und B-AR erlaubte die Berech-
nung der ECso durch Anpassung der Messwerte an die Gleichung fur bisigmoidale Kinetiken
T=a,S" (1 +aS")—b;S"™/ (1 +bS™) (Tabelle 3). Die Berechnung basiert auf der Annahme, dass
postsynaptische a-AR hauptsichlich vasokonstriktorisch, postsynaptische B-AR vasodilatatorisch
wirken. Fir die B-AR wurde sowohl unter A als auch unter NA ein niedrigerer Erregungsschwel-
lenwert ermittelt.

Tabelle 3: Aktivierungsschwellen- (S 0,005), ECyo- ECso —Werte und Tonusmaxima
Adrenalin [A] und Noradrenalin [NA] an a- und B-AR [43]

o-AR B-AR
[A] S(0,005) [mol/L] 3,25 - 10° 6,45 - 10°1°
[A] S(0,1) [mol/L] 2,68 - 107 5,73 -10°
[A] S(0,5) [mol/L] 6,14 - 10°® 2,51 - 107
[A] Tmax [0] 0,379 -1,613

[NA] S(0,005) [mol/L] 4,49 - 100 2,91 - 10"
[NA] S(0,1) [mol/L] 4,70 - 10 8,09 - 10°
[NA] S(0,5) [mol/L] 1,28 - 10°® 591-10"
[NA] Trmax [0] 0,253 -2,371

Die Berechnung des Tonus bei kombinierter A- und NA-Freisetzung ergab flr den gesamten Kon-
zentrationsbereich von 10 bis 10 mol/L eine Vasodilatation, die bei 1,42 - 10° mol/L ein Mini-
mum aufweist. Damit kann der koronare Vasotonus zusitzlich zur flussabhédngigen Dilatation (AT =
-0,253 g) durch entsprechende Variation der Katecholaminkonzentration um weitere 25 — 150 %

reduziert werden [43].

3.2.4 Intrinsische Aktivitat der a- und p-Rezeptorantagonisten

Die Applikation von Propranololhydrochlorid (PR) (10" mol/L) und Phentolaminhydrochlorid (PH)
(107 mol/L) ohne Gabe exogener Katecholamine bewirkte gegeniiber Krebslésung eine Verstar-
kung der Stressrelaxation (Tabelle 2). Dieser Befund legt eine intrinsische Wirkung der Rezeptor-
antagonisten nahe. Dabei relaxierten die Gefélie nach 105 min unter PH am stérksten (p = 0,129 fir
den intrinsischen Blockereffekt), im Vergleich zu Krebslosung um weitere 35,0 %. Bei PR betrug
der zusatzliche dilatative Effekt 31,4 % (p = 0,18 fiir den intrinsischen Blockereffekt). Beide AR-
Antagonisten in Kombination ergaben einen Tonus von 1,170 +0,097g (p=0,078 fur den

intrinsischen Blockereffekt). Dies entspricht einer Steigerung des dilatativen Effektes um 21,4 %.
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3.2.5 Allgemeine Beobachtungen bei der selektiven Adrenorezeptorblockade

Betrachtet man die unter Adrenorezeptorblockade gemessenen mechanischen Spannungen, so findet
sich bei allen AR-Antagonisten eine Tonussteigerung (Tabelle 2). Diese Werte ermdglichen einen
Vergleich mit der bei analogen Versuchsbedingungen durchgefiihrten elektrischen Potentialmes-

sungen.

3.2.6 Gefaltonus unter Phentolamin und Adrenalin

Sowohl Tonuserhéhung als auch Depolarisation des Membranpotentials lassen auf eine PH-vermit-
telte Vasokonstriktion schliefen. Abhéngig von der Adrenalinkonzentration zeigt sich ein
bisigmoidaler Kurvenverlauf (Tabelle 2). Die Antagonisierung der a-AR hatte bei 10 mol/L A mit
einem Tonus von 1,719 £ 0,229 g eine Kontraktionszunahme um 0,173 g gegenuber Adrenalin zur
Folge. Ein kontraktiles Maximum wurde unter 107 mol/L PH und 10 mol/L A mit einem Tonus
von 1,988 + 0,287 g erzielt, wodurch ein relativer Tonusanstieg von 20,7 % gegenlber A erreicht
werden konnte (p =0,058). Die elektrischen Potentiale zeigen einen analogen Kurvenverlauf;
Tonuszunahme ist mit Depolarisation, Tonusabnahme mit Hyperpolarisation korreliert. Die Appli-
kation von PH bewirkte bei 10° mol/L A eine Depolarisation auf -45,4 + 0,1 mV, was im Vergleich
zu Adrenalin mit -51,2 + 0,2 mV eine Depolarisation von 11,3 % darstellt (p < 0,001). Das Tonus-
maximum bei 10 mol/L entspricht einem Depolarisationsmaximum mit -44,7 + 0,1 mV (p < 0,001;

gegeniiber dem Ausgangswert in Krebsldsung).

3.2.7 Gefaltonus unter Propranolol und Adrenalin

Tonuserhdhung und Membrandepolarisation lassen Ruckschlusse auf eine Propranolol-vermittelte
Vasokonstriktion zu. Tonus (Abbildung 3) und Membranpotential weisen ein Kontraktions- bzw.
Depolarisations-Maximum bei 10°mol/L A auf. Das elektrische Potential ist hier mit
-44,7 + 0,2 mV gegenuber A signifikant depolarisiert (p < 0,001), wahrend der Tonus 2,328 + 0,298
betragt (p = 0,172; gegeniiber A 10 mol/L). Zudem zeigt sich bei einer Adrenalinkonzentration
von 10 mol/L im Vergleich zu Krebslésung (-49,4 + 0,1 mV) eine Depolarisation (-46,6 + 0,1 mV)
um 5,6 % (p < 0,001). Auch der Tonus nahm gegeniber Krebsldsung um 21,0 % zu. Verglichen mit
dem Messpunkt nach 105 min Inkubation in Krebslésung ergab sich unter A + PR ein Tonusanstieg
von 43,9 %. Gegenuber A bewirkte A + PR eine Depolarisation um 9,0 % (p < 0,001). Vergleicht
man die Wandspannungen miteinander, so ergibt sich eine PR-bedingte Tonussteigerung von
38,6 % (p = 0,254; gegentber A 10 mol/L). Der unter A gezeigte vasodilatative Effekt wurde
durch Propranolol in eine Vasokonstriktion umgekehrt. Fiir den A-Konzentrations-Bereich 10® bis
10 mol/L kann aufgrund des beobachteten vasokonstriktorischen Effektes eine ausreichende B-
AR-Blockade durch Propranolol angenommen werden.
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Abbildung 3:

Membranpotential (A) und GeféaBtonus (B) in Abhangigkeit von der Adrenalinkonzentration
ohne () und mit Propranolol (e) (107 mol/L) (MW  SEM; na = 12; na+pr = 5), p < 0,001 fiir
Membranpotential (A): Adrenalin gegenlber Adrenalin + Propranolol bei allen Messpunkten,

p > 0,05 fir GeféalRtonus (B): Adrenalin gegentiber Adrenalin + Propranolol bei allen
Messpunkten.
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3.2.8 Gefaltonus unter Phentolamin und Noradrenalin

Die Applikation von 10”7 mol/L PH zu NA hat einen mechanischen Tonusanstieg zur Folge. Dieser
geht mit einer Depolarisation des Membranpotentials einher. Beides lasst auf eine kontraktile
Wirkung von PH + A schliellen. Die Messwerte flir Tonus (Tabelle 2) und elektrisches Potential
korrelieren. Bei 10 mol/L NA + 107 mol/L PH registrierten wir mit 2,352 + 0,186 g ein Tonus-
maximum (p = 0,109 im Vergleich zu NA 10 mol/L). Die entsprechende Depolarisation auf
-44.4 +0,1 mV war ebenfalls maximal (p < 0,001; NA 10 mol/L + PH gegeniiber NA 10™ mol/L).
Ein Minimum, das den bisigmoidalen Kurvenverlauf charakterisiert, fand sich in Mechanik und
Elektrik bei 10 mol/L NA. Der kontraktile Effekt bei 10 mol/L NA + PH gegeniiber NA allein
betragt 39,2 % (p = 0,062) und ist zu einer Depolarisation bei NA + PH gegeniiber NA 10" mol/L
korreliert (p < 0,001).

3.2.9 Gefaltonus unter Propranolol und Noradrenalin

Die fur Tonus und Membranpotential ermittelten Werte zeigen einen analogen Kurvenverlauf, der
eine durch Propranolol verursachte Vasokonstriktion bestétigt. So ergab die Potentialmessung fiir
NA + PR eine Depolarisation (Abbildung 4). Die groRte Depolarisation wurde mit -43,4 £ 0,2 mV
bei 10 mol/L NA ermittelt (p < 0,005). Auch das Tonusmaximum ergab sich mit 2,325 + 0,193 g
bei 10* mol/L NA. Das Membranpotential war bei 10 mol/L NA gegeniiber Krebslésung depola-
risiert (Reduktion um 6,3 %; p < 0,01); verglichen mit der NA-Kurve resultierte eine Depolarisation
um 8,7 % (p <0,005). Unter NA bewirkte PR einen Anstieg der mechanischen Spannung um
33,5% (p=0,202; NA 10° mol/L + PR gegeniiber NA 10 mol/L). Im gesamten Bereich der
untersuchten Noradrenalinkonzentrationen fiihrte die B-AR-Blockade durch Propranolol zur Vaso-

konstriktion.
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punkten, p > 0,05 fur GefaRtonus (B): Noradrenalin gegenlber Noradrenalin + Propranolol bei

allen Messpunkten.
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3.2.10 GefaRtonus unter Phentolamin plus Propranolol und Adrenalin

Gibt man zu einem GefaR in Adrenalin die AR-Antagonisten Phentolamin + Propranolol, so zeigt
die Dosiswirkungskurve einen kontraktilen Effekt gegenliber A allein. Das Maximum liegt mit
2,466 + 0,342 g bei 10° mol/L A (Tabelle 2). Im Vergleich zu A betrug der Tonusanstieg 49,3 %
(p =0,062; A 10° mol/L + PR gegeniiber A 10° mol/L). Dieses Maximum fand sich auch bei der
Potentialmessung mit -43,8 +0,2 mV signifikant gegenliber dem Messpunkt bei gleicher A-
Konzentration ohne Antagonisten (p < 0,001). Potential- und Tonusmessungen verliefen parallel
und wiesen bei 10°mol/L A eine Kontraktion von 0,021 g (p > 0,05) und Depolarisation von

0,3 mV (p <0,001) gegenliber dem Ausgangswert in Krebslosung auf.

3.2.11 Gefaltonus unter Phentolamin plus Propranolol und Noradrenalin

Die Applikation beider AR-Antagonisten zeigte in NA im Konzentrationsbereich 10° bis
10" mol/L verglichen mit der NA-Messreihe einen dilatativen Effekt (Tabelle 2). Die groRte Tonus-
minderung fand sich mit 1,690 +0,192g bei 10°mol/L NA (p=0,73; gegeniber dem
Ausgangswert in Krebslosung). Die Potentialkurve zeigte bei derselben Konzentration mit
-50,2 + 0,1 mV eine Hyperpolarisation gegentiber NA (p < 0,001).

3.3 Konzentration zyklischer Nukleotide

Bestimmt wurde die Konzentration zyklischer Nukleotide am Ende der Kraftmessungen bei
10 mol/L des jeweiligen Katecholamins. Fir jede Versuchsreihe wurden Doppelbestimmungen der
CAMP- und cGMP-Konzentration durchgefihrt. AnschlieRend wurde der Mittelwert berechnet. Wie
in der Einleitung beschrieben, liefern die CAMP- und cGMP-Konzentrationen Hinweise auf eine
Aktivierung der a- und B-AR. So geht eine Dilatation iiber postsynaptische p-AR mit einer
Erhéhung der Spiegel zyklischer Nukleotide einher. Tabelle 4 zeigt eine Ubersicht der gemessenen

Konzentrationen.
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Tabelle 4: cAMP- und cGMP-Konzentrationen bei Krebsldsung, Katecholaminen 107 mol/L
und AR-Antagonisten (MW £ SEM), (Nkrebs = 6, Na = 12, Nna = 11, Nkatecholamin + AR-Ant = D,
NKatecholamin + beide AR-Ant = 8).

Substrat Nukleotidkonzentration [nmol/L]
cCAMP cGMP
Krebslosung 82,438 £ 6,360 7,250 + 0,850
Krebs + PH 23,247 + 1,912 2,173 £ 0,408
Krebs + PR 27,014 £1,720 1,985 + 0,292
Krebs + PH + PR 110,164 + 6,541 11,469 £ 0,354
Adrenalin 110,854 + 6,884 11,287 £ 1,050
Adrenalin + PH 48,985 + 1,164 2,444 + 0,322
Adrenalin + PR 42,165 + 1,690 1,718 £ 0,416
Adrenalin + PH + PR 60,592 + 5,006 3,876 £ 0,421
Noradrenalin 100,868 £ 10,050 9,059 + 0,907
Noradrenalin + PH 29,350 + 1,398 0,342 + 0,086
Noradrenalin + PR 39,577 £ 2,798 1,473 £ 0,122
Noradrenalin + PH + PR | 72,913 £ 10,575 5,676 + 0,726

Unter Adrenalin ergab sich gegenuber Krebslésung ein Anstieg der cAMP-Konzentration um
34,5 % (p <0,01) (Tabelle 4). Fir Noradrenalin betrug dieser 22,4 % (p = 0,30). Bei cGMP lag der
unter A gemessene Wert 55,7 % (ber dem in Krebslésung (p < 0,01). Unter NA ergab sich eine
nicht signifikante Steigerung von 24,9 % (Tabelle 4).

Alle unter AR-Blockade ermittelten Werte fur die cCAMP- und cGMP-Konzentration auBBer NA +
PH + PR lagen signifikant unter den Konzentrationen in Krebslosung. Unter PH ergab sich eine um
71,8 % geringere CAMP-Konzentration. Die Zugabe von 10" mol/L PR hatte eine Reduktion um
67,2 % zur Folge. Bei dquimolarar Applikation beider Antagonisten (jeweils 107 mol/L) fand sich
ein Anstieg der cAMP-Konzentration um 33,6 % (Tabelle 4). Die Konzentrationsverluste von
cGMP bei Blockerapplikation betrugen unter PH 70 %, unter PR 72,6 %. Bei Applikation von PH +
PR stieg die cGMP-Konzentration um 58,2 %.

Analog zu den Messreihen des Koronartonus (Tabelle 2), die eine Kontraktion unter jedweder AR-

Blockade im Vergleich zu Adrenalin aufwiesen, minderten AR-Antagonisten die cAMP- und
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cGMP-Konzentration. Bei PH betrug die cAMP-Konzentrationsminderung 55,8 % (p < 0,001). Die
cAMP-Konzentration unter A + PR war um 62,0 % vermindert (p < 0,001). Beide AR-Antagonisten
in Kombination bewirkten eine Abnahme von 45,3 % (p < 0,001). Die cGMP-Messungen ergaben
bei a-AR-Blockade im Vergleich zu Adrenalin eine Konzentrationsminderung von 78,3 %
(p <0,001). PR verminderte den cGMP-Spiegel um 84,8 % (p <0,001). Die Gabe beider AR-
Antagonisten flihrte zu einem Konzentrationsabfall von 65,6 % (p < 0,001) (Tabelle 4).

Fur NA galt ebenso wie fir A, dass sich im Einklang mit dem unter AR-Blockade gesteigerten
Koronartonus (Tabelle 2), die cCAMP- und cGMP-Konzentration im Vergleich zu NA verminderten.
So fand sich fur cAMP unter PH eine Konzentrationsreduktion um 70,9 % (p < 0,05). Eine B-AR-
Blockade hatte eine Reduktion von 60,8 % zur Folge (p < 0,001). Unter PH + PR wurde ein Abfall
von 27,7 % gemessen (p = 0,08) (Tabelle 4). Eine ahnlich hohe Konzentrationsminderung durch
AR-Blockade findet sich bei cGMP. Unter PH wurde ein Verlust von 96,2 % (p < 0,001) unter PR
ein Abfall von 83,7 % (p < 0,001) gefunden. Die Applikation beider AR-Antagonisten in Kombina-
tion bewirkte eine Verminderung von 27,3 % (p < 0,01).

3.4 Betrachtung des Gesamtmodells

Vergleicht man die Konzentrationen von cAMP und cGMP mit den prozentualen Tonusverande-
rungen der glatten Muskulatur, so findet sich eine Korrelation bei den Messreihen mit A und NA
mit und ohne AR-Blockade. Niedrige Konzentrationen zyklischer Nukleotide gehen mit einem
hohen Gefalitonus, also einer vasokonstriktorischen Antwort einher. Hingegen sind hohe Nukleo-

tidkonzentrationen mit einem Tonusabfall assoziiert, der eine Vasodilatation zur Folge hat.

3.4.1 Katecholamine mit AR-Antagonisten

Sowohl bei A als auch bei NA zeigte sich fir cAMP im Vergleich zu cGMP eine stirkere prozentu-
ale Konzentrationsanderung. Dies galt ebenfalls fur die Messreihen mit AR-Antagonisten. Lediglich
bei NA + PH + PR konnte mit -27,7 % bei cAMP im Vergleich zu -27,3 % bei cGMP eine leicht
dominierend-cAMP-vermittelte Reaktion festgestellt werden.

Gegentiber Krebslosung fanden sich nur bei A und NA sowie Krebs + PR + PH cAMP- und cGMP-
Konzentrationsanstiege. Ubereinstimmend ergab die Tonusmessung bei A (10 mol/L) 12,7 %
Tonusabfall, bei NA (10° mol/L) 8,9 % Tonusreduktion (Tabelle 2). Unter AR-Blockade
schwankte die cGMP-Konzentrationsminderung zwischen 27,3 % bei NA + PH + PR und 96,2 %

bei NA + PR. In Ubereinstimmung mit dem Konzentrationsabfall der zyklischen Nukleotide unter
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B-AR-Blockade fand sich bei A + PR gegentiber Krebsldsung ein Tonusanstieg von 21,0 %, bei NA

+ PR eine Tonuszunahme von 21,6 % (Tabelle 2).

Gegeniiber A ergab sich nach B-AR-Blockade eine cGMP-Reduktion von 84,8 %, was mit einer
Tonussteigerung von 38,6 % korreliert. Die Antagonisierung des a-AR bewirkte eine cGMP-Kon-
zentrationsminderung von 78,3 %, verbunden mit einer Tonussteigerung um 11,2 %. Gegeniber
NA ergab sich nach B-AR-Blockade eine cGMP-Konzentrationsminderung von 83,7 %. Dies ist zu
einer Tonussteigerung von 33,5 % korreliert. Die Antagonisierung des o-AR bewirkte ebenfalls
eine cGMP-Reduktion um 96,2 %, verbunden mit einem Tonusanstieg um 39,2 %.

Die Kontrollmessungen mit Krebslésung + PH + PR zeigten hohe cAMP- und cGMP-Werte, was
mit dem niedrigen Gefél3tonus korreliert. Gegenliber Krebslosung ergab sich ein cGMP-Anstieg
von 58,2 %, eine CAMP-Steigerung von 33,6 %. In Analogie fand sich eine Tonusminderung von
33,9 %.

3.4.2 Chemomechanische Kopplung

Die Anderung des GefiRtonus kann als von der Anderung der Nukleotidkonzentration abhingig
betrachtet werden (Abbildung 5). Sowohl bei cAMP als auch bei cGMP zeigt sich ein signifikante
lineare Korrelation beider GroRen (Abbildung 5).
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Abbildung 5:

Chemomechanische Kopplung: Geféal3tonus in Abhangigkeit von der cAMP- (A) und cGMP-
Konzentration (B) (MW £ SEM, n = 10).
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3.4.3 Stationare Aktivierungskurve

Stellt man den Geféal3tonus in Abh&ngigkeit vom Membranpotential dar, so ergibt sich die stationére
Aktivierungskurve. Der lineare Kurvenverlauf im Bereich von -45 mV bis -52 mV bestétigt eine
intakte elektromechanische Kopplung (Abbildung 6).
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Abbildung 6:

Stationére Aktivierungskurve fur Adrenalin und Noradrenalin mit Antagonisten am glatten
GefaBmuskel von Koronararterien des Menschen (MW + SEM, n = 28), p < 0,001.

4 Diskussion

4.1 Katecholaminerge Einflisse

Aus vorherigen Studien ist bekannt, dass die Katecholamine A und NA den koronaren Vasotonus
tiber a- und B-AR beeinflussen [8, 29, 78]. Bei Patienten mit terminaler Herzinsuffizienz kommt der
koronaren Geféliregulation besondere Bedeutung zu. Das verringerte Herzminutenvolumen, der
reflektorische Frequenzanstieg, die daraus resultierende relative Diastolenverkiirzung und geringere
Koronarperfusion unterstreichen die Wichtigkeit der Regulation des koronaren Widerstandes
[8, 65]. In diesem Zusammenhang ist der bei verringertem HMV erhohte endogene NA-Plas-
maspiegel von Bedeutung [65, 68]. Ziel der vorliegenden Arbeit ist die zusammenfassende
Darstellung der Wirkung der Katecholamine A, NA und deren Antagonisten auf den Koronartonus.
Wiéhrend in vergleichbaren Studien nur der Gefalitonus gemessen wurde, wird in dieser Arbeit

neben der mechanischen Spannung das elektrische Potential in den glatten Gefalmuskelzellen
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sowie die Konzentration der zyklischen Nukleotide cAMP und cGMP berucksichtigt. Somit wird
eine Korrelation zwischen der Signaltransduktion Gber die Anderung biochemischer Marker mit
dem Membranpotential und der resultierenden mechanischen Tonusanderung maoglich. Verfolgt
wird derselbe Ansatz bei der Entwicklung therapeutischer Optionen Uber die Modifikation G-
Protein-gekoppelter Rezeptoren zur gezielten Steuerung der katecholaminerg verursachten cAMP-
und cGMP-Anstiege bei Herzinsuffizienz [10].

Eine Beeinflussung dieser sensiblen Signaltransduktion durch physiologischer Weise nicht
vorkommende, hochkonzentrierte Substanzen wie 30 mmol/L KCI und SNP ist wahrscheinlich
[54, 68]. Daher wurde in dieser Studie eine VVorspannung entsprechend dem arteriellen Mitteldruck
von 100 mmHg als Referenzpunkt aller Messreihen verwendet [84]. Auch der fiir vorherige Studien
typische Einsatz irreversibler AR-Antagonisten [29] sowie hochkonzentrierter Blockersubstanzen
[29, 78], in denen flr langere Zeitrdume inkubiert wurde, wird dem Anspruch einer Simulation in
vivo vorkommender Gefalitonusregulation nicht gerecht. Vor dem Hintergrund einer mdglichen f-
AR-Sensitivierung [29] kam der Analyse der Vormedikation der Patienten, insbesondere einer
Therapie mit f-AR-Antagonisten, besondere Bedeutung zu. Der Langzeiteinfluss einer Gabe von
Betablockern auf diese Art von in vitro Tonusmessungen war ebenfalls noch nicht untersucht

worden.

4.1.1 Noradrenalin

Unter NA fiel neben der bekannten a-AR-vermittelten VVasokonstriktion im mittleren NA-Konzen-
trationsbereich eine bei 10® bis 107 und bei 10 bis 10 mol/L registrierte Vasodilatation auf, die
eine agonistische Wirkung am dilatativen B-AR nahe legte. Diese Vasodilatation unter NA war fur
geringe Konzentrationen von 2 - 107 und 3 - 107 mol/L NA bereits von Sun et al. [78] beschrieben
worden. Der in der vorliegenden Arbeit gezeigte konstriktorische NA-Effekt in den Bereichen von
10°® bis 10”° mol/L ebenso wie die Dilatation bei 10 bis 10 mol/L NA stellen neue Befunde dar.
Die Vergleichbarkeit beider Arbeiten ist eingeschréankt, weil Sun et al. [78] mit einem intralumina-
len Druck von 60 mmHg arbeiteten, wahrend in der vorliegenden Arbeit durch das VVorspannen auf
2 g ein arterieller Mitteldruck von 100 mmHg simuliert wurde. Ferro et al. [29] ermittelten bei 10
und 5 - 10 mol/L NA eine Dilatation von 50 und 53 % im Vergleich zu 0,1 M Natriumnitroprussid
(SNP). Berkenboom et al. [13] fanden bei 10®° mol/L NA im Vergleich zum Koronartonus unter
30 mmol/L KCI ebenfalls um 12 + 4 % dilatierte Geféal3e. Bei diesen Konzentrationen zeigte sich in
dieser Arbeit eine Vasokonstriktion, die erst bei 10 mol/L NA von einer Tonusreduktion im

Vergleich zu Krebslésung abgeldst wurde.
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Bestatigend fur den Verlauf des Koronartonus ist die Analogie zum Membranpotential unter
gleichen Versuchsbedingungen. Auch die Konzentrationen der zyklischen Nukleotide mit 22,4 %
Steigerung fur cAMP und 24,9 % fir cGMP bei 10° mol/L NA bestatigen die Relaxation des
Gefalles bei hohen NA-Konzentrationen. Berthouse et al. [15] postulierten neben der cAMP-abhén-
gigen Vasodilatation fiir das Myokard ein kardiales Remodeling. Der Anstieg von cAMP und
cGMP bei hohen Katecholaminkonzentrationen zeigt in dieser Studie, dass es sich bei den Tonus-
und Potentialuntersuchungen in Abgrenzung zu vasodilatativen postmortem-Verédnderungen um
vitale Koronarpréparate handelte. Ob der in der vorliegenden Arbeit elektrisch und mechanisch
verifizierte kontraktile Effekt bei mittleren NA-Konzentrationen ein biochemisches Korrelat in

Form hoherer cAMP- und cGMP-Konzentrationen hat, bleibt noch zu untersuchen.

Die unerwartet starke Vasodilatation bei 10 mol/L NA kénnte zudem durch die B-Blocker-Vorme-
dikation, die 15 von 19 Patienten erhalten hatten, hervorgerufen worden sein. VVon Ferro et al. [29]
wurde im rechten Vorhof eine f,-AR-Sensitivierung nach ;-AR-Blockade festgestellt. Acht der 15
Patienten waren mit den unspezifischen p-AR-Antagonisten Carvedilol und Sotalol vorbehandelt,
die Ubrigen sieben hatten Pi-selektive AR-Antagonisten erhalten. Die geringen Aktivierungs-
schwellenwerte am B-AR mit 2,91 - 10 mol/L fiir NA und 6,45 - 10™® mol/L fiir A kénnten einen
Hinweis auf eine B-AR-Sensitivierung durch Betablockermedikation geben. Ferro et al. [26] hatten
bei Patienten ohne Betablockermedikation EC,o-Werte von 10°° mol/L fir NA und 107 mol/L fr
A ermittelt [29].

Die unter 10 bis 10 mol/L NA in vitro erstmals gezeigte signifikante Hyperpolarisation legt die
Vermutung nahe, dass auch ein hoher endogener NA-Plasmaspiegel, wie er beispielsweise im
Rahmen einer allgemeinen Sympathikusaktivierung bei peripherer Hypoperfusion durch
verminderte Ejektionsfraktion (EF) vorkommt [65], durch koronare Vasodilatation einen
kardioprotektiven Effekt haben kdnnte. Das Ausmal} dieses moglichen Einflusses bedarf allerdings
naherer Quantifizierung in zukinftigen in vivo Studien. Wirde sich dieser Effekt bei hohen A- und
NA-Konzentrationen bestatigen, ware nach reiflicher Risiko-Nutzen-Abwégung ein weniger
restriktiver Einsatz therapeutischer Katecholamine bei akuten NYHA IV-herzinsuffizienten Patien-
ten denkbar. Interessant wére ebenfalls, ob das intensivmedizinisch zur Blutdruckstabilisierung
eingesetzte NA in vivo ebenfalls eine koronar vermittelte kardioprotektive Wirkung besitzt. Vor
dem Hintergrund der bekannten Desensitivierung myokardialer 3;-AR bei langerfristig erhdhten
endogenen NA-Spiegeln bedarf es einer differenzierten Evaluation dieses moglichen
kardioprotektiven, koronardilatativen Effektes bei chronischer Herzinsuffizienz.
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4.1.2 Adrenalin

Die erwartete B-AR-vermittelte Vasodilatation im gesamten Konzentrationsbereich von Adrenalin
konnte in dieser Arbeit durch Versuche bei 19 NYHA-IV-herzinsuffizienten Patienten bestatigt
werden. Wahrend Ferro et al. [29] im Vergleich zu SNP eine 38 %ige Relaxation feststellten, ergab
sich hier im Vergleich zu Krebslésung 12,7 % Tonusminderung durch A. Es féllt auf, dass in beiden
Studien die hochste prozentuale Relaxation zwischen 107 und 10° mol/L A erreicht wurde.
Schwinger et al. [66] hatten bei Patienten ohne Betablocker- und kalziumantagonistische VVormedi-
kation einen konzentrationsabhéngigen Anstieg (3 - 107 bis 3 -10 mol/L A) der mechanischen
Spannung beobachtet. Das lasst vermuten, dass der gezeigte dilatative A-Effekt eventuell auf die
Betablocker-Vormedikation bei 15 von 19 Patienten zuriickzufiihren sein konnte. Die von
Schwinger et al. fir die Herzinsuffizienz postulierte Entkopplung der AC vom B,-AR und der damit
verbundene vasokonstriktorische Effekt [66] konnte nicht bestétigt werden.

Die Hyperpolarisation unter A in Kombination mit dem Anstieg der zyklischen Nukleotide von
34,5 % bei cAMP und 55,7 % bei cGMP steht im Einklang mit der Dilatation. Somit konnte ein
dominierend B-AR-vermittelter koronardilatativer Effekt erneut nachgewiesen werden, der die
kardioprotektive A-Wirkung unterstreicht. Zudem konnte gezeigt werden, dass auch exogen appli-
ziertes A die gewilinschte GefaRdilatation hervorruft. Dies lasst eventuell Rickschlisse auf einen
koronardilatativen Einfluss von exogen appliziertem A bei herzinsuffizienten Patienten unter Beta-
blockermedikation zu. Inwieweit dieser Effekt in vivo ebenfalls auftritt und ob er sich auch bei den

im kardiogenen Schock applizierten -Sympathomimetika zeigt, bleibt kritisch zu priifen [40].

Der fir eine kombinierte A- und NA-Freisetzung anhand der Einzeldosiswirkungskurven berech-
nete Koronartonus ergibt im gesamten Konzentrationsbereich von 10°® bis 10° mol/L eine Vasodila-
tation, die bei 1,42 - 10° mol/L ein Minimum aufweist. Zusatzlich zur flussabhéngigen Dilatation
konnte der koronare GeféaRtonus durch Variation der Katecholaminkonzentration um weitere 25 —
150 % reduziert werden [43]. Konnte dieser Effekt an einem grofieren Patientenkollektiv bestatigt
werden, so lieRe das dilatative Potential von A und NA den bisher sehr zuriickhaltenden Einsatz
dieser Katecholamine am Ubergang zur Herztransplantation [40] neu bedenken. Die sehr
heterogene Klinische Studienlage zu einem moglichen Vorteil einer katecholaminergen
Briickentherapie vor der Transplantation bei terminaler Herzinsuffizienz macht eine differenzierte
Risiko-Nutzen-Abwégung unabdingbar [45, 47]. Neben der zurzeit intensiv betriebenen Forschung
uber Endothelinrezeptor-Antagonisten und Antizytokine [26] ergdben sich hier vielleicht neue

Therapieoptionen.
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4.2 Beeinflussung durch Adrenorezeptorantagonisierung

4.2.1 Intrinsische Aktivitat der AR-Antagonisten
In vitro Studien, bei denen Verhalten und Anzahl koronarer Adrenorezeptoren analysiert wurden,
weisen eine grolle Heterogenitét der Ergebnisse abhéngig vom verwendeten Verfahren auf. Radio-
ligandenbindungsstudien, in denen AR-Antagonisten appliziert wurden, ergaben deutlich verschie-
dene Resultate [8]. Neben unterschiedlicher Sensitivitat und Spezifitat konnte den Differenzen eine
intrinsische Aktivitat der AR-Antagonisten zugrunde gelegen haben. Der in dieser Arbeit erstmals
gezeigte, ausgeprégt dilatatorische Effekt bei AR-Blockade durch a-, B- und beide Antagonisten
(siehe Tabelle 2) kdnnte durch folgende Faktoren verursacht worden sein:
¢ In den Vesikeln terminaler sympathischer Nervenendigungen noch vorhandenes NA [32, 36]
konnte freigesetzt worden sein und zusammen mit den Blockersubstanzen eine Tonusénderung
bewirkt haben.
e Trotz Spulung in Krebsldsung im Gefaltlumen noch vorhandenes A und NA kdnnte zusammen
mit den AR-Antagonisten den Tonus beeinflusst haben.
Wenn diese Erklarungsversuche zutreffen, hétte sich wahrscheinlich eine Wandspannung ergeben,
die auf der Dosiswirkungskurve lage, die durch exogen appliziertes NA gemessen wurde. Die
Tonusmesswerte zeigen, dass dem bei 10 mol/L ermittelten NA-Tonusverlust von 8,9 % und A-
Tonusverlust von 12,7 % die nur durch AR-Blockerzugabe erzielten Tonusminderungen von Uber
20 % gegenuberstehen (Tabelle 2). Zur Erklarung koénnte man entweder eine endogene NA-
Konzentration > 10 mol/L annehmen oder eine intrinsisch-dilatative Aktivitat der AR-Antagonis-
ten vermuten. Geht man von einer Katecholaminproduktion von 8 — 10 ng/kg Koérpergewicht pro
Minute im Nebennierenmark aus [65], so ergibt sich fur einen 70 kg schweren Menschen eine NA-
Plasmakonzentration in Ruhe von 2,95 - 10°® mol/L unter der Annahme, dass im Nebennierenmark
nur 20 % auf NA-Produktion entfallen und lediglich 5% des Gesamtplasmaspiegels produziert
werden [68]. Als Referenzwerte fiir beide Katecholamine werden in Ruhe 5 - 10 bis 1 - 10°
® mol/L angegeben [34]. Dass durch Freisetzung von NA aus terminalen Nervenendigungen
plétzlich Spiegel von groBer als 10 mol/L erreicht werden, erscheint vor diesem Hintergrund

unwahrscheinlich.

Ferro et al. [29] verhinderten eine endogene NA-Freisetzung, indem sie 25 mmol/L KCI appli-
zierten. Damit gingen sie allerdings das Risiko einer Beeinflussung der physiologischen
Signaltransduktion ein. Ihre konstriktiven intrinsischen Effekte sind daher eher auf im GeféRlumen
verbliebenes A und NA zuriickzufiihren. Da in dieser Arbeit die dilatativen Effekte bei AR-Antago-

nistenzugabe Uber 20 % betrugen, erscheint eine intrinsische Rezeptoraktivierung wahrscheinlich.
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Auch die Konzentration zyklischer Nukleotide suggeriert einen vom Katecholamin unabhéngigen
Effekt. Bei PH + Krebs und PR + Krebs ergaben sich im Vergleich zu Krebsldsung signifikante
prozentuale Konzentrationsminderungen. Da Potential und Tonus eine Hyperpolarisation bzw.
Vasorelaxation zeigen, kann die intrinsische Blockerwirkung nicht tiber den klassischen Weg der
AR-Aktivierung verlaufen. Méglich ware ein der Adenosin-Signaltransduktion verwandtes, CAMP-
und cGMP-unabhéngiges Signaling Uber endotheliale Katp-Kanéle [38]. Dennoch beeinflussen AR-
Antagonisten ohne exogene Katecholaminzugabe offensichtlich die cAMP- und cGMP-Konzentra-

tion, was einer weiteren Uberpriifung bedarf.

4.2.2 Kaorrelation zwischen Tonus, Potential und zyklischer Nukleotidkonzentration

Bei der Applikation von Katecholaminen und AR-Kombinationen konnte erstmals an Koronar-
arterien des Menschen ein analoger Verlauf von Tonus und Potential festgestellt werden. Dies weist
neben einer hohen Messgenauigkeit auf eine intakte elektromechanische Kopplung hin. Daruiber
hinaus stehen erniedrigte cAMP- und cGMP-Konzentrationen mit kontraktilen Effekten im
Einklang. Die starkste Depolarisation fand sich unter NA (10 mol/L) + PR auf -43,4 mV und ging
einher mit einem Tonusanstieg auf 2,325 g. A (10” mol/L) mit p-AR-Blockade fiihrte ebenfalls zu
massiver Depolarisation auf -44,6 mV, die mit der groten Tonussteigerung auf 2,328 g einherging.
Der kontraktile Effekt unter -AR-Blockade bestdtigt die B-AR-vermittelte dilatative Wirkung von
A auf Koronararterien. Dass unter NA + PR ein annahernd gleich hoher GeféaBtonus erzielt wurde,
spricht flir eine ausgepriagte Wirkung von NA auch am B-AR, die bisher in der Literatur nicht
beschrieben wurde. Auffallig war zudem, dass beide Katecholamine unter B-AR-Blockade ihr
Kontraktionsmaximum bei A- und NA-Konzentrationen erreichten, die tber der in Ruhe physiolo-
gischen Plasmakonzentration lagen. Solche Konzentrationen kénnen jedoch bei hohem Sympathi-

kotonus im Rahmen einer terminalen Herzinsuffizienz durchaus auftreten. [32, 36].

Die Messdaten geben Anlass, die Medikation mit nichtselektiven 3-AR-Antagonisten bei Patienten
mit terminaler Herzinsuffizienz kritisch zu Uberdenken. Eine Uberpriifung des dargestellten
kontraktilen Einflusses von Propranolol auf Koronararterien bei in vivo Studien wére in diesem
Zusammenhang winschenswert. Im Folgenden soll der Einfluss von AR-Blockade und Katechol-

aminen auf den Koronartonus diskutiert werden.

4.2.3 a-Adrenorezeptor-Blockade
Die Blockade der a-AR lie3e einen dominierend B-AR-vermittelten dilatativen Effekt vermuten, der
in dieser Arbeit jedoch nicht bestatigt werden konnte. Nach 105-minltiger Applikation von

Katecholaminen (10° mol/L) in Kombination mit 107 mol/L PH ergab sich bei NA eine
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Tonuszunahme von 26,9 % und unter A eine Tonusabnahme von 2,9 % im Vergleich zum
Ausgangspunkt in Krebslésung (Tabelle 2). Im Vergleich zu A und NA (107 mol/L) bewirkte das
jeweilige Katecholamin + PH eine Kontraktion. Aufgrund der Verwendung des unspezifischen AR-
Antagonisten PH liegt eine antagonistische Wirkung am prasynaptischen o,- und postsynaptischen
a1-AR nahe. Mittels selektiver Rezeptorsubgruppenblockade konnte in friiheren Arbeiten eine
sowohl postsynaptische os- als auch prasynaptische op-AR-bedingte Vasokonstriktion festgestellt
werden [8]. Bekannt ist ebenfalls der negative Riickkopplungsmechanismus prasynaptischer a,-AR
zur Begrenzung der NA-Freisetzung aus den Varikositaten [65]. Ferro et al. [29] simulierten bei
vergleichbarer Versuchsanordnung eine komplette a-AR-Blockade, indem sie eine Stunde vor

Versuchsbeginn 10™° mol/L Phenoxybenzamin applizierten. Ausgangspunkt ihrer Messung war die

durch 25 mmol/L KCI hervorgerufene maximale Kontraktion. Es ergaben sich Effekte von 57 %

Relaxation unter NA und 50 % Tonusabnahme unter A. Folgende Erklarungen fur die Diskrepanz

zu unseren Ergebnissen sind denkbar:

e Maoglicherweise wurden die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit durch endogenes, noch in
terminalen Nervenendigungen vorhandenes NA beeinflusst [29, 68]. Bei NA-Spiegeln zwischen
10°° mol/L und 10°° mol/L kénnte der kontraktile NA-Effekt die in anderen Studien postulierte
Dilatation unter a-AR-Blockade Uberlagert haben. Fanden sich in den Varikositdaten noch
noradrenalinhaltige Vesikel, konnte eine Antagonisierung des prasynaptischen o,-AR eine
verstarkte NA-Freisetzung herbeigefiihrt haben. Diese mogliche Wechselwirkung des endogenen
NA wurde einer unphysiologischen Beeinflussung der Signaltransduktion am AR durch KCI
vorgezogen.

e Unter Ferros 21 Patienten fand sich keiner mit Betablockervormedikation, wéhrend in der
vorliegenden Studie 15 von 19 Personen -AR-antagonistische Medikamente einnahmen.

e Die im Vergleich zur Relaxation bei 0,1 mmol/L SNP ermittelten prozentualen Dilatationen
Ferros sind mit den prozentualen Relaxationen nach VVorspannung auf 2 g in Krebslésung nicht
vergleichbar. SNP als Referenzpunkt birgt das Risiko einer Veranderung der AR-Signaltrans-
duktion.

e Ferro inkubierte zu Versuchsbeginn fiir 60 min in 10™ mol/L Phenoxybenzamin. In dieser Arbeit
wurden 107 mol/L Phentolamin bei steigenden Katecholaminkonzentration eingesetzt. Dies
néhert sich einer in vivo Situation insofern besser, als vermutlich nie ein katecholaminfreier
Zustand in der GefalRwand erreicht wird [68].

Ferro et al. [29] haben bei a-Reptorblockade unter NA gegeniiber A einen grofReren dilatativen

Effekt gemessen. Seine Messung bestitigt indirekt eine dominierend o-AR-vermittelten NA-

Antwort und B-AR-vermittelten A-Antwort. Der in dieser Arbeit gezeigte starker dilatative Effekt
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von A ohne AR-Antagonisten unterstreicht die Effizienz der a-AR-Blockade bei Ferro et al. [29].
Der in der vorliegenden Studie ermittelte Schwellenwert fiir das Ansprechen der B-AR lag bei A mit
6,45 - 10" mol/L deutlich geringer als bei NA.

Adrenalin

Unter 10° mol/L A + PH wurde verglichen mit Krebsldsung eine geringfiigige Vasodilatation
festgestellt. Bei 10° bis 10*mol/L A + PH zeigte sich ein kontraktiler Effekt. Da der
Aktivierungsschwellenwert am a-AR fiir A nach unseren ECso-Berechnungen bei 3,25 - 10 mol/L
liegt, kann der unter PH bei > 102 mol/LL A beobachtete Effekt auf eine suffiziente a-AR-
Antagonisierung zurickgefiihrt werden. Der im niedrigen A-Konzentrationsbereich unter PH
gezeigte konstriktorische Effekt ist schwer erklarbar. Moglich wére eine pharmakologische
Interaktion am Endothelinrezeptor mit nachfolgender Vasokonstriktion. Da die CAMP-
Konzentration unter A + PH im Vergleich zu A alleine deutlich erniedrigt ist, scheint ein
Wirkmechanismus (ber inhibitorische G-Proteine wahrscheinlich. Die signifikant erniedrigte
cGMP-Konzentration lasst zudem eine endothelial vermittelte Konstriktion vermuten, die (ber eine
Interaktion mit der NO-Synthase stattgefunden haben konnte. Mdoglich wére ebenfalls eine
prasynaptische o,-AR-Antagonisierung mit nachfolgender verstérkter NA-Ausschittung aus
terminalen Nervenendigungen, die zu dem kontraktilen Effekt beigetragen haben kdnnte. Gegen
eine zu geringe Blockerkonzentration spricht, dass bei gleicher PH Konzentration (107 mol/L) und
10 mol/L A ein dilatativer Effekt gegeniiber Krebsldsung auftrat. Dieser Effekt bestatigt die
dilatative A-Wirkung iiber B-Adrenorezeptoren. 16 von 19 untersuchten Patienten war mit -
Blockern vorbehandelt. Der gezeigte Tonusverlust bei 10° mol/L A + PH konnte durch eine
Kreuzsensitivierung von P,-AR [29] bei chronischer -AR-Stimulation verstarkt worden sein. Die
fur das Myokard postulierte Herunterregulation der B-AR-Dichte bei langfristiger Einnahme von (-
Blockern [52] erscheint damit fir Koronararterien weniger wahrscheinlich. Aufgrund des gering
ausgeprigten Effektes wire eine Uberpriifung mit selektiven a-AR-Antagonisten an

Koronararterien mit und ohne Endothel wiinschenswert.

Noradrenalin

Die in der Literatur vielfach gezeigte, a-AR-vermittelte konstriktorische NA-Wirkung an Arteriolen
[68] konnten wir bei alleiniger Zugabe von NA an Koronararterien fur den Konzentrationsbereich
10°® bis 10™° mol/L bestatigen. Unter NA + PH kam es zu einer Tonuszunahme mit einem Maximum
von 2,352 g bei 10” mol/L NA (Tabelle 2). Gegeniiber Krebslésung wurde bei alleiniger
Applikation von 10 mol/L NA ein relaxierender Effekt von 8,5 % registriert. Dies kann auf einen
B-AR-vermittelten Einfluss von NA zuriickgefithrt werden. Unter a-AR-Blockade beschrieben
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Ferro et al. [29] einen B-AR-vermittelten dilatativen Effekt. von NA Die abweichenden Ergebnisse
beider Studien konnten erneut auf die unterschiedlichen Referenzmedien und Antagonisten
zuriickgefuhrt werden. Im Vergleich mit Krebsldsung zeigte sich unter A + PH eine Dilatation von
2,9 % (Tabelle 2). Unter NA + PH zeigte sich eine Kontraktion. Dies steht im Einklang mit den
geringeren Aktivierungsschwellenwerten fiir NA am B-AR (Tabelle 3).

4.2.4 B-Adrenorezeptor-Blockade

Die unter B-AR-Blockade erwartete a-AR-vermittelte Vasokonstriktion konnte in dieser Arbeit
bestatigt werden. Sowohl unter A als auch unter NA ergaben sich eine starke VVasokonstriktion, De-
polarisation und Abnahme der cAMP- und cGMP-Konzentration. Darauf aufbauend stellt die in
Koronararterien des Meerschweinchens in vivo transgen induzierte Uberexpression koronarer B,-
AR mit in der Folge verbesserter linksventrikularer Funktion einen neuen therapeutischen Ansatz
dar [76].

Noradrenalin

Der von Berkenboom et al. [13] fir NA (10®° mol/L) mit Atenolol (10° und 10®° mol/L) im
Vergleich zur maximalen Kontraktion unter KCI (30 mmol/L) gezeigte Tonusanstieg wird in dieser
Arbeit beim Vergleich von NA + PR mit NA bestatigt. Die unterschiedlichen Referenzgréf3en und
selektiven B-AR-Antagonisten verhindern jedoch eine sinnvolle Gegenuberstellung der prozentua-
len Werte. Die Dosiswirkungskurve zeigt eine maximale kontraktile Wirkung und Depolarisation
bei 10 mol/L NA + PR. Dies weist auf eine ausgeprigte Wirkung von NA am B-AR hin. Der
kontraktile Effekt von 31,4 % bei 10 mol/L NA + PR gegeniiber Krebsldsung lasst zudem eine in
vivo auftretende Vasokonstriktion bei  nicht-selektiver--AR-antagonistischen-Medikation
befurchten. Die gezeigte Tonusénderung mittels PR erscheint besonders dramatisch, wenn man die
Relaxation der Koronararterien um 8,9 % unter NA 10 mol/L bedenkt. Ein Teil der dilatativen
Wirkung unter NA konnte allerdings auf eine B-AR-Sensitivierung durch die medikamentdse
Vorbehandlung der Patienten mit Betablockern zuruickzufiihren sein. Da sowohl B;- als auch ,-AR
an der koronaren Vasodilatation beteiligt sind, kénnten daher auch bei nichtselektiven Betablockern
positive Langzeiteffekte erzielt werden. Dies gilt es in Folgestudien mit einem groReren

Patientenkollektiv zu untersuchen.

Adrenalin

Fir Adrenalin konnte unter B-AR-Blockade eine a-AR-vermittelte Vasokonstriktion festgestellt
werden, die von einer signifikanten Depolarisation und Abnahme von cAMP und cGMP begleitet
wurde. Die bei 10° mol/L A + PR gezeigte Tonuszunahme von 40,9 % gegeniiber A verringerte
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sich bei 10°mol/L A auf 38,6 % (Tabelle 2). Die fur A am o-AR ermittelte ECs, von
6,14 - 10° mol/L (Tabelle 3) [43] stimmt mit dem gezeigten hohen Tonus bei gleicher A-
Konzentration + PR gut (berein. Dass die A- Dosiswirkungskurve im gesamten Konzentra-
tionsbereich einen vasodilatativen Effekt zeigt, steht angesichts des fiir B-AR deutlich niedrigeren
Aktivierungsschwellenwertes nicht im Widerspruch zur Kurve unter A + PR. Zudem konnte eine

durch Betablocker ausgeloste B-AR-Kreuzsensitivierung stattgefunden haben.

4.2.5 a-und p-Adrenorezeptor-Blockade

Fiir Noradrenalin mit beiden AR-Antagonisten zeigte sich gegeniiber NA bei 10® mol/L bis
10" mol/L eine Vasodilatation, die von einer signifikanten Hyperpolarisation begleitet wurde. Die
cGMP-Konzentration lag mit 5,676 nmol/kg deutlich tber der der Gbrigen Blockerversuche, blieb
jedoch signifikant hinter dem NA-Wert von 9,059 nmol/kg zuriick (Tabelle 4). Geht man von einer
suffizienten Antagonisierung beider Rezeptorpopulationen aus, so bliebe noch im Gefal} vorhande-
nes A bzw. aus Vesikeln freigesetztes NA als Erklarung fur die gemessenen Werte. Des Weiteren
konnten prasynaptische B-AR aufgrund einer unspezifischen Blockade ebenfalls antagonisiert
worden sein, was eine vasodilatative GefaRantwort zur Folge hatte. Dies wirde die relativ hohen
CAMP und cGMP Konzentrationen erklaren. Ob die gemessenen Effekte lediglich ein Artefakt dar-

stellen oder ob sich die Erklarungshypothesen bestétigen, bleibt zukinftigen Studien tberlassen.

Unter Adrenalin mit beiden Antagonisten zeigte sich im Verglich zu A allein eine VVasokonstriktion,
die bei 10° mol/L A ihr Maximum erreichte. Bei gleicher Konzentration fand sich eine signifikante
maximale Depolarisation. Beide zyklischen Nukleotidkonzentrationen waren signifikant erniedrigt.
Die geringe cCAMP-Konzentration unterstreicht im Zusammenhang mit der Vasokonstriktion und
Depolarisation eine a-AR-Aktivierung. Warum diese trotz PH-Applikation auftreten konnte, bleibt

in zukUnftigen Studien zu eruieren.

4.3 Bedeutung von Vormedikation und interindividuellen Risikofaktoren

Wie bereits in der Einleitung erlautert, wurden in der Literatur patientenspezifische Faktoren
herausgearbeitet, die das Tonusverhalten von Koronararterien beeinflussen [9, 13, 35, 78]. Um eine
Beeinflussung der Ergebnisse zu minimieren, fand eine Analyse des heterogenen
Patientenkollektivs im Hinblick auf Prdmedikation, Alter und kardiale Vorerkrankungen statt [3].
Diese Analyse lasst zwar aufgrund der geringen Patientenzahlen nur bedingt Kklinisch relevante
Schlussfolgerungen zu, zeigt jedoch richtungweisende Effekte auf, deren Vertiefung in
Folgestudien lohnenswert waére. Die interindividuellen Unterschiede im Tonusverhalten fielen

innerhalb der ersten zehn Minuten Kontrollmessung in Krebsldsung zu Beginn jedes Versuches auf
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(Abhangigkeit vom Patientenalter siehe Abbildung 1). Die Beschaffenheit und Funktionsfahigkeit
des Endothels ist dabei urséchlich von groRer Bedeutung fur die Vasoaktivitéat, besonders fir die
Stressrelaxation. Diese wird mafRgeblich tber Heparansulfat-Proteoglykan, das als shear-stress-
Sensor fungiert, gesteuert [73, 74]. Die in der Folge aktivierte NO-Synthase bewirkt tiber einen
cGMP-Anstieg eine stressabhdngige Vasorelaxation [73]. Ein weiterer wichtiger Mediator des
Vasotonus ist Prostazyklin, welches Gber cAMP und cGMP einen dilatativen Einfluss hat [74].
Prostazyklin entsteht sowohl im Endothel als auch in der glatten Muskelzelle [74]. Im
Studiendesign wurde von einer Denudation des Endothels auch deshalb abgesehen, weil die im
Endothel lokalisierten ;- und B2-AR ebenso wie die glattmuskulidren B-AR bei katecholaminerger
Stimulation zur Dilatation des Gefif3es beitragen [22, 78]. B3-AR kommen in Koronararterien sogar
nur im Endothel vor [22, 78]. Die vielfaltigen Interaktionen von Endothel und glatter Muskulatur
lassen in der experimentellen Anordnung eine physiologische, zusammenhdngende Betrachtung
beider Strukturen sinnvoll erscheinen. Zu Beginn jeder Messung fand eine 15-mindtige
Aquilibrierung jedes Praparates bei einem Fluss von 3 mL/min in Krebslosung statt. Die
Berlcksichtigung von zeit- und flussabhédngigem Effekt ermdglichte eine Erfassung sowohl der
basalen NO-Freisetzung, als auch der schubspannungsinduzierten NO-Bildung. Dadurch, dass
samtliche Messwerte auf dieses Verhalten in Krebsldsung normiert wurden, dirfte eine
unterschiedliche Fahigkeit der einzelnen Préparate zur Stressrelaxation die Ergebnisse nicht

beeinflusst haben.

Die Beeinflussung durch individuelle AR-Polymorphismen kodnnte unbemerkt in der vorliegenden
Studie stattgefunden haben [9, 19, 78]. Um differente Wirkprofile zu minimieren [78], wurden in
allen Messreihen gleiche Katecholamin- und Blockersubstanzen von demselben Hersteller einge-
setzt. Das unterschiedliche Wirkprofil verschiedener a- bzw. B-AR-Antagonisten schrankt die
Vergleichbarkeit der vorliegenden Arbeit mit bisherigen Studien ein, in denen zum Teil andere
Substanzen verwendet wurden. Um eine Dilatation durch Shear-Stress im Verlauf des Experimentes
zu vermeiden [78], wurde die Stromungsgeschwindigkeit bei 3 mL/min konstant gehalten. Eine
wéhrend der Phase des Vorspannens auf 2 g aufgetretene Stressrelaxation, wurde durch das 10-
mindtige Kalibrierungsverfahren zu Beginn jeder Messreihe kompensiert. Weitere interindividuelle
Unterschiede durften durch Normierung der Messung auf den nach weiteren 15 Minuten Inkubation
in Krebslésung bei konstantem Fluss ermittelten Tonus relativiert worden sein. Dies scheint
gerechtfertigt, da bei Zugabe der Pharmaka keine gegensétzlichen sondern nur qualitativ
unterschiedliche Effekte gemessen wurden.
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Der Arteriosklerosegrad der Gefale [30, 41, 67], insbesondere die Endothelbeschaffenheit [25, 73]
und das Patientenalter sind ebenfalls von groRer Wichtigkeit fiir die katecholaminerge
Beeinflussung des GefaRtonus [6, 58]. Bisherige Studien zeigten, dass bei Erwachsenen -
vermutlich arteriosklerotisch bedingt - eine a-adrenerge Kontraktion Uberwiegt, wahrend NA bei
Kindern hauptséchlich B-AR stimuliert [58, 72, 78]. Die Altersabhangigkeit der Tonusentwicklung
konnte in der vorliegenden Arbeit bestatigt werden. Sowohl die Gruppe der 50- bis 59-Jahrigen als
auch die Kategorie der 40 bis 49 Jahre alten Patienten zeigten einen héheren Vasotonus als die
Gruppe der 30- bis 39-jahrigen Patienten. In der Literatur besteht Uneinigkeit UGber die Hohe des
basalen Sympathikotonus, jedoch wurde in arteriosklerotischen Koronararterien eine stirkere o;-
AR-Aktivierung festgestellt [65, 78]. Neben endothelialer Dysfunktion wurde auch eine
verminderte B-AR-Wirkung bei Arteriosklerose bestatigt [6, 78]. In dieser Studie konnten
Koronararterien von nur drei Patienten als arteriosklerotisch eingestuft werden. Eine signifikante
Tonusénderung im Vergleich zur Restpopulation konnte nicht festgestellt werden. In der Literatur
wurde mehrfach gezeigt, dass die Effektivitdt von A mit zunehmender Herzinsuffizienz abnimmt
[6, 58]. Dies wird darauf zuriickgefiihrt, dass sowohl die Sensitivitét der koronaren ;-AR abnimmt,
als auch ein Teil der B,-AR von der AC entkoppelt wird und damit ihre vasodilatatorische Wirkung
verloren geht [6, 58]. Durch die Verwendung von Koronarmaterial von ausschliellich NYHA 1V

insuffizienten Patienten wurde diese Bias minimiert.

In der Literatur findet eine mogliche Beeinflussung des Koronartonus durch Desensitivierung [52]
oder Kreuzsensibilisierung [29] von B-AR durch langfristige Betablockermedikation Erwéhnung. In
dieser Studie konnte anhand der Messwerte nach 15-mindtiger Inkubation in Krebsldsung kein
signifikanter Unterschied zwischen Patienten mit bzw. ohne Betablockermedikation festgestellt
werden. Allerdings erhielten lediglich drei Patienten keine Betablocker. Machida et al. [50]
beschrieben in vivo nach einwdchentlicher Carvedilolapplikation von 2,5 mg/ Tag eine signifikante
Reduktion des NA-Plasmaspiegels in Ruhe und bei korperlicher Betdtigung. Die ermittelte
Carvedilol Konzentration im Plasma von 1,8 mg/L lag dabei unter dem Schwellenwert der B-AR-
Blockade [50]. Geschlussfolgert wurde eine durch Carvedilol verbesserte NA-Wiederaufnahme in
terminale Nervenendigungen [50]. Vor diesem Hintergrund erscheint eine Folgeanalyse mit
groferer Patientenzahl sinnvoll. Der Vergleich des Koronartonus nach Therapie mit den nicht 31-
selektiven Antagonisten Carvedilol und Sotalolol (35 Préparate von 8 Patienten) mit den selektiven
Betablockern (34 Praparate von 7 Patienten) ergab eine nicht signifikante Tonusminderung bei
Pramedikation mit Bs-selektiven Antagonisten. Dieser Befund steht in Ubereinstimmung mit der

unter Betablockern postulierten B,-AR-Kreuzsensitivierung.
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Eine Therapie mit Dobutamin und Dopamin (7 Patienten) zeigte keinen signifikanten Tonus-
unterschied zur Vergleichsgruppe. Mit Phosphodiesterasehemmern pramedizierte Patienten wiesen
eine geringfugige, nicht signifikante Tonussteigerung ihrer Koronararterien in Krebslésung auf.
Dies wurde noch nicht in der Literatur beschrieben. Untersuchungen an einer groReren Studienpo-

pulation kénnten den Befund eventuell verifizieren.

Folgende weitere Einflussfaktoren stellen Studienlimitationen dar:

e Der Zeitraum von maximal 36 Stunden zwischen Explantation des Herzens und Beginn des
Versuches konnte Zellen durch oxidativen Stress geschéadigt haben [31]. Um derartige Zustande
zu vermeiden, wurden die Praparate vorher in karbogenisierter Krebslosung kihl und dunkel
gelagert.

e Dadurch, dass die unspezifischen Rezeptorantagonisten Phentolamin und Propranolol verwendet
wurden, kann der Einfluss der einzelnen AR-Subpopulationen auf den Gesamttonus nicht beur-
teilt werden. Dafur ermdglicht die Verwendung unspezifischer Rezeptorblocker die Gesamtein-
schétzung eines nur a- und nur -AR-vermittelten Effektes, der fur die Interpretation der Kate-
cholaminwirkung an speziellen AR-Subgruppen in moglichen Folgestudien hilfreich ist.

e Trotz des vorsichtigen Préaparierens und Einspannens des Praparates in die VVersuchsapparatur
kénnten mechanisch endotheliale Schéden verursacht worden sein. Um solche Tonusschwan-
kungen zu erkennen, wurden mehrere Versuche mit unterschiedlichen Koronaranteilen eines
Patienten durchgefiihrt. Endothelschadigungen waren zudem spater durch eine Abweichung des
cGMP-Wertes aufgefallen.

4.4 Betrachtung des Gesamtmodells

Die Bestimmung des elektrischen Potentials, der mechanischen Wandspannung und der Konzentra-
tion der zyklischen Nukleotide ermdglicht Aussagen Uber die Kopplungsvorgénge zwischen Poten-
tial, Tonus und Biochemie [54, 68]. Stellt man den Gefaltonus in Abhéngigkeit von der zyklischen
Nukleotidkonzentration grafisch dar, so ergibt sich fur cAMP und cGMP ein linearer Zusammen-
hang. Dies bestatigt eine intakte chemomechanische Kopplung und verweist auf die bekannte

negative Korrelation zwischen GefaRtonus und Konzentration zyklischer Nukleotide.

Betrachtet man den mechanischen Tonus in Abhédngigkeit vom intrazelluldren Potential, so ergibt
sich innerhalb eines Bereiches von -45 mV bis -52 mV ebenfalls ein linearer Zusammenhang
(elektromechanische Kopplung). Diese bereits gut bekannte Relation beweist die Messgenauigkeit

der in dieser Studie durchgefiihrten Untersuchungen [68]. Die Hyperpolarisation ist verbunden mit
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dem SchlieRen von Ca®*-Kanélen und einem simultanen Anstieg von K*-Auswartsstrom und **K*-
Efflux [67, 69, 71, 74]. Der Einfluss zyklischer Nukleotide geht in die stationdre Aktivierungskurve
iiber eine Zunahme der K*-Leitfahigkeit mit resultierender Dilatation ein [69]. In der Literatur wird
ein Hinweis auf eine enge elektromechanische Kopplung in einer 50 %igen Vasorelaxation nach
2,5 mV Hyperpolarisation gesehen [69].

Unter den normalen Bedingungen eines dynamischen Kreislaufsystems sind die verschiedenen
gefaliregulierenden Einfllisse so miteinander verwoben, dass die Reaktion einer glatten Muskelzelle
nur unvollstdndig durch die stationdre Aktivierungskurve beschrieben wird. Unberucksichtigt
bleiben in diesem Modell die elektrischen und mechanischen Oszillationen der glatten Gefaimus-
kelzelle, die in der rhythmischen Aktivitit der aktiven, elektrogenen Na'/ K*-Pumpe begriindet
liegen [70]. Die rhythmische Aktivitat der Na*/ K*-ATPase resultiert vermutlich aus den alloste-
rischen Qualitdten der Phosphofruktokinase (PFK) [70]. Zusammen mit der ,Flow-Sensor-
Formation® stellen Na'/ K*-ATPase und PFK zentrale, nichtlineare und synergetische Parameter
dar, die periodische Ereignisse im Herzkreislaufsystem initiieren kénnen [70]. Die Bedeutung
dieser Parameter gilt es in weiteren Untersuchungen im Zusammenhang mit dem klassischen

Modell der elektromechanischen Kopplung zu evaluieren.

5 Zusammenfassung

Endogene Katecholamine sind in erheblichem Male an der Tonusregulation der glatten GefaBmus-
kulatur beteiligt. Dabei kommt der Perfusion der Koronararterien insuffizienter Herzen mit
verkurzter Diastolendauer vor dem Hintergrund der myokardialen Pathophysiologie besondere
Bedeutung zu. Die fur die Tonusregulation der Gefamuskulatur mitverantwortlichen a- und B-
Adrenorezeptoren werden abhéngig von der Adrenalin- (A) und Noradrenalin (NA)- Konzentration
unterschiedlich aktiviert. Die fiir Arteriolen typische a-Adrenorezeptor (AR)-vermittelte, konstrik-
torische Reaktion auf NA wird von einer B-AR-vermittelten, hauptséchlich von A hervorgerufenen,
dilatativen Wirkung unterschieden. Dass Koronararterien eine von den Arteriolen anderer Organe
verschiedene Affinitat von A und NA am AR zeigen, wurde in friiheren Studien mittels Rezepto-
rantagonisierung und Radioligandenbindung festgestellt. Der bei Herzinsuffizienz erhohten Plas-
makonzentration endogener Katecholamine wurde durch die verwendeten niedrigen Ruhe-Kate-
cholaminkonzentrationen jedoch nicht Rechung getragen. Ebenso lassen die Arbeiten eine Unter-
suchung des Katecholamineinflusses ohne vorherige Applikation von Rezeptorantagonisten
vermissen. Die vorliegende Arbeit liefert erstmals eine umfassende Analyse der katecholamin-

vermittelten Tonusregulation mit/ ohne Rezeptorantagonisierung in Koronararterien NYHA IV-her-
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zinsuffizienter Patienten ohne Applikation unphysiologischer Referenzsubstanzen und unter

Berlcksichtigung der vaskul&r relevanten Vormedikation.

An intakten Koronararterien aus explantierten Herzen von 19 Patienten wurde die Tonus-
entwicklung mit einem induktiven Kraftaufnehmer und das intrazellulare Membranpotential mit
Mikroelektroden in Abhangigkeit steigender Katecholaminkonzentrationen bestimmt. Es folgte die
Messung der intrazellularen Konzentration der zyklischen Nukleotide cAMP und cGMP mittels
ELISA. Tonus- und Potentialdnderungen wurden in einem Katecholaminkonzentrationsbereich von
10® bis 10 mol/L untersucht. Um die selektive AR-vermittelte Wirkung von A und NA zu
eruieren, wurde einigen Messreihen der unspezifische a-AR-Antagonist Phentolamin (107 mol/L),
anderen der unspezifische p-AR-Antagonist Propranolol (107 mol/L) zugesetzt. Ein weiterer Ansatz

enthielt beide Antagonisten.

Die Untersuchungen in Krebsldsung ergaben einen signifikanten Tonusanstieg der Koronararterien
von Patienten in der Altersgruppe tber 40 Jahre im Vergleich zu Patienten im Alter zwischen 30
und 39 Jahren. Mit selektiven B1-AR-Antagonisten therapierte Patienten zeigten in der Kontroll-
messung in Krebslosung einen niedrigeren Basaltonus als Patienten, die mit nichtselektiven B-AR-
Blockern behandelt worden waren. Koronararterien von drei mit Phosphodiesterasehemmern
therapierten Patienten wiesen einen erhéhten Tonus in Krebslésung auf. Eine Therapie mit

Katecholaminen ergab keinen signifikanten Einfluss auf den basalen Gefalitonus.

Unter Adrenalin zeigte sich eine biphasische Dosiswirkungskurve, die im gesamten Konzentrations-
bereich von 10°® bis 10" mol/L sowohl eine signifikante Tonusminderung mit Hyperpolarisation als
auch bei 10 mol/L eine hohe cAMP- und cGMP-Konzentration aufwies. Die geringste Relaxation
fand sich bei 2,8 - 10 mol/L. NA bewirkte ebenfalls einen biphasischen Kurvenverlauf, mit einer
geringen Relaxation bei 10 und 107 mol/L und einer stirkeren Dilatation bei 10 mol/L. Diese
gingen mit einer signifikanten Hyperpolarisation im entsprechenden Konzentrationsbereich und
einem signifikanten CAMP- und cGMP-Anstieg bei 10 mol/L einher. Mittels Fit fiir bisigmoidale
Kinetiken konnten fir A und NA niedrigere Erregungsschwellenwerte am B-AR ermittelt werden
als am a-AR. Selbst bei kombinierter A- und NA-Freisetzung wirde im gesamten Konzentrations-
bereich von 10® bis 10 mol/L eine Vasodilatation resultieren, die bei 1,42 - 10° mol/L ein
Minimum aufwiese [43]. Zusétzlich zur flussabh&ngigen Dilatation (AT =-0,253 g) kdnnte der
koronare Vasotonus durch Variation der Katecholaminkonzentration um weitere 25 —150 %
reduziert werden [43].
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Die Applikation von 107 mol/L Phentolamin fiihrte bei 10 mol/L A zu einer Tonusabnahme, die
zusammen mit einer signifikanten Hyperpolarisation auf eine B-AR-vermittelte Dilatation hinweist.
Unter NA in Kombination mit PH wurde eine Tonuszunahme festgestellt. Die Gabe von 107 mol/L
Propranolol hatte sowohl fiir A als auch NA einen signifikanten Tonusanstieg in Kombination mit
signifikanter Depolarisation und cAMP- und cGMP-Konzentrationsminderung zur Folge. Dabei
zeigte sich unter 10 mol/L A ein Maximum mit einem Tonusanstieg von +0,558; unter NA von
+0,554 g.

Messreihen, die im Ansatz lediglich die Blockersubstanzen in Krebslosung enthielten, zeigten bei
beiden AR-Antagonisten eine ausgepragte, jedoch nicht signifikante Tonusabnahme. Die zyklischen
Nukleotide cAMP und cGMP wiesen eine signifikante Konzentrationsminderung auf. Inwieweit

diese das Korrelat einer intrinsischen AR-Wirkung darstellt, bleibt zukiinftigen Studien vorbehalten.

Die vorliegende Arbeit bestétigt den fiir A an Arteriolen bekannten, B-AR-vermittelten, dilatativen
Einfluss an Koronararterien des Menschen aus Herztransplantationen. Der erstmals beschriebene
dilatative Einfluss von 10™ mol/L NA kénnte eine pathophysiologische Kompensation in vivo bei
der mit schwerer Herzinsuffizienz einhergehenden verkiirzten Diastolendauer zur Aufrechterhaltung
einer ausreichenden Koronarperfusion darstellen. Ein solcher protektiver Effekt hatte bei reiflicher
Risiko-Nutzen-Abwagung moglicher Weise Konsequenzen fiir den bisher zuriickhaltenden Einsatz
von A und NA bei terminaler Herzinsuffizienz im Uberbriickungszeitraum bis zur Herztransplanta-
tion. Erganzend unterstiitzt die unter Propranolol gezeigte Umkehr des dilatativen Effektes bei 107
bis 10° mol/L NA in eine ausgepragte Vasokonstriktion die ohnehin kritische Sicht auf eine

Therapie mit nicht-f;-selektiven Rezeptorantagonisten bei terminaler Herzinsuffizienz.
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