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4. DISKUSSION 
 
A EXPRESSION UND REGULATION VON CONNEXINEN 
 
Ziel des ersten Teils der vorliegenden Arbeit war die Charakterisierung der vaskulären 

Expression von Cx37, Cx40 und Cx43 in der embryonalen Entwicklung, wobei der 

Schwerpunkt auf der Analyse arteriovenöser Differenzen lag.  

 

Die Untersuchungen wurden am Dottersack von Hühnerembryonen durchgeführt. 

Dieses Modell hat verschiedene Vorteile: Das befruchtete Vogelei ist eine selbständige 

funktionelle Einheit, die im Gegensatz zum Säugetierembryo keinen Einflüssen durch 

das Muttertier unterliegt. Eine Manipulation der Umweltbedingungen (z. B. 

Sauerstoffpartialdruck) ist bei der Bebrütung im Inkubator leicht möglich und hat 

direkten Einfluss auf die Entwicklung des Embryos. Außerdem bietet dieses Modell 

neben einer guten Visualisierbarkeit den Vorteil, dass seine Gefäße einem stereotypen 

Entwicklungsprozess von Sprouting, Remodeling und Maturation unterliegen.  

 

Mittels in situ Hybridisierung und real-time PCR wurde die Expression von Cx37, Cx40 

und Cx43 in den Dottersäcken ein bis drei Tage alter Hühnerembryonen untersucht. So 

wurden die Phasen von der Entwicklung eines primären bis hin zu einem etablierten 

sekundären Gefäßplexus erfasst. Es werden vier Schritte in der Ausbildung eines 

arteriovenösen Gefäßnetzwerkes im Dottersack des Huhns beschrieben (61): 1) Schon 

vor Beginn der Blutzirkulation existieren Endothelzellen, die für Arterien oder Venen 

spezifische Gene exprimieren. Diese Zellen sind spezifisch an einem posterioren 

(arteriellen) und anterioren (venösen) Pol des Dottersackes gruppiert. Die 

Endothelzellen beider Gefäßtypen sind anfänglich in einer zweidimensionalen Ebene 

zueinander angeordnet (Cis-Cis-Konfiguration). 2) Kurz nach Beginn der Blutzirkulation 

bildet sich am posterioren Pol der Gefäßplexus der Vitellin-Arterie aus. 3) Das 

Fortschreiten der arteriellen Gefäßentwicklung in distale Gebiete des Dottersackes wird 

durch Abtrennung kleiner arterieller Seitengefäße erreicht. 4) Diese Seitengefäße bilden 

dorsal zu den Arterien gelegene Sprossungen aus, die zu den primären Venenplexus 

hin wachsen. So bilden Gefäße, die eigentlich zum arteriellen Gefäßbett gehörten, nun 

einen Teil der Venen. Der auf diese Weise entstandene sekundäre venöse Plexus liegt 
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dorsal zu den Arterien und die Endothelzellen beider Gefäßtypen liegen in 

dreidimensionaler Cis-Trans-Konfiguration zueinander.  

 

Für alle drei untersuchten Connexine konnte eine Expression im Gefäßplexus des 

Dottersackes nachgewiesen werden. Die Expression von Cx43 war in venösen und 

arteriellen Gefäßen im Embryo und in Gefäßen der transparenten Zone des 

Dottersackes lokalisiert. Cx37 und Cx40 hingegen wiesen ein arteriell spezifisches 

Expressionsmuster auf. Beide Connexine wurden in intraembryonalen Arterien 

exprimiert. Während die extraembryonale Expression von Cx37 auf größere arterielle 

Gefäße beschränkt blieb, war Cx40 in Arterien der gesamten Dottersackzirkulation 

nachweisbar. Basierend auf diesen Ergebnissen kann Cx40 als guter Marker für 

Arterien bezeichnet werden. Die Expression von Cx40 im Gefäßsystem des 

Dottersackes war mittels in situ Hybridisierung ab dem Beginn der embryonalen 

Herzaktion nachweisbar (13 Somiten-Stadium, erster Entwicklungstag) und nahm bis 

zum dritten Entwicklungstag zu. Vor Beginn der Blutzirkulation war Cx40 im primären 

Gefäßplexus nicht detektierbar.  

 

Es wurden verschiedene arterielle Marker identifiziert (1, 40, 41, 59, 66, 70, 71, 94, 104, 

106, 108, 111), die eine essentielle Funktion für das Gefäßwachstum und die 

Entwicklung einer Gefäßidentität auszuüben scheinen. Interessanterweise werden 

Ephrine und Neuropiline auch im sich entwickelnden Nervensystem exprimiert (29, 38, 

51, 54). Mechanismen, für die Steuerung des axonalen Wachstums verantwortlich sind, 

scheinen also auch für das Gefäßwachstum von Bedeutung zu sein (8, 37, 72). 

 

Deletion von Neuropilin1 (NRP1), einem sehr bekannten arteriellen Marker, führt in der 

Maus unter anderem zu schweren Gefäßdefekten wie der Agenesie oder Transposition 

großer Gefäße, einem persistierenden Truncus arteriosus und vermindertem und 

desorganisiertem extraembryonalen Gefäßwachstum (47, 101). Die vaskuläre 

Regression in Embryonen mit NRP1-Defizienz ist konsistent mit der Beobachtung, dass 

eine NRP1-Überexpression zu vermehrter Gefäßbildung führt (49) und deutet auf eine 

Beteiligung von NRP1 an der embryonalen Gefäßbildung hin. EphrinB2, ein weiterer 

bekannter arterieller Marker, spielt eine kritische Rolle im Remodellierungsprozeß vom 

primären Plexus hin zu einem hierarchisch organisierten Gefäßnetzwerk aus Arterien 

und Venen (30, 34, 53). Mitglieder des notch-Signalwegs wie Dll4 und gridlock werden 
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ebenfalls arteriell-spezifisch exprimiert (104, 111). Sie werden mit arterieller Identität 

von Endothelzellen in Verbindung gebracht. Der notch-Signalweg scheint arterielle 

Differenzierung zu induzieren und die venöse Differenzierung zu supprimieren (59). Im 

Menschen führen Mutationen von notch3 und jagged1-Genen zu CADASIL (Cerebral 

Autosomal Dominant Arteriopathy with Subcortical Infarcts and Leukoencephalopathy) 

oder zum Alagille-Syndrom, die beide mit vaskulären Fehlbildungen einhergehen (46, 

63, 73). 

 

Die derzeit bekannten arteriellen Marker spielen vor allem eine direkte Rolle für die 

Steuerung des Gefäßwachstums oder die Gefäßidentität. Sie werden von den 

Endothelzellen schon vor ihrer Zusammenlagerung zum primären Gefäßnetz exprimiert. 

Die Expression von Cx40 hingegen war erst mit Beginn der embryonalen Blutzirkulation 

nachweisbar. Von diesem Moment an war Cx40 spezifisch in Arterien der 

Dottersackzirkulation lokalisiert. Basierend auf diesen Ergebnissen kann Cx40 als guter 

Marker für funktionelle, perfundierte Arterien bezeichnet werden. Vergleichbare Marker 

sind bisher noch nicht bekannt. 

 

Die spezifische Expression von Cx40 in Arterien führte zu folgenden Fragestellungen: 

1. Über welche Faktoren wird die Expression von Cx40 reguliert? 

2. Welche Funktion übt Cx40 in Arterien aus? 

 

4.1 Regulation der Connexin-Expression 
Um Einblicke in die der arteriellen Spezifität von Cx40 zugrunde liegenden 

Mechanismen zu gewinnen, wurde die Abhängigkeit der Cx40-Expression von zwei 

wichtigen epigenetischen Faktoren untersucht, die in Arterien und Venen 

unterschiedlich sind: Sauerstoff und Strömung. 

 

4.2 Sauerstoff als potentieller Regulator der Connexin-Expression 
In der Dottersackzirkulation liegt der Sauerstoffgehalt in Arterien durchschnittlich 

niedriger als in Venen (10). Sauerstoff könnte daher eine Ursache für die arteriell-

spezifische Expression von Cx40 sein. Ein niedriger Sauerstoffgehalt (Hypoxie) sollte 

dann in embryonalen Gefäßen zu einer Induktion der Cx40-Expression führen. Ein 

hoher Sauerstoffgehalt hingegen sollte die Expression von Cx40 supprimieren. 
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Um diese Hypothese zu untersuchen, wurden befruchtete Hühnereier drei Tage lang 

bei verschiedenen Sauerstoffkonzentrationen inkubiert. Die anschließend durchgeführte 

real-time PCR auf den Dottersäcken der Hühnerembryonen zeigte keine signifikanten 

Unterschiede in der Expression von Cx40 zwischen in 12% und 70% O2 inkubierten 

Embryonen. Somit muss davon ausgegangen werden, dass die Expression von Cx40 in 

den Gefäßen des Dottersackes nicht durch Sauerstoff reguliert wird. Der 

unterschiedliche Sauerstoff-Partialdruck in Arterien und Venen kann daher nicht der 

Grund für die Unterschiede in der Cx40-Expression sein. Die Herzfrequenzen drei Tage 

alter Embryonen in Normoxie und Hypoxie waren vergleichbar und deuten darauf hin, 

dass keine Unterschiede in der Perfusion vorlagen. 

 

4.3 Blutströmung als potentieller Regulator der Connexin-Expression 
Ein zweiter möglicher Grund für die arterielle Spezifität von Cx40 könnten 

hämodynamische Parameter sein. Zur Überprüfung dieser Hypothese wurde durch 

Ligatur einer zentral gelegenen Arterie des Dottersackes die Blutströmung in den 

extraembryonalen Membranen moduliert. In der anschließenden Untersuchung mittels 

real-time PCR und in situ Hybridisierung wurde das Expressionsniveau der ligierten mit 

der unligierten Seite verglichen. In der ligierten Seite sank die Cx40-Expression um den 

Faktor 4 ab. In der in situ Hybridisierung ließ sich keine Expression von Cx40 in der 

ligierten Seite nachweisen. In der unligierten Seite konnte sogar eine Zunahme der 

Expression auch auf eigentlich venöse Gebiete festgestellt werden, die auf die 

veränderten Strömungsverhältnisse zurückzuführen sein könnte.  

 

Es ist daher anzunehmen, dass die arteriell-spezifische Expression von Cx40 nicht 

durch Sauerstoff, wohl aber durch hämodynamische Parameter reguliert wird. Dies wird 

auch durch die Beobachtung gestützt, dass die Expression von Cx40 erst mit Beginn 

der Blutzirkulation im Dottersack nachweisbar war.  

 

Mit Beginn der Blutzirkulation ist das kardiovaskuläre System permanent 

biomechanischen Stimuli ausgesetzt. Durch die Blutströmung entstehen mechanische 

Kräfte, die auf die Gefäßwand wirken: Schubspannung und Wandspannung (103). 

Diese hämodynamischen Parameter beeinflussen nicht nur die Struktur und Funktion 

des sich entwickelnden Herzens (91), sondern haben auch Einfluss auf die Zellen, die 

die Wände des Gefäßnetzwerkes bilden (12). Es gibt zunehmend Hinweise dafür, dass 
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biomechanische Stimuli eine Schlüsselrolle in der Aufrechterhaltung vaskulärer 

Integrität und der Entwicklung von Gefäßkrankheiten spielen. Beispielsweise entwickeln 

sich die ersten arteriosklerotischen Läsionen typischerweise in der Nähe von 

Verzweigungspunkten und großen Krümmungen in der arteriellen Gefäßbahn - 

Regionen mit turbulenter Strömung und Strömungsumkehr. Im Gegensatz dazu 

scheinen unverzweigte arterielle Gefäße, die einem gleichförmigen laminaren 

Strömungsmuster ausgesetzt sind, vor der Entwicklung arteriosklerotischer Läsionen 

geschützt zu sein (3, 35). Die auffallend geometrisch definierte Lokalisation der 

Läsionen weist deutlich auf einen wichtigen Einfluss lokaler hämodynamischer Faktoren 

auf die zugrundeliegenden pathogenetischen Mechanismen hin. 

 

Das vaskuläre Endothel ist nicht nur eine passive Barriere zwischen Blut und der 

angrenzenden Gefäßmuskelschicht, sondern spielt auch eine Schlüsselrolle in der 

Signalübermittlung biomechanischer und humoraler Stimuli (33). Die endotheliale 

Einzelzellschicht ist dazu fähig, akute Veränderungen in der Blutströmung 

wahrzunehmen und durch die Sekretion oder Metabolisierung vasoaktiver Substanzen 

(z.B. NO) auf sie zu reagieren (13). Auch bei Remodellierungsprozessen als Reaktion 

auf chronische Änderungen der Hämodynamik konnte eine Beteiligung endothel-

abhängiger Mechanismen nachgewiesen werden (58). Schubspannung in vitro kann 

verschiedene Reaktionen der Endothelzellen auslösen. Beispiele sind unter anderem 

eine Reorganisation des Zytoskeletts, Veränderungen metabolischer und synthetischer 

Aktivitäten und Modulation des Zellzyklus (19, 20, 68, 74). Studien in vitro haben 

gezeigt, dass Schubspannung direkten Einfluss auf die Transkription von Genen in 

kultivierten endothelialen Monolayern haben kann (103). Auch konnte nachgewiesen 

werden, dass die Qualität der biomechanischen Stimuli das Genexpressionsmuster von 

Endothelzellen beeinflusst (5, 32). 

 

Eine zentrale Frage in der Gefäßbiologie ist nun, wie mechanische Kräfte von den 

Zellen der Gefäßwand registriert und übermittelt werden. Die Identifikation von 

relevanten Signalkaskaden und „shear-stress-responsive elements“ in den 

Promotorregionen mehrerer durch Schubspannung regulierter Gene haben Einsicht in 

die zellulären Mechanismen geliefert, die Schubspannungsstimuli und genetische 

Regulationsereignisse miteinander verbinden (75, 83). 
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B ERFORSCHUNG VON ARTERIELLEN UND VENÖSEN 
STRÖMUNGSCHARAKTERISTIKA 
 

Sowohl qualitative als auch quantitative hämodynamische Parameter beeinflussen die 

Genexpression in Endothelzellen in vitro (5, 32). In diesem Teil der Arbeit wurde 

untersucht, ob hämodynamische Differenzen zwischen Arterien und Venen in vivo die 

Grundlage für eine arteriell- bzw. venös spezifische Expression von Genen bilden 

könnten. Hierzu wurden intravitalmikroskopische Untersuchungen der 

Dottersackzirkulation durchgeführt, um arteriovenöse Strömungscharakteristika 

detailliert zu analysieren.  

 

In Arterien war eine ausgeprägt pulsatile Strömung nachzuweisen (relative Amplitude 

(3,35 ± 4,71), relative Maximalbeschleunigung (0,11 ± 0,46) s-1). Die Pulsatilität der 

Blutströmung war in Venen viel geringer als in Arterien und fast vollständig verloren 

(relative Amplitude (0,67 ± 0,54), relative Maximalbeschleunigung (0,007 ± 0,02) s-1). 

Die Blutströmungsgeschwindigkeit in Venen war mit durchschnittlich (1120 ± 880) μm/s 

rund dreimal höher als in Arterien ((361 ± 209) μm/s). Diese Beobachtungen sind 

bemerkenswert, da sie zum Teil der Situation in adulten Geweben widersprechen. Auch 

adulte Venen zeigen allenfalls geringfügig pulsatile Strömungsprofile. Ihre 

Strömungsgeschwindigkeiten sind jedoch niedriger als in Arterien. Eine mögliche 

Erklärung für den Unterschied könnte sein, dass in der analysierten embryonalen 

Entwicklungsstufe, im Gegensatz zum adulten Gefäßbett, weniger Venen als Arterien 

vorhanden sind.  

 

Einige der analysierten arteriellen Gefäße zeigten neben positiven auch negative Werte 

für die gemessenen Geschwindigkeiten. Diese ungewöhnliche Beobachtung könnte 

durch eine noch unvollständige Entwicklung der Herzklappen in dem untersuchten 

Entwicklungsstadium zu erklären sein (60), die dazu führt, dass es während eines 

Herzzyklus zu einer systolischen Vorwärtsbewegung und einer Rückflussbewegung des 

Blutes während der Diastole kommt. Da die Dauer und die Geschwindigkeit der 

Vorwärtsströmung die der Rückwärtsströmung übertreffen, kommt es dennoch netto zu 

einer Vorwärtsbewegung des Blutes während eines Herzzyklus. 
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Die Scherrate ist als Quotient von Strömungsgeschwindigkeit und Durchmesser 

definiert. Da axiale Strömungsgeschwindigkeiten gemessen wurden, wird der 

berechnete Parameter als mittlere Pseudo-Scherrate bezeichnet. Als Folge der hohen 

Geschwindigkeiten in den Venen lag auch die Pseudo-Scherrate mit (12,15 ± 8,94) s-1 

in Venen deutlich höher als in Arterien ((4,84 ± 2,16) s-1). Da der Hämatokrit in diesem 

Modell nicht ermittelt wurde, konnte die apparente Viskosität und damit die 

Schubspannung nicht errechnet werden. 

 

Es gibt keine mit dieser Studie vergleichbaren Messungen. Dies liegt vor allem daran, 

dass nur wenige Methoden für hämodynamische Analysen etabliert sind. Invasive 

Techniken in jungen Embryonen stellen eine Herausforderung dar, da die Gefäße in 

dieser Entwicklungsstufe sehr dünn sind und das Gerinnungssystem noch nicht 

vollständig ausgebildet ist. Eine elegante alternative Methode an 8,5 bis 10,5 Tage alten 

Mäuseembryonen wurde durch Jones et al. verwendet (44). Diese Studie nutzte 

transgene green fluorescent protein (GFP) Expression in primitiven Erythroblasten für 

quantitative Messungen mittels Konfokal-Laser-Scanning-Mikroskopie. 

 

Zusammenfassend sind die zwei größten hämodynamischen Unterschiede zwischen 

Arterien und Venen der Dottersackzirkulation 1) die Pulsatilität der Blutströmung 

(ausgedrückt durch relative Amplitude und relative Maximalbeschleunigung) und 2) die 

Geschwindigkeiten (und daraus resultierenden Scherraten). Die größte Trennschärfe 

dieser Parameter hat die relative Maximalbeschleunigung (AUC 0,97). Kombination der 

relativen Maximalbeschleunigung und mittleren Pseudo-Scherrate in Form des Pulse 

Slope Index (PSI) erhöht die Trennschärfe auf 0,98 (AUC). 

  

Im Gegensatz zur Situation im Embryo liegen Strömungsgeschwindigkeit und damit 

auch Scherrate im adulten Gefäßbett in Arterien höher als in Venen. Die arteriell-

spezifische Expression von Cx40 ist jedoch auch für adulte Gewebe bekannt. Daher 

kann postuliert werden, dass Strömungsgeschwindigkeit und Schubspannung an sich 

nicht die Ursache für die Gefäßtyp-spezifische Expression von Cx40 sind. Vor allem 

oszillatorische Änderungen in der Blutströmung, wie sie in Arterien auftreten, scheinen 

für die Expression von Cx40 von Bedeutung zu sein. Es ist aber nicht auszuschließen, 

dass die hohen Schubspannungswerte in adulten Arterien andere Effekte auslösen als 

die relativ niedrigen Schubspannungswerte in embryonalen Arterien. Auch könnten für 
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die Induktion der Cx40-Expression andere Mechanismen verantwortlich sein als für die 

Aufrechterhaltung. 

 
C FUNKTION VON CONNEXINEN IM GEFÄßSYSTEM 
 

Die arteriell-spezifische Lokalisation von Cx40 innerhalb des Gefäßsystems lässt 

vermuten, dass es eine arteriell-spezifische Funktion innehat. Der dritte Teil dieser 

Arbeit untersuchte daher die Frage, welche Funktion Cx40 in Arterien ausübt. 

 

Um Anhaltspunkte für die Bedeutung von Connexinen für die Gefäßhomöostase zu 

gewinnen, wurde 1) das CAM-Modell benutzt und 2) die Auswirkung von Cx40-

Defizienz auf das retinale Gefäßnetzwerk der Maus untersucht. 

 

4.4 Connexin-Hemmung durch Carbenoxolon 
Das CAM-Modell hat sich in der Biowissenschaft bereits für viele Versuche bewährt. So 

dient es unter anderem zur Untersuchung von Ionentransporten (23), des 

Gasaustausches (69), für Experimente mit Tumortransplantaten (50) sowie als 

Angiogenese-Modell (18, 84, 87, 100). Applikation des isotyp-unspezifischen Connexin-

Hemmstoffes Carbenoxolon auf die Gefäße der Chorion-Allantois-Membran hatte schon 

nach kurzer Zeit (10 min) Kontraktionen arterieller Gefäße zur Folge. Diese 

Kontraktionen führten letztendlich zur Ausbildung einer avaskulären Zone. Venen waren 

an der Akutreaktion nicht beteiligt und schienen sich nur indirekt geringfügig zu 

verändern. Hierfür scheint der geringere arterielle Zufluss verantwortlich zu sein. Die 

Beobachtung, dass die Reaktion auf eine Blockade von Connexinen zuerst in Arterien 

stattfindet, stimmt mit dem Expressionsmuster überein und ist ein Hinweis dafür, dass 

es eine spezifische Rolle von Connexinen in Arterien gibt. 

 

4.5 Auswirkung von Cx40-Defizienz 
Ein weiterer Hinweis für die Bedeutung von Cx40 für funktionelle Gefäßnetzwerke 

wurde durch Analyse retinaler Gefäßnetzwerke Cx40-defizienter Mäuse (Cx40-/-) 

gewonnen. Während Gefäßnetzwerke der Wildtyp-Mäuse eine recht dichte, fein 

verzweigte Struktur aufwiesen, waren die Gefäßnetzwerke der Cx40-/--Mäuse relativ 

ausgedünnt und grobmaschig. Quantifizierungen der Unterschiede bestätigten diesen 
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Eindruck und zeigten eine signifikante, um 20% verminderte Gefäßdichte und eine 

signifikante, um 26% geringere Anzahl von Verzweigungspunkten.  

 

Intravaskuläre Kommunikationsprozesse sind sowohl für die Ausbildung (97) als auch 

für die Aufrechterhaltung funktioneller Gefäßnetzwerke essentiell (16, 80, 81). Ein 

denkbarer Mechanismus ist eine Zell-Zell-Kommunikation in der Gefäßwand über 

transmembranäre Kanäle, die als gap junctions bekannt sind (14, 28, 92). Gap junctions 

sind aus Connexinen aufgebaut, und im kardiovaskulären System werden Cx37, Cx40, 

Cx43 und Cx45 exprimiert. Die spezifische Lokalisation der verschiedenen Connexine 

innerhalb des kardiovaskulären Systems lässt vermuten, dass isoform-spezifische 

Funktionen oder Regulationsmechanismen existieren. 

 

Deletion von Cx40 in der Maus führt zu Störungen in der atrioventrikulären Überleitung, 

Rechtsschenkelblock und einer Prädisposition für Arrhythmien, in Übereinstimmung mit 

der Expression von Cx40 im Atrium und im kardialen Leitungssystem (48, 96).       

Cx37-/--Mäuse weisen einen kardiovaskulär unauffälligen Phänotyp auf (95). Trotz 

prominenter Expression von Cx37 und Cx 40 in Endothelzellen kommt es nach Ablation 

eines dieser Connexine nicht zu einem schweren vaskulären Phänotyp und es wurden 

bisher keine Entwicklungsstörungen in den Gefäßen beobachtet. Der in dieser Arbeit 

beobachtete vaskuläre Phänotyp kann daher als bemerkenswert bezeichnet werden. 

Da Cx37 und Cx40 in einem Teil der Endothelzellen coexprimiert werden, könnten 

diese Connexine funktionell überlappen und manche vaskulären Phänotypen nur 

beobachtet werden, wenn beide Connexine eliminiert sind. Die Generierung von Cx37 

und Cx40 Doppelknockout-Mäusen bestätigte diese Hypothese. Diese Tiere sind 

aufgrund schwerer vaskulärer Abnormalitäten nicht lebensfähig und sterben kurz nach 

der Geburt (97). Sie leiden an lokalisierten Blutungen in Haut, Testes, 

Gastrointestinaltrakt und Lungen mit ausgeprägter Gefäßdilatation. Endotheliale 

Kommunikationsprozesse über gap junctions scheinen also essentiell für die 

Entwicklung des Gefäßsystems der Maus zu sein. Auch Cx43-/--Mäuse sterben 

perinatal durch eine gestörte Entwicklung des rechtsventrikulären Ausflusstraktes (82). 

Deletion von Cx45 im Mausmodell führt durch kardiovaskuläre Fehlbildungen (gestörte 

Ausbildung der Dottersack-Gefäße, abnormale Vaskularisierung der Plazenta, Störung 

der Rekrutierung glatter Muskelzellen um große Arterien, gestörte Herzentwicklung) 

zum Tod noch in utero (52, 55).  
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Gap junctions können sowohl zwischen Endothel- und glatten Muskelzellen 

(heterozellulär) als auch zwischen den jeweiligen Zelltypen (homozellulär) ausgebildet 

werden (15). Der longitudinale (homozelluläre) Kommunikationsweg gibt die 

Möglichkeit, zelluläres Verhalten entlang des Gefäßbaumes zu synchronisieren. Signale 

breiten sich auf diesem Wege entlang der Endothel- oder glatten Muskelzellen aus und 

ermöglichen so dem Gefäß, als eine Einheit zu reagieren, was zu einer Konstriktion 

oder Dilatation über lange Strecken führen kann (22, 26). Terminale Arteriolen werden 

entsprechend dem lokalen Bedarf durch lokalchemische Einflüsse und Metabolite 

dilatiert. Allerdings sind nur sie diesem direkten Einfluss von Metaboliten durch Diffusion 

zugänglich. Um die vollen Durchblutungsreserven auszuschöpfen, ist aber auch eine 

Dilatation der vorgeschalteten, größeren Arterien notwendig. Der Prozess elektrotonisch 

weitergeleiteter Änderungen des Membranpotentials wird als „conducted dilation“ 

(weitergeleitete Vasodilatation) bezeichnet (42). In Cx40-defizienten Mäusen ist die 

conducted dilation in Reaktion auf Acetylcholin und Bradykinin gestört (16), was auf 

eine besondere Bedeutung von Cx40 für diesen Prozess hinweist. Generell scheint 

Cx40 eine wichtige Bedeutung für die Aufrechterhaltung funktioneller Gefäßnetzwerke 

zu innehaben, denn in Cx40-defizienten Mäusen wurde arterielle Hypertonie 

festgestellt, die durch irreguläre Vasokonstriktionen von Arteriolen, die bis zu einem 

temporär vollständigen Verschluss einzelner Gefäße führen, verursacht wird (17).  

 

Die myoendothelialen (heterozellulären) Verbindungen bilden einen transversalen 

Kommunikationsweg, durch den Endothelzellen beispielsweise den Tonus der 

anliegenden glatten Muskelzellen verändern können (27, 36). Chronische 

Veränderungen des Tonus glatter Muskelzellen führen zu strukturellen Veränderungen 

in der Gefäßwand (2). Dies lässt vermuten, dass intravaskuläre Kommunikation auch 

für die strukturelle Adaptation von Gefäßnetzen von Bedeutung ist. Diese Vermutung 

wird durch ein mathematisches Modell gestützt, welches Gefäßveränderungen als 

Reaktion auf hämodynamische und metabolische Stimuli simuliert (79, 80, 81). Hier 

konnte eine essentielle Rolle intravaskulärer Kommunikation in der Prävention der 

Ausbildung arteriovenöser Shunts nachgewiesen werden (Abb. 24): Ohne 

angioadaptive Mechanismen kommt es zu einer zufälligen Verteilung der 

Gefäßdurchmesser, die zu einer ineffizienten Blutversorgung führt (A). „Outward 

remodelling“ der Gefäßwand als Reaktion auf erhöhte Schubspannung koordiniert 

Gefäßdurchmesser entlang eines Strömungspfades und führt so zu Gefäßhierarchie 
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(B). „Inward remodelling“ als Reaktion auf erhöhten Druck führt dazu, dass Arteriolen 

kleinere Durchmesser entwickeln als korrespondierende Venolen (arteriovenöse 

Asymmetrie) (C). Reaktionen gegenüber metabolischen Stimuli führen zu einer 

Aufrechterhaltung paralleler Strömungspfade (D). Informationstransfer von kleinen 

Segmenten zu den vorgeschalteten größeren Segmenten ist notwendig, um eine 

balancierte Strömung zwischen langen und kurzen Wegen aufrechtzuerhalten und die 

Ausbildung arteriovenöser Shunts zu verhindern (E). Adaptation als Reaktion allein auf 

hämodynamische Parameter ist nicht stabil, da es eine positive Rückkopplung zwischen 

Blutströmung und Gefäßdurchmesser gibt. Das Gefäßnetzwerk würde sich in einen 

einzelnen Strömungsweg umwandeln (*). 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 24:  
Schematische Darstellung der Bedeutung 
angioadaptiver Reaktionen gegenüber 
verschiedenen Stimuli für die 
Gefäßnetzwerkarchitektur (nach (79)).  
(A) ohne angioadaptive Mechanismen  
(B) „Outward remodelling“ der Gefäßwand als 
Reaktion auf erhöhte Schubspannung 
(C) „Inward remodelling“ der Gefäßwand als 
Reaktion auf erhöhten Druck  
(D) Reaktion gegenüber metabolischen Stimuli  
(E) Informationstransfer von kleinen 
Segmenten zu den vorgeschalteten größeren 
Segmenten  
*: instabiles Gefäßnetzwerk  
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5. ZUSAMMENFASSUNG 
 
Die Ausbildung eines hierarchischen Gefäßnetzwerks ist Folge eines komplexen 

Wechselspiels zwischen genetischen Faktoren und epigenetischen Faktoren wie 

Oxygenierung und Hämodynamik. Die Differenzierung von Gefäßen in Arterien und 

Venen wurde anfänglich ausschließlich für ein Resultat hämodynamischer Kräfte 

gehalten. Diese Theorie wurde in Frage gestellt, da endotheliale Vorläuferzellen schon 

vor ihrer Zusammenlagerung zu primären Gefäßnetzwerken und dem Beginn der 

Blutströmung arteriell und venös spezifische Gene exprimieren. Die Identifikation dieser 

Gene und die Aufklärung ihrer gefäßspezifischen Funktion sind für ein tieferes 

Verständnis der Gefäßentwicklung von essentieller Bedeutung.  

 

Die vorliegende Arbeit untersuchte die Fragen, ob 1) das Expressionsmuster der 

vaskulär exprimierten Connexine 37, 40 und 43 in der Embryonalentwicklung spezifisch 

für Gefäße des arteriellen oder venösen Gefäßbaums ist, 2) die Expression von Cx40 

durch epigenetische Faktoren (Sauerstoff, Blutströmung) reguliert wird, 3) 

hämodynamische Parameter existieren, die für embryonale Arterien und Venen in vivo 

charakteristisch sind und so zu einer selektiven Expression von Genen führen könnten 

und 4) Connexine in embryonalen Gefäßnetzwerken eine spezifische Funktion 

ausüben.  

 

Methoden: Es wurden in situ Hybridisierungen gegen Cx37, 40 und 43 an ganzen 

Hühnerembryonen (whole-mount) und den sie umgebenden Dottersäcken durchgeführt. 

Die Regulation der Connexin-Expression wurde in Interventionsmodellen untersucht. 

Dabei wurden Hühnerembryonen chronisch hypoxischen und hyperoxischen 

Bedingungen ausgesetzt. Durch Ligatur einer zentral gelegenen Arterie wurde die 

Blutströmung in den extraembryonalen Membranen moduliert. Anschließend wurden 

Effekte auf die Connexin-Expression mittels in situ Hybridisierung und real-time PCR 

ermittelt. Spezifische hämodynamische Bedingungen in Arterien und Venen in vivo 

wurden durch intravitalmikroskopische Aufnahme des Dottersack-Kreislaufes analysiert. 

Die Funktion vaskulärer Connexine wurde durch Applikation des Connexin-Hemmers 

Carbenoxolon auf die Gefäße der Chorioallantoismembran (CAM) sowie durch Analyse 

Isolectin B4-gefärbter retinaler Gefäßbetten Cx40-defizienter Mäuse untersucht. 

 



 - 59 -

Ergebnisse: Es konnte für alle drei untersuchten Connexine eine Expression im 

Gefäßplexus des Dottersackes nachgewiesen werden. Die Expression von Cx43 war in 

venösen und arteriellen Gefäßen lokalisiert. Cx37 und Cx40 wiesen ein arteriell 

spezifisches Expressionsmuster auf. Während die Expression von Cx37 auf größere 

arterielle Gefäße beschränkt blieb, war Cx40 in Arterien der gesamten 

Dottersackzirkulation detektierbar. Die Expression von Cx40 im Gefäßsystem des 

Dottersackes war mittels in situ Hybridisierung ab dem Beginn der embryonalen 

Herzaktion nachweisbar und nahm bis zum dritten Entwicklungstag zu. In 12% und 70% 

O2 inkubierte Hühnerembryonen wiesen keine signifikanten Unterschiede in der 

Expression von Cx40 auf. Ligatur einer zentral gelegenen Arterie des Dottersackes 

führte zu einer Verminderung der Cx40-Expression um den Faktor 4.  

 

In vivo waren deutliche hämodynamische Unterschiede zwischen den arteriellen und 

venösen Gefäßen der Dottersackzirkulation nachweisbar. Die durchschnittliche axiale 

Blutströmungsgeschwindigkeit war in Venen mit (1120 ± 882) μm/s höher als in Arterien 

((360 ± 209) μm/s). Auch die mittlere Pseudo-Scherrate war in Venen deutlich höher 

((12,15 ± 8,94) s-1 vs. (4,84 ± 2,16) s-1). Die relative Amplitude variierte in Arterien 

zwischen 0,64 und 31,86 mit einem Mittelwert von (3,35 ± 4,71) und in Venen zwischen 

0,20 und 3,70 (Mittelwert (0,67 ± 0,54)). Die relative Maximalbeschleunigung lag in 

Arterien bei 0,01 s-1 bis 3,43 s-1 (Mittelwert (0,11 ± 0,46) s-1) und in Venen bei 0,001 s-1 

bis 0,11 s-1 (Mittelwert (0,007 ± 0,02) s-1).  

 

Applikation von Carbenoxolon auf die Gefäße der Chorioallantois-Membran hatte eine 

Schrumpfung arterieller Gefäße zur Folge, die letztendlich zur Ausbildung einer 

avaskulären Zone führte. Venen waren an der Akutreaktion nicht beteiligt. 

Gefäßnetzwerke Cx40-defizienter Mäuse wiesen eine signifikant geminderte 

Gefäßdichte und eine signifikant geringere Anzahl von Verzweigungspunkten auf.  

 

Fazit: Cx40 ist ein guter Marker für Arterien. Es ist anzunehmen, dass die Expression 

von Cx40 in Blutgefäßen nicht durch Sauerstoff, wohl aber durch hämodynamische 

Parameter reguliert wird. Die charakteristischen Unterschiede zwischen Arterien und 

Venen der Dottersackzirkulation sind 1) die Pulsatilität der Blutströmung (ausgedrückt 

durch relative Amplitude und relative Maximalbeschleunigung) und 2) die 
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Geschwindigkeit (und die daraus resultierende Scherrate). Die höchste Trennschärfe 

dieser Parameter hat die relative Maximalbeschleunigung. Kombination der relativen 

Maximalbeschleunigung und der mittleren Pseudo-Scherrate in Form eines Quotienten, 

des Pulse Slope Index (PSI), optimiert die Separation von arteriellen und venösen 

hämodynamischen Eigenschaften. Die beobachteten Unterschiede könnten der 

arteriell-spezifischen Expression von Cx40 zugrunde liegen. Da Effekte einer Connexin-

Blockade zuerst in Arterien stattfinden, scheinen Connexine eine spezifische Rolle in 

diesen Gefäßen auszuüben. Auch die gestörte retinale Gefäßnetzwerkstruktur Cx40-

defizienter Mäuse weist auf eine zentrale Bedeutung von Cx40 für die Entwicklung von 

Gefäßnetzwerken hin.  
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6. ABKÜRZUNGSVERZEICHNIS 
 
Abb.   Abbildung 

a.u.   arbitrary units (willkürliche Einheiten) 

bp   Basenpaare 

cDNA   complementary DNA  

Cx   Connexin 

DNA   desoxyribonucleic acid  

E1, E2, E3  embryonaler Entwicklungstag 1, 2 und 3 

mRNA   messenger ribonucleic acid 

NO   nitric oxide 

PBS   phosphate-buffered saline 

RNA   ribonucleic acid 

RT   Raumtemperatur 

s.   siehe 

s. u.   siehe unten 

Tab.   Tabelle 

ü. N.   über Nacht 

z. B.   zum Beispiel 
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