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1. Einleitung

1.1 Hintergrunde

Gegenstand der vorliegenden Arbeit ist die Regulation des Gefalltonus’ glatter
Muskelzellen und deren Interaktion mit Sauerstoffradikalen und oxidativem Stress.
Daruber hinaus soll ein Bezug dieser Prozesse zu verschiedenen vaskularen

Erkrankungen hergestellt werden.

Im Allgemeinen unterscheidet man zwischen der quergestreiften Skelett- und
Herzmuskulatur und der glatten Muskulatur innerer Organe und BlutgefaRe. Die
aufgefiihrten Uberlegungen beziehen sich auf Prozesse an der glatten Muskelzelle.
Grundsatzlich gibt es verschiedene Regulationsmechanismen, welche den basalen
Tonus der glatten Gefalmuskulatur beeinflussen. Dabei erfolgt die Anpassung des
Gefaltonus und damit verbunden das Ausmal’ der regionalen Durchblutung Uber
ein Zusammenspiel myogener, humoraler, lokal-chemischer und endothelialer
Mechanismen (Schmidt/Lang, 2007). Diese sollen in den Grundzigen erldutert

werden.

Ein wesentlicher Mechanismus stellt die mechanische Beeinflussung des Tonus
dar, auch myogener Tonus oder Bayliss-Effekt genannt, welcher auf einer
druckinduzierten Dehnung der GefalRwande beruht. Vereinfacht dargestellt kommt
es dabei zu einer Aktivierung spannungsabhangiger Kalzium-Kanale vom L-Typ
und darauffolgend zum verstarkten Kalzium-Einstrom mit Kontraktion des Gefalies
(Moosmang et al, 2003). Der Bayliss-Effekt stellt den Grundmechanismus der

Autoregulation der Organdurchblutung dar.

Ein zweiter Mechanismus ist die humorale Tonusmodulation durch zirkulierende
Hormone, vor allem Katecholamine, Angiotensin, ADH und die natriuretischen
Peptide. Die genannten Substanzen werden nach Aktivierung der verschiedenenen
endokrinen Systeme ausgeschuttet und beeinflussen den Tonus peripherer Gefalle

im Sinne der wechselnden physiologischen Anforderung (Schmidt/Lang, 2007).

Einen dritten Mechanismus stellen lokal-chemische Gewebsmetabolite dar,
welche, bereits unter Ruhebedingungen aber besonders wahrend erhohter

korperlicher Anforderung ausgeschittet werden. Zu nennen sind vasoaktiv



wirksame, ionale Effekte wie Anderungen der Kalium- und
Wasserstoffionenkonzentration sowie die Metabolite Histamin, Serotonin,
Leukotrien, vasoaktive Epoxide und Eikosanoide. Letztere gehéren zur Gruppe
korpereigener Substanzen, die sowohl para- als auch autokrine Effekte besitzen

und so den Gefalltonus beeinflussen (Fleming, 2001; Jarajapu et al, 2004).

Neben diesen Mechanismen beeinflusst das Endothel selber den Gefalitonus.
Uber die Bildung von vasoaktiven Substanzen nimmt es eine zentrale Rolle in der
Modulation des Gefaldtonus ein. Stickstoffmonoxid, Prostazyklin und Endothelin
sind bedeutende vasoaktive Substanzen, welche vom Endothel gebildet werden
und den Tonus beeinflussen (Mombouli, 1999; Fleming, 2001; Jarajapu et al,
2004). Darlberhinaus reguliert das Endothel den Tonus Uber die
Aktivierung/Inaktivierung von zirkulierenden Metaboliten. Zu diesen Metaboliten
zahlen als eine wichtige Gruppe die Sauerstoffradikale, die im Mittelpunkt der
nachfolgenden Ausflihrungen stehen. Dabei werden vor allem Uberlegungen zur
Interaktion zwischen Sauerstoffradikalen und der GefaBmuskulatur gestellt.
Sauerstoffradikale kommen sowohl intrazelluldr als Signalmolekile als auch bei
verschiedenen Stoffwechselprozessen des Korpers vor. Intrazellular kdnnen sie im
Rahmen physiologischer Prozesse Signalkaskaden und redoxsensitive
Transkriptionsfaktoren aktivieren (Ray et al, 2005; Dworakowski et al, 2006).
DarUber hinaus gilt als wichtige Quelle von freien Sauerstoffradikalen das
Elektronentransportsystem der mitochondrialen Atmungskette. Eine gewisse Rolle
spielt zusatzlich u.a. die Autooxidation vieler niedermolekularer Stoffe in der Zelle.
(Cadenas, 1989). Sauerstoffradikale besitzen somit eine wichtige Rolle fur das
Funktionieren der Zelle. Sie induzieren auch inflammatorische Prozesse oder
Apoptose (Hancock et al, 2001). Sauerstoffradikale kdnnen also Bestandteil vieler

physiologischer Stoffwechselprozesse sein.

Freie Sauerstoffradikale kénnen jedoch auch ausserhalb der beschriebenen
Prozesse auftreten und wirksam werden. Untersuchungen konnten zeigen, dass
freie  Sauerstoffradikale die Funktion eines Mediators bei vielfaltigen
Gewebeschaden einnehmen. Pereda et al und Severi et al konnten beschreiben,
dass freie Sauerstoffradikale im Zusammenhang mit entziindlichen Reaktionen
entstehen kdénnen (Pereda et al, 2006; Severi et al, 2006). Nach ischamischen
Ereignissen konnte eine Freisetzung von freien Sauerstoffradikalen von Vergely

etal nachgewiesen werden (Vergely et al, 2001). Auch nach Zellschadigungen,
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durch chemische oder physikalische Agenzien konnte erhdhter oxidativer Stress
nachgewiesen werden (Kim et al, 2006). Bei vielen Stoffwechselsituationen, wie
z.B. nach korperlicher Arbeit (Urso et al, 2003), besonders aber bei Ischamien und
der nachfolgenden Reperfusion (Sen et al, 1993), entstehen wirksame, freie
Sauerstoffradikale. Des Weiteren fiihren Rauchen (Kode et al, 2006) und
bestimmte Stoffwechselprozesse wie die Signaltransduktion in Gefalizellen
(Guttierrez et al, 2006) und in der Skelettmuskulatur (Jackson et al, 2006) zu
erhdhten Radikalkonzentrationen. Freie Sauerstoffradikale kbnnen somit bei einer
Vielzahl von Stoffwechselprozessen entstehen und als Metabolite in wirksamen

Konzentrationen vorliegen.

Dies ist vor allem deshalb interessant, da freie Sauestoffradikale neben ihrer Rolle
in physiologischen Stoffwechselprozessen eine deletare Wirkung am glatten
GefalRmuskel im Sinne einer unphysiologischen Tonuserhéhung besitzen. Auch-
Schwelk et al, Rhoades et al und Wiklund et al konnten nachweisen, dass freie
Sauertoffradikale Muskelkontraktionen auslésen und so zu Gefallspasmen flihren
kénnen (Auch-Schwelk et al, 1989; Rhoades et al, 1990; Wiklund et al, 1996). Der
Mechanismus ist noch nicht vollstandig aufgeklart, ist aber durch das Auftreten
eines Vasospasmus’ aufgrund einer Interaktion mit Radikalen gekennzeichnet.
Dies ist eine wichtige Beobachtung, da bei vielen Erkrankungen freie Radikale,
Gefallspasmen und regionale  Durchblutungsstérungen eine  zentrale
pathophysiologische Rolle spielen kdnnen. Zum Beispiel mehren sich die Hinweise,
dass bei verschiedenen neurologischen Gefallerkrankungen oxidativer Stress und
Sauerstoffradikale involviert sind. Dabei kam es nach der Interaktion zwischen
freien Sauertoffadikalen und der GefalRmuskulatur zu einer Vasokonstriktion der
Gefalle und zu einer Tonuserhdéhung (Calabrese, 2005; Clark and Sharp, 2006).
Auch die Raynaud-Erkrankung und die Prinzmetal-Angina scheinen durch
Vasospasmen infolge Sauerstoffradikalwirkung gekennzeichnet zu sein (Gasser,
1991). In der Pathophysiologie von verschiedenen Erkrankungen des Auges
spielen Vasospasmen und Radikale ebenfalls eine wichtige Rolle. Als Beispiel ist
die Studie von Yamagashi et al zu nennen, welche einen Zusammenhang
zwischen der Entwicklung der diabetische Retinopathie und oxidativem Stress
aufzeigt (Yamagishi et al, 2008). Flammer bestatigt diese Annahme und weist
mehr noch einen Zusammenhang von Vasospasmen mit anderen

Augenerkrankungen wie dem Hornhautédem, dem arteriellen und vendsen



Gefallverschluss der Netzhaut, der Amaurosis Fugax und der anterioren
ischamischen Optikusneuropathie auf (Flammer, 2001). Auch beim Krankheitsbild
des Glaukoms mehren sich die Hinweise, dass dessen Enstehung, neben anderen
Faktoren, mit der Wirkung von oxidativem Stress und Sauerstoffradikalen
verbunden ist (Sacca et al, 2005; Gherghel et al, 2005; Tezel, 2006). Delaney et
al. weist ebenfalls auf eine Involvierung von oxidativem Stress und Vasospasmen

bei der Entwicklung des Glaukoms hin (Delaney et al, 2006).

Das Krankheitsbild des Glaukoms und dessen modglicherweise durch freie
Sauerstoffradikale und oxidativen Stress bedingte Pathophysiologie soll in den
nachsten Ausfihrungen eingehender behandelt werden. Es besteht die
Vermutung, dass beim Glaukom eine wahrscheinlich primare komplexe
Durchblutungsstorung besteht, die durch eine gestorte Regulation des Vasotonus’
mit Vasospasmen gekennzeichnet ist. Diese Vermutung soll im Folgenden naher
erlautert werden. Dafir muss zum einen das Krankheitsbild des Glaukoms
beschrieben werden um dann die verschiedenen Glaukomformen zu
unterscheiden. Das ist wichtig, da die Theorie der vasospastisch bedingten
Durchblutungsstérung nicht auf alle Glaukomformen zutrifft. Zum anderen soll die
Vermutung erhartet werden, ob eine Uberhaupt eine Durchblutungsstérung vorliegt

und ob diese durch das Vorliegen von Vasospasmen gekennzeichnet sein konnte.

Unter einem Glaukom versteht man den fortschreitenden Untergang von retinalen
Ganglienzellen mitsamt ihren Nervenfasern. Das klinisch morphologische Korrelat
ist eine fortschreitende Optikusneuropathie mit zunehmender Papillenexkavation
(Leitfaden der europaischen Glaukom-Gesellschaft, 2006). Die funktionellen
Folgen sind Gesichtsfeldausfalle, die der Patient jedoch anfanglich nicht
wahrnimmt. Als Ursache der Erkrankung wurde klassischerweise ein erhohter
Augeninnendruck angenommen, so dass man traditionell die verschiedenen
Glaukomformen nach der Ursache der Augendrucksteigerung einteilt. Man
unterscheidet dabei zwischen dem angeborenen, juvenilen Glaukom, das aufgrund
einer fehlerhaften Anlage des Kammerwinkels oder Trabekelwerks entsteht und
dem primar chronischen Offenwinkelglaukom mit erhéhtem Augeninnendruck,
welches aufgrund einer Zunahme des Abflusswiderstandes im Trabekelwerk selber
entsteht. Daneben gibt es weitere Glaukomformen, wie beispielsweise das
Winkelblockglaukom, welches aufgrund einer plétzlichen Kammerwinkelverlegung

zu einem akuten Augeninnendruckanstieg fuhrt und die grole Gruppe der
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Sekundarglaukome, die aufgrund einer anderen Augenerkrankung, wie zum
Beispiel einer Entziindung, zu einem erhéhten Augeninnendruck fihren. Diese
Glaukomformen haben gemeinsam, dass sie alle mit einem zu hohen
Augeninnendruck einhergehen. Daneben existiert jedoch die Gruppe der primar
chronischen  Offenwinkelglaukome, bei  welchen das Ausmall der
Augeninnendruckerhdhung sehr unterschiedlich ausgepragt ist. Es gibt Patienten,
die einen progressiven Nervenfaserverlust mit zunehmender Papillenexkavation
und typischen Gesichtsfelddefekten aufweisen, aber niemals einen erhéhten
Augeninnendruck haben. Per definitionem des Leitfadens der europaischen
Glaukom-Gesellschaft leiden diese Patienten ebenfalls an einem Glaukom. Man
bezeichnet diese Variante des primar chronischen Offenwinkelglaukoms als
Normaldruckglaukom (Sommer, 1991). Diese Sonderform des priméar chronischen
Offenwinkelglaukoms soll naher erlautert werden. Es muss ihm eine andere
Pathophysiologie zugrundeliegen, da es durch den bekannten Pathomechanismus
des erhohten intraokularen Druckes nicht ausreichend erklart werden kann. Neben
dem fehlenden erhdhten Augeninnendruck gibt es weitere, morphologische
Unterschiede zwischen dem Normaldruckglaukom und dem Hochdruckglaukom.
Die Studie von Martus konnte bei Glaukompatienten mit hohem Augeninnendruck
Risikofaktoren detektieren, wie beispielsweise fortgeschrittenes Alter, verminderter
neuroretinaler Randsaum, tiefe Exkavationen oder parapapillare Atrophien, die bei
Glaukompatienten mit normalem Augeninnendruck wesentlich seltener vorlagen.
Bei diesen Patienten kam es besonders haufig zu Papillenrandblutungen und
Veranderungen der Netzhautgefalle wie Einengungen der Arterien und
Erweiterungen der Venen. Diese weisen auf Gefallveranderungen hin und
unterscheiden sich von den Morphologien, die bei Patienten mit hohem
Augeninnendruck vorlagen (Martus et al., 2005; Flammer, 2001). Daher erscheint
es notwendig, eine Differenzierung der Glaukomformen in Abhangigkeit vom
Augeninnendruck vorzunehmen und es stellt sich zwangslaufig die Frage, welcher
Mechanimus insbesondere beim Normaldruckglaukom einen schadlichen Einfluss

auf den Sehnervenkopf austibt.

In diesem Zusammenhang wird eine reduzierte Durchblutung des
Sehnervenkopfes als Risikofaktor fur die Entstehung des Normaldruckglaukoms
diskutiert. Schumann et al konnte in einer Studie zeigen, dass zwischen dem

retrobulbaren Blutfluss und der Glaukomschadigung eine signifikante Korrelation
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besteht, die interessanterweise unabhangig vom Augeninnendruck vorliegt. Dabei
konnte bei Patienten mit progressivem Gesichtsfeldverlust im Rahmen des
Offenwinkelglaukoms eine Erniedrigung der Blutflussgeschwindigkeit der A.
ophthalmica und ein erhohter Widerstand der A. centralis retinae gemessen
werden (Schumann et al, 2000). Diese Beobachtung wird durch die Studien von
Yamazaki et al, Gherghel et al und Galassi et al gestitzt, welche ebenfalls
erniedrigte Blutflussgeschwindigkeit und erhdhten Gefallwiderstand bei Patienten
mit Gesichtsfeldverlust und normalen Augeninnendruck nachweisen konnten
(Yamazaki et al, 1997; Gherghel et al, 2001; Galassi et al, 2003). Die Studie von
Galambos et al, welche die  systolischen und enddiastolischen
Blutflussgeschwindigkeiten in den kurzen hinteren Ziliararterien und der A. centralis
retinae abhangig vom Lagewechsel des Glaukompatient mit dem des gesunden
Probanden verglich, ist ebenfalls fiir diese Uberlegung von Bedeutung. In der
Gruppe der Glaukompatienten war nach der Lageanderung eine signifikante
Verminderung der Blutflussgeschwindigkeit feststellbar, in der Gruppe der
Gesunden nicht. Dies weist auf eine insuffiziente Regulation des Blutflusses in den
retrobulbaren Gefallen von Glaukompatienten nach Lageanderung hin (Galambos
et al, 2006). Es liegen somit Hinweise fir eine zentrale Bedeutung der
verminderten Sehnervenkopfdurchblutung in der  Pathogenese des

Normaldruckglaukoms vor.

Durch die Beobachtungen der angeflihrten Studien kann man schliessen, dass
eine verminderte Durchblutung des Sehnervenkopfes einen wichtigen Faktor in der
Entstehung des Normaldruckglaukoms darstellt. Im Mittelpunkt stehen dabei
Uberlegungen zu Veranderungen der Durchblutung aufgrund von Vasospasmen.
Es gibt Hinweise darauf, dass die Gefallregulation von Patienten mit primar
chronischem Offenwinkelglaukom aufgrund von Vasospasmen abnorm verandert
istt. Man konnte nach provozierten Temperaturanderungen Kapillarspasmen
nachweisen, welche gesunde Probanden nicht aufwiesen (Gasser et al, 1991;
Gherghel et al, 2004). Prunte et al konnte erganzend dazu einen Hinweis auf den
Zusammenhang zwischen lokalen Vasospasmen und einer veranderten
Autoregulation des Blutflusses geben (Prunte et al, 1998). Haufroid et al zeigte
ebenfalls auf, dass Vasospasmen eine veranderte Autoregulation der Gefalke zur
Folge haben und im Zusammenhang mit der glaukomatésen Optikusneuropathie

stehen. Dabei treten Vasospasmen interessanterweise gehauft im Sinne eines
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vasospastischen Syndroms auf. Das bedeutet, dass diese Patienten auf Stimuli wie
Kalte und emotionalen Stress mit Spasmen reagieren und gehauft an
vasospastischen Symptomen wie kalten Akren, niedrigem Blutdruck und Migrane
leiden (Haufroid et al, 2004). Auch Delaney et al weist auf eine Involvierung von

Vasospasmen bei der Entwicklung des Glaukoms hin (Delaney et al, 2006).

Ausgehend von den aufgefiihrten Beispielen kann die Vermutung erhartet werden,
dass bei der Entstehung des Normaldruckglaukoms eine verminderte Durchblutung
und eine gestorte Autoregulation des Gefaldtonus’ eine wichtige Rolle spielt. Diese
Durchblutungsstorungen konnten durch Vasospasmen gekennzeichnet sein, da
Vasospasmen im Zusammenhang mit vielen vaskularen Erkrankungen und dabei
insbesondere auch an GefalRen des Auges beobachtet werden. Man kann
darlUberhinaus feststellen, dass freie Radikale Vasospasmen auslosen konnen.
Diese Radikalwirkung konnte bei der Pathophysiologie des Normaldruckgaukoms

eine wichtige Rolle spielen.

1.2 Hypothesen und Fragestellungen

Wie aus den vorangegangenen Ausflihrungen hervorgeht, spielen
Sauerstoffradikale bei einer Vielzahl von Stoffwechselprozessen eine zentrale
Rolle. Sie kénnen dabei neben ihrer physiologischen Funktion auch deletare

Wirkungen wie zB. auf Gefalle im Sinne eines Vasospasmus’ entfalten.

Hintergrund der vorliegenden Arbeit ist, dass bei vielen GefalRerkrankungen
oxidativer Stress und Sauerstoffradikale involviert sind und zu einer
Tonuserhéhung fihren kénnen. Auch beim Normaldruckglaukom kann eine
Fehlregulation des Gefalttonus’ beschrieben werden. Es gibt Hinweise darauf,
dass die Gefalle des Auges von Glaukompatienten oxidativem Stress, in Form von
freien Radikalen, ausgesetzt sind (Sacca et al, 2005; Gherghel et al, 2005). Dies
konnte sich negativ auf die Durchblutung des nachgeschalteten Gewebes

auswirken.

Die dieser Arbeit zugrunde liegende Vermutung ist, dass freie Radikale den

Gefalltonus von Ziliararterien beeinflussen kénnen. Es wird angenommen, dass
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Radikale zu Kontraktionen der glatten GefalRmuskulatur an Ziliarartrerien fuhren,

der GefalRtonus sich also unter dem Einfluss von oxidativem Stress erhoht.
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2. Material und Methoden

2.1 Losungen

2.1.1 Stammldsung

Dissektionslésung und Experimentierlésung wurden kurz vor Gebrauch aus einer
10-fach konzentrierten Stammlésung hergestellt, die alle Inhaltsstoffe in 10-facher

Konzentration enthielt, auller

- 2,3-Butane-Dione-Monoxime (BDM)
- Glucose
- Calciumchlorid und

- 2[4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperan-zinyl]-ethansulfonsaure (HEPES)

Die fehlenden Stoffe wurden bei Herstellung der Dissektions- oder Experimentier-
I6sung in der jeweils bendtigten Menge direkt zugegeben. Die Stammlésung wurde

nie langer als drei Wochen aufbewahrt und verwendet.

2.1.2 Experimentierlosungen (Krebs-Henseleit)

Die nachfolgend beschriebenen Ldsungen unterscheiden sich hinsichtlich ihrer
Konzentration an Kaliumchlorid und Natriumchlorid und dienten als Basislosungen
fur die Experimente. Zusatze, wie z.B. fir das Radikale-erzeugende-System,
wurden diesen Losungen, wie genauer an entsprechender Stelle in diesem Kapitel
beschrieben, zugesetzt. Die Relaxierungslésung enthielt folgende Stoffe in den

angegebenen Konzentrationen:

Bezeichnung Summenformel | Konzentration
Natriumchlorid NaCl, 116,0mM
Glucose CeH12056 10,0mM
Kaliumchlorid KCI 5,0mM
Calciumchlorid CaCl, 2,5mM
Natrium-di-Hydrogenphosphat NaH,PO, 2,0mM
Magnesiumchlorid MgCl, 1,2mM
Natriumsulfat Na,SO, 1,2mM
HEPES 20mM
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Die Aktivierungslosung enthielt

Konzentrationen:

folgende Stoffe

in den angegebenen

Bezeichnung Summenformel |Konzentration
Natriumchlorid NaCl, 5,0mM
Glucose CeH12056 10,0mM
Kaliumchlorid KCI 120,0mM
Calciumchlorid CaCl, 2,5mM
Natrium-di-Hydrogenphosphat NaH,PO, 2,0mM
Magnesiumchlorid MgCl, 1,2mM
Natriumsulfat Na,SO, 1,2mM
2[4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperan- 20mM
zinyl]-ethansulfonsaure HEPES

Um die  Dosis-Wirkungskurve

zZu erstellen

war es notwendig,

Experimentierlésungen in den folgenden Zwischenschritten zu verwenden. Die

Kaliumkonzentration wurde auf 10mM, 30mM, 60mM und 90mM erhoht; um die

Gesamtosmolaritat auszugleichen, wurde die NaCl- Konzentration entsprechend

reduziert. Die in den Tabellen angegebenen Calciumchlorid-Konzentrationen

entsprechen der Endkonzentration. Zur Einstellung des pH-Werts auf 7,4 wurde

mittels 1-molarer Salzsdure und 1-molarer Natronlauge titriert und 20mM des

Puffersystems HEPES hinzugegeben. Zur Anreicherung mit Sauerstoff wurde die

Experimentierlésung wahrend des Versuchs mit medizinischem Sauerstoff (ca.

98% 0O,) begast.
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2.1.3 Dissektionslosung

Die Dissektionslésung bestand aus 2,3-Butane-Dione-Monoxime (BDM), in die das
Schweineauge direkt nach dem Transport in die Klinik Gberfliihrt wurde. In ihr
erfolgte die Praparation und das Praparat wurde bis zum Abschlul®3 des
Einspannens in die Anlage, in dieser Losung belassen. Die Zusammensetzung war

ahnlich wie die der Experimentierlésung. Die Unterschiede sind mit einem Stern (*)

vor der Bezeichnung des Stoffes hervorgehoben:

Bezeichnung Summenformel |Konzentration
Natriumchlorid NaCl, 116,0mM
* 2,3-Butane-Dione-Monoxime C4H;NO>» 20,0mM
(BDM)

Glucose CeH12056 10,0mM
Kaliumchlorid KCI 5,0mM
Natrium-di-Hydrogenphosphat NaH,PO, 2,0mM
Magnesiumchlorid MgCl, 1,2mM
Natriumsulfat Na,SO, 1,2mM
* Calciumchlorid CaCl, 0,2mM

BDM blockiert die Querbrickenbildung der Myofilamente und senkt dadurch den
Sauerstoffverbrauch des Gewebes (Vahl et al, 1995; Jayawant et al, 1999).
Ebenso wie die Experimentierlosung wurde auch die Dissektionslésung auf einen
pH-Wert von 7 4 titriert (siehe Kapitel 2.1.1)

2.1.4 Wasserstoffperoxid-Losung fur das Radikale-erzeugende-System

Als Ausgangslésung wurde 30%-iges Wasserstoffperoxid (H2O2) der Firma Merck
verwendet. Dies entspricht einer Konzentration von 9,79mol/l. Von dieser Ldsung
wurden unmittelbar vor dem Experiment 400ul mit 50ml der Experimentierlosung
gemischt. Dies entspricht einer Wasserstoffperoxid-Konzentration von 4mM. Alle
Vorgange, bei denen mit Wasserstoffperoxid gearbeitet wurde, fanden in einem
abgedunkelten, nur mit einem schwachen Licht beleuchteten Raum statt, um die

Dissoziation des H>O, durch Licht zu verhindern.
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2.1.5 Fe-NTA-L6sung fur das Radikale-erzeugende-System

In Anlehnung an ein von Teichmann beschriebenes Verfahren wurde eine 1mM
Lésung des Chelat-Komplexes aus dreiwertigem Eisen (Fe*) und Nitrilotriacetat
(NTA) — Fe* 2 [NTA] — wie folgt hergestellt:

In 25ml eines 40mM Hepes/TRIS-Puffers (pH 6,0) wurden 50umol Eisen-3-Chlorid
(FeClz[6 H20], MW 270,30g) und 100umol Nitrilotriacetat (NTA, MW 191,10g) unter
Ruhren gelost. Die fertige Losung wurde mit 1N Natronlauge (NaOH) auf einen pH-

Wert von 7,0 eingestellt und anschlieliend mit Aqua bidest. auf 50ml aufgefullt.

2.1.6 Pyruvat

Vor Gebrauch im Rahmen der Pyruvat-Versuchsreihe wurde 1mM Pyruvat der

Lésung zugegeben. Es wurde flr jeden Versuch frisch angemischt.

2.1.7 Radikale-erzeugendes-System

Fur diese Arbeit wurden Hydroxylradikale verwendet, die in einem System aus
Wasserstoffperoxid (H2O.) unter Katalyse von dreiwertigem Eisen generiert
wurden. Hydroxylradikale (*OH) entstehen hier Uber die Fenton-/Haber-Weiss-

Reaktionen:

(1) Hx02+2Fe* > 2Fe? +0,+2H"

(2) 2(Fe*"+H;0;)  —2(-OH +Fe® + OH)

Als Summe aus den Gleichungen (1) und (2) ergibt sich folgende Reaktion:
(38) 3 H02 —>2+0H + 0, + 2 H,0

Eisen wird mit Nitrilotriacetat komplexiert, um es in geloster Form zu stabilisieren
(siehe Kapitel 2.1.6). Nahere Angaben dazu finden sich im Kapitel

Versuchsaufbau.
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2.1.8 Depolarisierung

Das Potential, bei dem elektrische und chemisch-osmotische Kréafte im
Gleichgewicht sind, ist das Gleichgewichtspotential. Man kann dies nach der

Nernst-Gleichung berechnen (aus Silbernagel, 2001).

Das Gleichgewichtspotential nach Nernst (bei 37°C) liegt bei
E=-61mV x log1o ([K']e/[K"]:).

Die maximale Depolarisierung erfolgte bei E=-4mV mit der Erhoéhung der
extrazellularen Kaliumkonzentration auf 120mM und die Polarisierung erfolgte bei
E=-61mV mit der Erniedrigung der extrazellularen Kaliumkonzentration auf 5mM,

wie in oben genannten Losungen angegeben.

Die maximale Depolarisierung erfolgte bei -4mV, die halbmaximale Depolarisierung
bei -41mV.
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2.2 Versuchsaufbau

Vor der Beschreibung des Versuchsaufbaus sollte darauf hingewiesen werden,
dass alle Versuche auf zwei teilweise zusammenhangenden Anlagen parallel
durchgefiuihrt wurden. Gemeinsam genutzte Komponenten beider Anlagen waren
die Pumpe fir die Experimentierlésungen, der Perfusor und der Computer zur
Datenerfassung. Die Flussigkeitskreislaufe beider Anlagen waren aber getrennt, so
dass unterschiedliche Protokolle (z.B. Intervention und zugehoriges
Kontrollexperiment) parallel durchgefiihrt werden konnten. Im Aufbau waren beide
Anlagen identisch, weshalb die folgende Beschreibung von nur einer

Versuchsanordnung ausgeht.

2.2.1 Aufbau des Organbades

Im Zentrum der Anlage stand das so genannte Organbad, in dem sich das
Muskelpraparat umsplilt von Experimentierlosung befand. Der detaillierte Aufbau
des Bades ist der Querschnittszeichnung in Abb.1 zu entnehmen. Das Bad
besteht aus einer kleinen Wanne, die in eine etwa 10mm dicke Plexiglasscheibe

gefrast wurde.

In die Wanne tauchten zwei Haken zur Befestigung des Praparats ein. Dabei
wurde der eine Haken so positioniert, dass er sich genau gegentber dem anderen
befand.

Der eine Haken ist mit einer Mikrometerschraube verbunden, so dass man ihn
langsam langs des Bades bewegen kann, um den Muskel vorzudehnen. Der
Haken auf der anderen Seite ist starr mit einem Kraftaufnehmer ,KG7* der Firma
Scientific Instruments, Heidelberg, verbunden. Die Verbindung zwischen
Kraftaufnehmer, Mikrometerschraube und den beiden Haken wurde aus einer

klinikiblichen Stahlkantle hergestellt.
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Abb. 1 Aufbau des Organbades

2.2.2 Kreislauf der Experimentierlosung

Mit einer Pumpe wird die Experimentierlosung aus dem Vorratsbehalter in das
Organbad befordert. Auf der dem Zulauf des Organbades gegenlberliegenden
Seite befindet sich ein Ablauf, Uber den die Experimentierldésung abgesaugt wird.
Von dort gelangt die Experimentierldsung Uber eine Pumpe wieder zurick in den
Vorratsbehalter. Die Geschwindigkeit der Pumpe wurde so gewahlt, dass in einer

Sekunde der halbe Flissigkeitsinhalt des Organbades ausgetauscht wurde.

Neben diesem Kreislaufsystem gab es einen zweiten Zulauf zum Organbad. An ihn
war ein klinikiblicher Perfusor der Firma B. Braun angeschlossen, so dass hier
genau dosiert und kontinuierlich geringste Mengen einer Flussigkeit in das
Organbad eingespeist werden konnten. In der vorliegenden Arbeit wurde dieser
Zulauf fir die Zugabe von Wasserstoffperoxid verwendet. Mehr dazu ist in den
Kapiteln 2.1.3 und 2.1.6 zu finden. Siehe dazu auch Abb. 2.

Alle Teile des Leitungssystems fir die Experimentierldosung waren aus Kunststoff,
um Einflisse auf das Radikale-erzeugende-System zu vermeiden. Es wurden
weitgehend  klinikiibliche  Standardartikel ~ mit  Luer-Lock-System  wie

Infusionsleitungen, Perfusorschlauche und Verbindungsstiicke gewahlt.

Sowohl Zu- als auch Ablauf beider parallel betriebener Anlagen wurden von
derselben Pumpe angetrieben. Es handelte sich dabei um eine Peristaltikpumpe

mit vier Kanalen. Der Ablauf des Organbades lief Uber groRerlumige
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Pumpenkanale, um sicher zu verhindern, dass das Bad durch ein Ubergewicht der
Zufuhr Uberlief.
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Abb. 2 Kreislauf der Experimentierlésung

2.2.3 Heizungssystem

Das Heizungssystem wurde benutzt, um die Temperatur der Experimentierldsung

auf einen Wert im Bereich der Kérpertemperatur zu erhéhen.

Kernstick der Heizung war das Wasserbad der Firma Lauda Typ RE109. Das
gewarmte Wasser wurde direkt aus dem Vorratsbehalter des Wasserbades in ein
grol3lumiges Schlauchsystem gepumpt. Daran schlie3t sich ein selbst gebauter
Warmetauscher an, in dem das Heizmittel seine Warme an die

Experimentierlésung abgeben kann, kurz bevor diese in das Organbad stromt.

Die Heizleistung wurde so eingestellt, dass die Temperatur im Organbad zwischen
36,0°C und 36,5°C lag. Die erforderliche Heiztemperatur dafir betrug in der
Anlage 38,5°C.
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2.2 .4 Kraftaufnehmer

Zur Messung der Kraft wurde ein Kraftaufnehmer (KG7) und ein Brickenverstarker
(DUBAMA4C) von der Firma Scientific Instruments, Heidelberg, verwendet. Vor

Gebrauch wurde der Kraftaufnehmer geeicht.

2.2.5 Pflege der Anlage

Nach jedem Experiment wurde die Anlage mit 200ml sterilem Aqua dest.
durchgespilt. Alle zwei Wochen wurde die komplette Anlage mit 25%-iger

Essigsaure gespult.

Bei Verunreinigungen oder Beschadigungen wurden die betroffenen Teile
ausgetauscht. Besonders das Schlauchsystem hatte eine erhdhte Verschleildrate

und wurde deshalb regelmafig ausgewechselt.
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2.3 Datenakquisition und Auswertung

2.3.1 Uberblick

Wie im Kapitel Uber den Versuchsaufbau dargelegt, war das Muskelpraparat tber
den Haken mit einem Kraftaufnehmer verbunden. Das elektrische Potential am

Kraftaufnehmer war proportional zur angelegten Kraft.

Auf dem Computer lief wahrend des Experiments ein von der Arbeitsgruppe selbst
entwickeltes Programm auf Basis von LabView der Firma National Instruments
(Austin, TX, USA) zur Datenakquisition. Die digitalisierten Informationen wurden in
Dateien abgelegt, die nach Abschluss des Versuchs mit Hilfe eines ebenfalls selbst
entwickelten Analyseprogramms ausgelesen wurde. Die Ergebnisse der Analyse
wurden in Textdateien abgelegt. Diese konnten von Microsoft Excel eingelesen

werden, um dann statistisch und grafisch weiter bearbeitet zu werden.

Beide Anlagen nutzten gemeinsam einen Rechner. Die verwendete LabView-
Applikation war darauf ausgelegt, mehrere Kanadle der Wandlerkarte zu
Uberwachen, so dass mit einem Programm gleichzeitig Daten aus beiden

parallelen Experimenten aufgezeichnet und ausgewertet werden konnten.

2.3.2 Statistische Auswertung

Die konvertierten Versuchsdaten wurden in Microsoft Excel importiert und dort
weiter bearbeitet. Die statistische Signifikanz wurde mittels Student-t-Test flr
unverbundene oder verbundene Stichproben bestimmt. Das Signifikanzniveau

wurde auf p=0,05 festgesetzt.
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2.4 Praparation — Vom Schwein zur kontrahierenden Ziliararterie

2.4.1 Entnahme der Augen

Die Augen wurden in einem Schlachtbetrieb dem Schwein enthommen und der
Augenklinik angeliefert. Dort angekommen, wurden die Augen unverziglich in
BDM-haltige Dissektionsldsung uberfuhrt und gekihlt. Wahrend aller weiteren
Praparationsschritte verblieben die Augen in der Dissektionslosung und wurden

weiterhin gekunhlt.

2.4.2 Auswahl und Entnahme geeigneter Ziliararterien

Unter einem Praparationsmikroskop wurde am exzidierten Auge bei etwa 12-facher
VergroRerung das rlckseitig gelagerte Auge und der austretende Sehnerv
dargestellt und auf geeignete Arterien untersucht. Als brauchbar anzusehen sind
unverzweigte, frei der Lederhaut aufliegende Arterien mit einem Durchmesser von
500 bis 1000um.

Grundsatzlich wurde bei der Entnahme der Arterien darauf geachtet, dass der Teil
des Praparates, der spater die Kraft liefern sollte, nicht berGhrt oder gedehnt
wurde. Dies bedeutete fur die Praparation, dass die GefalRe nur an der Adventitia
oder umliegenden Bindegewebe mit der Pinzette angefasst werden durften,
wohingegen eine Manipulation der Media oder Intima vermieden werden musste.
Die Mobilisierung sollte so schonend wie madglich erfolgen, da das
Kontraktionsverhalten eines Gefaldiringes durch Praparationsfehler negativ
beeinflusst wird. Die weitere Praparation war dann durch die Anforderungen der
Haken-Haken-Aufhangung in der Anlage bestimmt (siehe Abb. 1). Die Arterie

wurde moglichst ohne anhaftendes Gewebe entnommen.
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2.4.3 Transfer der Praparate vom Praparierplatz in das Organbad

An der Anlage wurde zunachst die Umwalzpumpe fir die Experimentierldsung
abgeschaltet. Dann wurde die Arterie in das Organbad gegeben, so dass sie
zunachst frei in der Losung schwamm. Auf diese Weise war es mdglich, die Arterie

naherungsweise berlhrungsfrei an seinen Bestimmungsort zu transportieren.

2.4.4 Einspannen des Muskels

Wie in der Beschreibung der Experimentieranlage (vgl. Abb. 1) dargelegt, stehen
sich die beiden Haken senkrecht und parallel zueinander ausgerichtet gegenuber.
Wichtig war hierbei vor allem, dass die Spitzen der beiden Haken sich berthrten
und so parallel wie moglich nebeneinander standen, da sonst ein Eintreten beider
Haken in das kleine Arterienlumen unmaoglich war. Die Arterie wurde so uUber die
beiden Haken gezogen, dass sie genau in der ihr zugedachten Position zu liegen
kommt. Dafiur wurde das Lumen der Arterie durch mehrmaliges Untertauchen in
der Reaktionsldésung soweit durchgesplilt und gedffnet, dass Uberhaupt erst ein
Eintreten der Haken in das Lumen méglich wurde. Fir das Uberziehen wurden

zwei feine Pinzetten und ein Praparationsmikroskop benutzt.

2.4.5 \Weitere Schritte bis zur kontrahierenden Arterie

Nachdem die Arterie sicher im Organbad uber beide Haken gezogen war, wurde
die Umwalzpumpe wieder eingeschaltet, um die Zirkulation der Loésung zu
gewahrleisten. Dann wurde mittels der Mikrometerschraube der an ihr befestigte
Haken von dem anderen Haken wegbewegt. Hierbei kam es zu einer Entfaltung
des Arterienlumens und infolgedessen zu einem Spannungsanstieg an dem am
anderen Haken befestigten Kraftaufnehmer. Der Haken wurde nur genau soweit
wegbewegt, bis gerade ein konstanter Spannungszustand der Arterie von der
Software registriert wurde. Jetzt konnte mit der eigentlichen Vordehnung der
Arterie mit 12mN begonnen werden. Dieser Wert wurde in vorhergehenden
Experimenten ermittelt. Bei diesem Wert konnte die groRtmdgliche Kontraktion
erreicht werden. Anhand der in Echtzeit registrierenden Software konnte genau der

angegebene Wert vorgedehnt und die Mikrometerschraube an entsprechender
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Position gestoppt werden. Das Gefald begann die Dehnung zu kompensieren,
indem es relaxierte. Diese Relaxierung war gewlunscht und senkte den registrierten
Spannungszustand bis auf das Ausgangsniveau zurick. Es dauerte ca. 30 Minuten

bis die Relaxierung beendet war.

Um sicher zugehen, dass das Gefal} bei der Praparation nicht zu sehr beschadigt
wurde oder aus einem anderen Grund funktionsunfahig war, wurde eine Testung
der Kontraktionsfahigkeit vorgenommen. Zu diesem Zweck wurde die
Relaxierungslosung ausgewechselt und die Aktivierungslosung in das
Schlauchsystem eingespeist. Durch die hohe Kaliumkonzentration der
Aktivierungslésunglésung von 120mM/L depolarisierte das Membranpotential der
muskularen Zellen der Arterie auf -4mV und verursachte eine Vollkontraktion des
Gefales. Diese wurde registriert und ab einer Amplitude von mindestens 1mN als
adaquat bewertet. Bei geringeren Kraften musste von einer Verletzung des
GefalRes wahrend der Praparation ausgegangen werden. Um das
Membranpotential wieder zu polarisieren wurde die Aktivierungslésung erneut
gegen die Relaxierungslésung ausgewechselt und somit eine Relaxierung auf

Ausgangsniveau erreicht.

Der Experimentierldsung wurde dann, dem jeweiligen Protokoll folgend, vor dem
Eintritt in das Schlauchsystem Fe**-NTA in einer Konzentration von 10pmol/l
zugegeben (5uml der im Kapitel 2.1 beschriebenen Fe**-NTA-Lésung auf 50ml
Experimentierlésung). Um das Praparat freien Radikalen auszusetzen, wurde
Wasserstoffperoxid Uber einen kliniktblichen Perfusor (siehe Anlagenbeschreibung
in Kap. 2.3.2) dem Bad in entsprechender Menge direkt zugesetzt. Die
Perfusorspritzen, die H,O, enthielten, waren aus schwarzem, lichtundurchldssigem
Plastik

Die aus dem Bad abgeflossene Peroxid-, bzw. OFR-haltige Experimentierlésung
wurde nicht zurlick in das Vorratsgefald gepumpt, sondern direkt verworfen.
Dadurch sollten Effekte durch eventuell zirkulierendes Peroxid oder im System
kreisende freie Sauerstoffradikale von vornherein ausgeschlossen werden, auch

wenn bekannt ist, dass sie wenig stabil sind.

Die Expositionsdauer gegeniber OFR betrug je nach Protokoll zwischen zehn
Sekunden und zwei Minuten. In Vorversuchen hat sich gezeigt, dass der Muskel

diese Zeitspanne unter OFR relativ gut Ubersteht, d.h. dass er nach einer gewissen
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Erholungszeit wieder stimulierbar war. Zugleich war aber die im Ergebnisteil
eingehend beschriebene Kontraktur als akute Folge der Radikalexposition deutlich

ausgepragt.

2.4.6 Protokolle

Das erste Protokoll diente der Entwicklung einer Dosis-Wirkungskurve fur Kalium.
Es wurde wie folgt vorgegangen: Ausgehend von der niedrigen Kalium-
Konzentration von 5mM in der Experimentierlésung, wurden flr jeweils mindestens
15 Minuten nacheinander in aufsteigenden Konzentrationen Lésungen mit 10mM,
30mM, 60mM, 90mM und 120mM (die Loésungen werden im Kapitel 2.1.1.
beschrieben) in das Organbad eingeleitet. Die Lésungen wurden nach jedem
Gebrauch verworfen. Dabei wurde die entwickelte Kontraktionskraft F der jeweils
entsprechenden Kaliumkonzentration gemessen. Danach wurde das Gefal} mittels
der Ausgangskonzentration von 5mM relaxiert. Aus den gewonnen Daten liel3 sich
eine Beziehung zwischen Kaliumkonzentration und der resultierenden Wirkung auf

das Gefal} darstellen.

Das zweite Protokoll diente der Untersuchung der Radikalexposition des Gefalles
Uber einen definierten Zeitraum. Das Gefald wurde halbmaximal vorkontrahiert, was
nach der Konzentrationskurve fur Kalium (Kapitel Ergebnisse, Abb. 1) bei ca. -
41mV der Fall war, so dass die entwickelte Kontraktionskraft zwischen 40% und
60% des Maximums lag. Es wurden zwei Gruppen gebildet. Die eine Gruppe
enthielt einen Zusatz von 1mM Pyruvat in der Reaktionslésung, die andere Gruppe
nicht. Die Einleitung der Radikale erfolgte wie in Kapitel Radikale erzeugendes
System beschrieben. Somit konnte der Effekt der freien Radikale auf die
GefalRkontraktur sowohl mit als auch ohne Pyruvatzusatz getestet werden. Die
Expositionszeit lag in der ersten Versuchsreihe bei zehn Sekunden, in der zweiten
Versuchsreihe bei 20 Sekunden und in der dritten Versuchsreihe bei zwei Minuten.

Die Lésungen wurden nach jedem Gebrauch verworfen.
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3. Ergebnisse

In der ersten Serie wurde eine Dosis-Konzentrationskurve fur Kalium erstellt. Die
Ergebnisse sind in Abb. 3 gezeigt und sind mittels des Wertes der
Volldepolarisierung normalisiert worden (in mN). Bei einem Potential von
naherungsweise -20mV lag die maximale Kraftentwicklung vor, eine halbmaximale

Kraftentwicklung bei -41mV.

F/ mN

0 T . T T T 1

-100 -80 -60 -40 -20 0

Nernst potential for K *I'mV

Abb.3 Dosis-Konzentrationskurve Kalium n=5

Bei praaktivierten Arterienringen erfolgt die Radikalexposition. Diese Exposition
resultiert in einer Zunahme der entwickelten Kraft, so wie sie in Abb. 4 dargestellt

wird. Diese Zunahme der Kontraktion war reversibel.
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Abb. 4 Originalaufzeichnung eines Experimentes mit Radikalen. Um einen
Bezugswert flr eine spatere Evaluierung zu erhalten, wurde das Praparat auf

-4mV depolarisiert und anschliellend relaxiert. Dann erfolgte eine Praaktivierung
auf den halbmaximalen Bezugswert mittels Depolarisierung auf -41mV. Wenn die

entwickelte Kraft stabil war, wurde es mit Radikalen behandelt.

Die gemittelten Daten fir alle Experimente sind in Tab. 1 und Abb. 5 dargestellt.
Alle drei Expositionszeiten zeigten einen signifikanten Anstieg der
Kontraktionskraft, wobei die HoOhe der Amplitude unabhangig von der

Expositionszeit war.

-41mV -41mV+OH Statistik
10s 0.35+0.08 0.62+0.12 P=0.003; n=8
20s 0.46+0.08 0.78+0.10 P=0.02; n=5
60s 0.40+0.09 0.60+0.07 P=0.03;n=6

Tab. 1 Entwickelte Kraft unter Radikalexposition, Normalisierung erfolgte mittels
der Werte der Depolarisierung auf -4mV. Alle drei Expositionszeiten mit Radikalen

fuhrten zu einem signifikanten Anstieg der entwickelten Kraft.
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Rel. GefaRtonus zu Vollkontraktion bei -4mV

O vor OFR
( B nach OFR

-41mV / 10s OFR -41mV / 20s OFR -41mV 60s OFR

Abb. 5 Relative Zunahme des Gefaltitonus’ nach Radikalexposition

30 Minuten nach der Radikalexposition wurden die Arterienringe relaxiert und auf —
4mV depolarisiert, um die Wirkung der Radikale auf die verbliebene
Kontraktionskraft zu testen.

Nach zehn Sekunden Expositionszeit wurde eine entwickelte Kraft nach
Depolarisierung auf -4mV von 0.84+0.13 gemessen, normalisiert auf die initiale
Maximalkontraktion (n=8).

Nach 20 Sekunden Expositionszeit wurde eine entwickelte Kraft nach
Depolarisierung auf -4mV von 0.2510.21 gemessen, normalisiert auf die initiale
Maximalkontraktion (n=>5).

Nach 60 Sekunden Expositionszeit wurde keine entwickelte Kraft mehr nach

Depolarisierung auf -4mV gemessen (n=6).

In der Serie des folgenden Protokolls wurden die Arterienringe auf -22mV
depolarisiert, um eine Maximalkontraktion zu erreichen. Danach wurden die
Arterienringe fir 120 Sekunden mit Radikalen behandelt. Die entwickelte Kraft

nach Radikalexposition Ubertraf die maximale  Kraftentwicklung nach
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Depolarisierung auf -4mV (3.4+£0.6mN vs. 4.0+0.7mN; P=0.04; n=15; Abb. 6)

F/mN

-4mV / w/o OFR -22mV / 120s OFR

Abb. 6 Entwickelte Kraft unter Depolarisierung und unter 120s Radikalwirkung

Die folgenden Kontrollexperimente wurden mit Zugabe des antioxidativ wirkenden
Scavengers Pyruvat durchgeflihrt. Dabei wurde eine Gruppe von Ziliararterien mit
Zugabe von Pyruvat mit Radikalen behandelt und die andere Gruppe als
Kontrollgruppe nur mit Radikalen. Dabei konnte gezeigt werden, dass die relative
Zunahme des Gefaldtonus’ unter Radikalwirkung bei Anwesenheit von Pyruvat

signifikant geringer war, als bei Abwesenheit von Pyruvat (Abb. 7)
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Abb. 7 Radikalwirkung auf den Gefaldtonus ohne und mit Pyruvatzugabe

In Abwesenheit von Pyruvat fuhrt eine zweiminltige Exposition der Praparate
gegenlber Hydroxylradikalen zu einem Anstieg des GefalRtonus’ auf 42 + 7 %
des Ausgangswertes (n=14). Pyruvatzusatz vermindert diesen Anstieg auf
18 £ 3 % (n=15). Der Effekt von Pyruvat ist statistisch signifikant (P=0.003).
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4. Diskussion

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie zeigen, dass freie Radikale eine
Vasokonstriktion bei isolierten Arterienringen der Ziliararterie vom Schwein
induzieren. Es konnte bei unterschiedlichen Expositionszeiten eine signifikante
Tonuserhohung beobachtet werden. Dieses Ergebnis ist in Einklang mit Arbeiten,
die ebenfalls einen Anstieg des Gefalltonus’ unter Radikalwirkung an Arterien
anderer Versorgungsgebiete zeigen konnten (Auch-Schwelk et al, 1989; Rhoades
et al, 1990; Veriac et al, 1993; Wiklund et al, 1996). Die Erhéhung des Tonus’ des
Arterienringes durch Behandlung mit freien Radikalen war transient und reversibel.
Der Effekt weist damit grundsatzliche Parallelen zu dem klinischen Phanomen
eines Vasospasmus auf (Gasser, 1991). Es gibt bisher kaum Informationen Uber
derartige Prozesse am Auge, lediglich ein Autor beschrieb Ahnliches lber die
Wirkung an der Netzhaut von Kaninchen. Es konnte dabei in einem in vivo-
Experiment gezeigt werden, dass oxidativer Stress in einem Ischamie-
Reperfusions-Modell Vasokonstriktionen ausloste (Tezel, 2006). Mdglicherweise
konnte das jetzt etablierte Setup als Vasospasmusmodell fir die Wirkung von
oxidativem Stress auf GefalRe des Auges hilfreich sein.

Im Rahmen der Experimente waren zwei Beobachtungen besonders interessant.
Zum einen konnte gezeigt werden, dass die zeitliche Exposition mit Radikalen mit
der erneuten Aktivierbarkeit des Gefalles korrelierte. So war es méglich, nach einer
Expositionszeit von zehn Sekunden das Gefall zu relaxieren und erneut zu
depolarisieren. Nach 20 Sekunden Radikalexposition konnte eine noch moderate
Kraftentwicklung nach erneuter Depolarisierung gemessen werden, aber nach
einer Expositionszeit von 60 Sekunden war keine Kraftentwicklung mehr messbar.
Das Gefall war nach dieser Expositionsdauer nicht mehr zu depolarisieren. Es
scheint eine von der Expositionszeit abhangige, radikalinduzierte Schadigung des
Gefalles einzutreten. Zum anderen konnte beobachtet werden, dass eine
Radikalexposition die Kraftentwicklung Uber das Ausgangsniveau der
Vollaktivierung steigern kann. Dies spricht moglicherweise fir eine Schadigung der
Myofilamente und folglich veranderte Kalzium-Empfindlichkeit. Die aufgefiihrten
Veranderungen sind so noch nicht beschrieben worden. Es gibt Uberlegungen,
welche sich grundsatzlich mit der Frage beschaftigen, warum der Vasotonus unter

Radikalwirkung zunimmt.
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Einige Autoren vermuten, dass reaktive Sauerstoffradikale mit NO-Radikalen
interagieren und somit einen wichtigen Vasodilatator neutralisieren. Dieser
Mechanismus resultiert demzufolge in einem Uberwiegen der Vasokonstriktoren.
Man konnte zum Beispiel bei Patienten mit akutem Tinnitus hohe Radikal-
Plasmaspiegel und niedrige NO-Plasmaspiegel messen, was fir eine NO-
Neutralisation sprechen wirde (Aladag et al, 2006; Neri et al, 2006). Jedoch stellt
sich die Frage, ob die beschriebene Beobachtung durch diese Uberlegung
befriedigend erklart wird. Im Rahmen der Versuche konnte gezeigt werden, dass
die Gefallkontraktion nach Radikalexposition hoher war als die Kontraktion nach
maximaler Depolarisierung (Abb. 6). Somit scheint eine Erklarung dieser
Beobachtung durch eine Neutralisation der Vasodilatatoren nicht ausreichend zu
sein. Ein anderer Ansatzpunkt ist, dass freie Radikale, direkt oder indirekt, mit
Zellstrukturen wie Kalziumkanalen oder anderen Kanalen, an der Zellmembran
oder dem sarkoplasmatischen Retikulum interagieren. Bei neuronalem und
myokardialem Gewebe ist bereits beschrieben worden, dass es nach oxidativem
Stress zu einem erhdhten Kalziumeinstrom kommt (Ray et al, 2000; Zeitz et al,
2002). Moglicherweise ist dies auch auf Ziliararterien Ubertragbar. Die
durchgefiihrten Experimente geben darlber hinaus einen Hinweis darauf, dass
neben dem Effekt auf den Kalziumeinstrom auch ein Effekt auf die
Kalziumempfindlichkeit der Myofilamente existiert. Daflr wirde die oben
beschriecbene Beobachtung sprechen, dass die Gefallkontraktion nach
Radikalexposition hoher war, als die Kontraktion nach maximaler Depolarisierung
(Abb. 6). Die zugrunde liegende Annahme hierbei ist, dass der Kalzium-Einstrom
bei -4mV maximal ist. Dies unterstitzt die Vermutung, dass freie Radikale den
Kalziumeinstrom und die Kalziumempfindlichkeit von Gefal3zellen beeinflussen
konnen.

In einem Kontrollexperiment ist es gelungen, unter Zugabe von 1mM Pyruvat, die
Wirkung der Radikale auf den Gefaltonus zu vermindern. Dabei konnte
beobachtet werden, dass die relative Zunahme des Gefal3tonus’ unter
Radikalwirkung bei Anwesenheit des Scavengers Pyruvat signifikant geringer war,
als bei Abwesenheit von Pyruvat (Abb. 7). Es konnte somit gezeigt werden, dass
sich der Effekt der freien Sauerstoffradikale durch Zugabe eines Scavengers
groftenteils blocken lasst. Dies spricht dafir, dass es sich tatsachlich um einen

durch freie Sauerstoffradikale induzierten Effekt handelt.
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Die Studie wird durch verschiedene Faktoren limitiert. So ist neben der
Manipulation an der Ziliararterie selber und der daraus resultierenden maoglichen
Beeinflussung der Kontraktionsfahigkeit der Gefalizelle vor allem die Interaktion
des glatten Muskelgewebes mit den verschiedenen chemischen Reagenzien zu
nennen. Zum Beispiel erfolgte die Applikation von BDM unter der Vorstellung, dass
es am ziliaren Gewebe ahnlich wirkt wie am Herzmuskelgewebe. Flr dieses ist
eine protektive Wirkung beschrieben, aber diese Untersuchung fehlt fir die
GefalRmuskulatur des Auges. Daneben ist auch die Applikation des Scavengers
Pyruvat zu nennen, welches als Radikalfanger unlangst bekannt ist, jedoch
madglicherweise auch eine eigene Wirkkomponente auf den Muskeltonus besitzt.
Auch die Interaktion der freien Sauerstoffradikale mit dem Gefaldmuskel ist nach

wie vor unverstanden und Iasst nur eine relativ begrenzte Aussage zu.

4.1 Klinische Bezuge

Klinische Beobachtungen aus anderen medizinischen Fachgebieten stehen im
Einklang mit der Annahme, dass oxidativer Stress im direkten Zusammenhang mit
Vasokonstriktionen stehen kann. Vasospasmen nach Subarachnoidalblutungen
kénnen Folge einer Akkumulation von freien Radikalen sein (Clark and Sharp,
2006). Vasospasmen auf und sind bekannt als eine schwerwiegende Komplikation,
die mit einer hohen Mortalitat einhergeht. Applizierte Scavenger konnten aber die
Wirkung der Radikale nach Subarachnoidalblutungen abmildern (Aladag et al,
2006).

Bei Patienten mit primarem, chronischem Offenwinkelglaukom gibt es ebenfalls
Anzeichen dafir, dass oxidativer Stress in die Pathophysiologie der Erkrankung
involviert ist. Bei Patienten, bei denen eine filtrierende Operation durchgefiihrt
wurde, konnte Gewebe vom Trabekelwerk gewonnen werden. In den untersuchten
Proben wurde nachgewiesen, dass vermehrt DNA durch oxidativen Stress
geschadigt worden war (Sacca et al, 2005). Es stellt sich die Frage, warum es trotz
der Abwehrmechanismen des Korpers zu dieser Schadigung kommen kann. Vor
allem scheint ein gestértes Gleichgewicht zwischen oxidativer Schadigung und
Abwehrmechanismus wichtig zu sein. Dafur gibt es mehrere Hinweise. Gherghel
wies bei Glaukompatienten einen erniedrigten Gluthathion-Spiegel im Plasma nach
(Gherghel et al, 2005). Diese erniedrigten Spiegel kdonnten auf eine erhdhte

Anfalligkeit bei oxidativer Schadigung hinweisen. Die Studie von Ferreira konnte
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zeigen, dass das antioxidative Potential von Glaukompatienten erniedrigt war und
bei 60-70% des normalen Niveaus lag, obwohl die Aktivitat der antioxidativ
wirksamen Enzyme im selben Umfang erhéht war (Ferreira et al, 2004). Das deutet
darauf hin, dass die verminderte Fahigkeit zur Abwehr von oxidativem Stress eine
wichtige Rolle in der Entwicklung des Glaukoms spielt.

Tierexperimente unterstitzten diese klinischen Daten und weisen mehr noch auf
eine Verbindung von oxidativem Stress und einem erhéhtem intraokularen Druck
hin. Kurz nach dem experimentellen Herbeifihren einer okularen Hypertension
konnte man das Ansteigen von Lipidperoxidationen und eine beginnende
Aktivitatssteigerung von antioxidativen Enzymen beobachten (Ko et al, 2005).
Einige dieser Parameter kehrten nach langer andauernder Hypertension zu ihrem
Ausgangswert zurlck. Dies konnte bedeuten, dass ein verandertes oxidatives
Gleichgewicht bereits in frihen Stadien des Glaukoms eine Rolle spielt. Diese
Beobachtung wird durch weitere Studien unterstiitzt. Es konnte gezeigt werden,
dass in langer andauernden okularen Hypertensionen antioxidative
Schutzmechanismen vermindert waren (Gherghel et al, 2005; Moreno et al, 2004).
Vergleichbare Ergebnisse wurden bei Tinnitus-Patienten gefunden (Neri et al,
2006). Auch beim Raynaud-Syndrom scheint oxidativer Stress an der Entstehung
des Krankheitsbildes beteiligt zu sein (Cooke and Marshall, 2005). Das bestarkt die
Vermutung, dass den verschiedenen Erkrankungen zumindest eine gemeinsame
Komponente der Pathophysiologie zugrunde liegt.

Durch die aufgeflhrten Anhaltspunkte scheint die Bedeutung von oxidativem
Stress und dem gestorten Verhaltnis zwischen oxidativem Stress und
Schutzmechanismus gréfler zu sein, als bisher angenommen. Es erscheint
erforderlich, diese bisher wenig untersuchten Zusammenhange in weiteren Studien

zu klaren.

4.2 Schlussfolgerung

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit fihren aus der Sichtweise des Autors zu
zwei wichtigen Schlussfolgerungen. Es lasst sich anhand der Daten beschreiben,
dass oxidativer Stress den GefalRtonus von Ziliararterien nachteilig beeinflussen
kann. Das kénnte bedeuten, dass freie Sauerstoffradikale in der Lage sind, einen

Pathogenesefaktor des primaren chronischen Offenwinkelglaukoms zu
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beglinstigen: eine Veranderung der Hamodynamik. Oxidativer Stress ist somit als
madglicher Mediator der glaukomatdsen Optikusneuropathie anzusehen.

Aulerdem verursacht oxidativer Stress eine kurzfristige Stérung der
Gefalregulation mit Anstieg des Gefaltonus’, welcher Ahnlichkeit mit einem
Vasospasmus besitzt. Die daraus resultierende verminderte Durchblutung kdnnte

eine nachteilige Versorgung des Gewebes zur Folge haben.

Das hier etablierte in vitro-System kénnte als Vasospasmusmodell dienen und fir
weitere physiologische oder pharmakologische Experimente genutzt werden. Dies
kénnte auch fir Erkrankungen mit ahnlich bedingtem Hintergrund wie Migrane,

Tinnitus oder der Raynaud-Erkrankung sinnvoll sein.

5. Zusammenfassung

Bei der Entstehung des Normaldruckglaukoms spielt eine Fehlregulation des
Gefalltonus’ und eine verminderte Durchblutung eine mdglicherweise
entscheidende pathophysiologische Rolle. Es gibt Hinweise darauf, dass
Glaukompatienten vermehrt oxidativem Stress ausgesetzt sind. Die dieser Arbeit
zugrunde liegende Vermutung ist, dass oxidativer Stress und freie
Sauerstoffradikale den Gefalltonus erhéhen und somit die Durchblutung negativ
beeinflussen koénnen. Die Versuche wurden an Ringpraparaten der hinteren
Ziliararterien aus Schweineaugen von Schlachtvieh durchgefiihrt. Die Praparate
wurden in ein hierfir konstruiertes Kraft-Mess-System eingebracht und unter
physiologischen Bedingungen mit Radikalen behandelt. In den durchgeflihrten
Experimenten konnte gezeigt werden, dass freie Sauerstoffradikale den Tonus von
Ziliararterien beeinflussen. Die Exposition mit freien Sauerstoffradikalen erfolgte
dabei in unterschiedlichen Radikal-Zeit-Dosen (10s, 20s, 60s). In allen drei
Gruppen wurden vergleichbare, transiente und reversible Kontraktionen beobachtet
(Abb. 5). Sie weisen somit Parallelen zu Vasospasmen auf. Die Annahme, dass
Radikale zu Kontraktionen der glatten GefalRmuskulatur fihren, konnte somit
bestatigt werden. Der in einem Kontrollexperiment zugefligte Scavenger Pyruvat
konnte die Wirkung der Radikale vermindern, was dafir spricht, dass es sich
tatsachlich um einen durch Radikale vermittelten Effekt handelt. Dartber hinaus

konnte beobachtet werden, dass nach Radikalexposition starkere Gefal3-
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kontraktion auslosbar waren, als durch maximalen Kalziumeinstrom durch
Volldepolarisierung mit Kalium (Abb. 6). Dies konnte, neben der vorher
beschriebenen Wirkung der Radikale auf den Kalziumeinstrom in die Muskelzelle,
auch auf eine durch Radikale veranderte Kalziumempfindlichkeit der Myofilamente

hinweisen.
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