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Abkürzungen 
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LPS Lipopolysaccharid 
MTx Methoxamin 
NADPH Nikotinamid-Adenin-dinukleotidphosphat 
NANC non-adrenerg-non-cholinerg 
NE Noradrenalin 
NO Stickstoffmonoxyd 
NOS Stickstoffmonoxyd Synthase 
NPY Neuropeptid Y 
PDE Phosphodiesterase 
PNS periarterielle Nervenstimulation 
PP pankreatisches Peptid 
PVL portalvenöse Ligatur 
RAAS Renin-Angiotensin-Aldosteron-System 
SGC lösliche Guanylylcyclase 
SMA Arteria mesenterica superior 
SP Substanz P 
TBS tris- buffered- saline 
TRIM 1-(2-Trifluoromethylphenyl)imidazol 
TTX Tetrodotoxin 
VIP vasoaktives intestinales Peptid 
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1. Einleitung 
 
1.1 Das hyperdyname Zirkulationssyndrom 

 
Die arterielle Vasodilatation und die vaskuläre Dysregulation bilden den auslösenden Faktor 

für die Entstehung eines hyperdynamen Zirkulationssyndroms (HZS) bei portaler 

Hypertension. Entscheidend in der Pathogenese des HZS ist das Auftreten einer peripheren, 

arteriellen Vasodilatation und einer vaskulären Hyporeaktivität gegenüber Vasokonstriktoren 

(Benoit and Granger, 1986; Bernardi and Trevisani, 1997). Diese verminderte Reaktion auf 

Vasokonstriktoren wurde für Noradrenalin, Arginin-Vasopressin, Angiotensin, Endothelin, 

Methoxamin, etc. nachgewiesen (Sieber et al., 1993; Sieber et al., 1997; Hartleb et al., 1994; 

Kiel et al., 1985; Groszmann and Francis, 1999). 

Auch portal venös ligierte Ratten (PVL), die ca. 10-14 Tagen nach Induktion der portalen 

Hypertension das Vollbild eines HZS entwickeln, weisen eine identische hämodynamische 

Dysregulation auf (Sieber and Groszmann, 1992). Durch die periphere Gefäßweitstellung 

kommt es zu einer relativen Hypovolämie und Hypotonie. Als gegenregulatorische 

Maßnahmen kommt es via Stimulation von arteriellen Barorezeptoren und kardiopulmonalen 

Volumenrezeptoren zu einer Aktivierung des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems 

(RAAS) und des sympathischen Nervensystems. Außerdem wird Arginin-Vasopressin aus der 

Hypophyse ausgeschüttet (Groszmann and Francis, 1999). Mediatoren dieser Systeme 

vermitteln renal eine Natrium- und Wasserretention, was zur Expansion des Plasmavolumens 

führt (Groszmann and Francis, 1999). Die arterielle Vasodilatation und die 

Plasmavolumenexpansion zusammen führen somit zum Vollbild des HZS. Die 

Splanchnikuszirkulation ist dabei von besonderer Bedeutung, da hämodynamische 

Veränderungen hier zuerst auftreten, im Verlauf stärker ausgeprägt und ein eigenständiger 

Faktor hinsichtlich der Progression der portalen Hypertension sind (Groszmann and Francis, 

1999).  

Daher kommt der mesenterialen Zirkulation und deren Gefäßregulation eine Schlüsselrolle in 

der Pathogenese des HZS zu. In Abbildung 1 sind noch einmal die Faktoren und auch die 

gegenregulatorischen Maßnahmen schematisch dargestellt.  

Der ausschlaggebende Faktor für die arterielle Vasodilatation ist die vaskuläre 

Überproduktion von Stickstoffmonoxyd (NO) (Wiest and Groszmann, 1999; Wiest et al., 

1999; Albornoz et al., 2001). Hauptaugenmerk wurde dabei bisher auf die eNOS gerichtet, 

welche eine wichtige Rolle bei der portalen Hypertension spielt (Wiest et al., 1999; Gadano et 
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al., 1997; Cahill et al., 1996). Im Gegensatz dazu konnte kein iNOS-Protein nachgewiesen 

werden (Gyoda et al., 1995). Die bloße Anwesenheit von nNOS-enthaltenden Nervenfasern 

wurde in mehreren Gefäßen und mehreren Spezies nachgewiesen (Toda and Okamura, 1991; 

Toda et al., 1997; Leckstrom et al., 1993; Ignacio et al., 1997; Iadecola et al., 1993; Gyoda et 

al., 1995). Untersuchungen hinsichtlich der Rolle der nNOS für die bekannte vaskuläre NO-

Überproduktion und Vasodilatation bei portaler Hypertension liegen bisher nicht vor.  
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Abb. 1: Pathophysiologie des HZS. Ein erhöhter hepatischer Gefäßwiderstand und ein erhöhter portalvenöser 

Einstrom vermitteln die Steigerung des portalvenösen Druckes. Ein entscheidender Faktor bei der Steigerung des 

portalvenösen Druckes ist die splanchnische Vasodilatation.  

 

Die Vasodilatation in Kombination mit einem erhöhten Blut- und Plasmavolumen ist rein 

makroskopisch schon an den beiden verwendeten Tiergruppen zu erkennen (Abb. 2). 

Während bei den Sham-Ratten eine normale Blutversorgung des Magen-Darm-Traktes 

vorliegt, zeigen sich schon makroskopisch bei den PVL-Tieren im Splanchnikusgebiet 

deutlich stärker durchblutete Gefäße (Abb. 2). 
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   A B

Abb. 2: Darstellung der Splanchnikusregion bei Sham- bzw. PVL-Ratten. Abb. 2A: Gezeigt ist die 

normotensive, kontrolloperierte Ratte. In Abbildung 2B ist das mesenteriale Gefäßbett einer hypertensiven 

PVL-Ratte abgebildet. Man kann erkennen, dass die mesenterialen Gefäße erweitert und von daher stark mit Blut 

gefüllt sind. Auch der Darm ist aufgrund der erhöhten Durchblutung und der venösen Kongestion dunkler 

gefärbt als bei den Sham-Ratten. 

 

Die bei der portalen Hypertension in Verbindung mit der relativen Hypovolämie gesteigerte 

Sympathikusaktivität konnte durch eine erhöhte Plasmakonzentration an Noradrenalin 

(Henriksen et al., 1984) und anhand von muskulären Sympathikusaktivitätsmessungen gezeigt 

werden (Pozzi et al., 2001; Floras et al., 1991). NPY ist mit Noradrenalin in präsynaptischen 

Vesikeln co-lokalisiert und potenziert dessen vasokonstriktive Wirkung über den 

postsynaptisch gelegenen Y1-Rezeptor. Ferner konnte bei vielen pathophysiologischen 

Situationen des Menschen, bei denen der Sympathikustonus erhöht ist, eine gesteigerte NPY 

Konzentration gemessen werden.  Zu solchen Zuständen gehören u. a. der Myokardinfarkt, 

ein erhöhtes Alter, sportliche Tätigkeit und Rauchen (Hulting et al., 1990; Morris et al., 1986; 

Rudehill et al., 1989; Ullman et al., 1990; Winther et al., 1992; Ahlborg et al., 1992; Maisel et 

al., 1989). 

Dabei fehlen bisher Untersuchungen, inwiefern die Wirkung von NPY auf eine 

sympathoadrenerge Vasokonstriktion oder NO-vermittelte Vasodilatation bei portaler 

Hypertension im mesenterialen Gefäßbett verändert ist. 
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1.2. Pathophysiologie 

Die portale Hypertension und das HZS bleiben nicht auf die splanchnische Region begrenzt, 

sondern betreffen viele Organe im Körper. Die Auswirkungen auf zwei wichtige betroffene 

Organe soll nachfolgend kurz skizziert werden. 

Als erstes wäre die hepatische Enzephalopathie anzuführen. Zwei Faktoren sind hier wichtig: 

Zum einen sind die Leberfunktionsstörung mit eingeschränkter Leberzellmasse zu nennen und 

zum anderen sind die Umgehungskreisläufe, die das splanchnische Blut ohne Einbeziehung 

der Leber in den großen Kreislauf leiten, von Bedeutung. Die Folge ist ein Anströmen 

toxischer Substanzen und eine reduzierte Bewusstseinslage. Auch das Verhalten, der Intellekt, 

die Persönlichkeit und die neuromuskulären Aktivitäten sind verändert.  

Eine der größten Komplikationen ist jedoch das hepatorenale Syndrom (HRS). Eine als Folge 

der zunehmenden arteriellen Vasodilatation im Endstadium einer Leberzirrhose/portalen 

Hypertension auftretende exzessive Stimulation der vasokonstriktiven Systeme (s.o.) 

vermittelt schließlich eine renale Vasokonstriktion und damit eine Verminderung der 

Nierenperfusion und  -funktion. So ist das HRS mit einer hohen Mortalität verbunden: Es 

sterben bei einem Serumkreatinwert von >2mg/dl mehr als 90 % der Erkrankten innerhalb 

von zehn Wochen.  
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Abb. 3: Multiorganversagen bei portaler Hypertension. In dieser Grafik ist noch einmal dargestellt, auf welche 

Organsysteme das HZS Einfluss hat.  
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1.3 Klinik 
 
1.3.1 Definition der Leberzirrhose 
 
Das Erscheinungsbild der Leberzirrhose wurde das erste Mal im Jahre 1828 von Laennec 

beschrieben, und bis heute orientiert man sich vornehmlich an der Definition der WHO 

(World Human Organisation). Diese Begriffsbestimmung geht hauptsächlich auf die 

morphologischen Veränderungen der Leber zurück. Die Zirrhose wird demnach als ein 

diffuser Prozess beschrieben, der durch Fibrose und die Umwandlung der normalen 

Leberläppchenarchitektur sowie die Ausbildung strukturell abnormer nodulärer 

Regeneratknoten gekennzeichnet ist. Von der Zirrhose muss man die Fibrose, bei der sich das 

Bindegewebe innerhalb der Leber vermehrt, deutlich abgrenzen. Die Läppchenarchitektur und 

die Gefäßversorgung sind hierbei nicht betroffen. Eine Leberfibrose kann jedoch ein 

Vorstadium zur Leberzirrhose sein. Die Entwicklung zur Zirrhose ist aber nicht zwangsläufig.  

Die häufigsten Ursachen der Leberzirrhose sind vor allem in folgenden Faktoren zu sehen:  

- Alkohol 

- Nicht-alkoholische Fettlebererkrankung 

- Autoimmunerkrankung (Autoimmunhepatitis) 

- Chronische Cholestase mit Cholangitis 

- Arzneimittel, Toxine und andere Fremdstoffe 

 

Jede Leberzirrhose bedingt in Abhängigkeit vom Schweregrad die Ausbildung einer portalen 

Hypertonie. Diese ist die häufigste, und damit auch die mit der höchsten Letalität behaftete, 

Störung. Ein Großteil der Begleiterscheinungen wie z. B. gastroösophageale Varizenblutung, 

Aszites oder das hepatorenale Syndrom sind auf das Vorliegen einer portalen Hypertension 

zurückzuführen (s. u.). 

 

1.3.2 Hämodynamik 

 
Die Durchblutung der Leber macht ca. 25 % des Herzminutenvolumens aus. Davon stammen 
2/3 aus der Pfortader. Letztere führt das venöse Blut aus Magen, Darm, Pankreas und Milz zur 

Leber. Etwa 1/3 des Blutes stammt aus der Arteria hepatica. 

Um die Problematik und die Folgen der portalen Hypertension genau zu schildern, sind im 

Folgenden zwei physikalische Gesetze aufgeführt, die Druck, Blutfluss, Gefäßwiderstand und 

Durchmesser in Zusammenhang bringen.  
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1. Ohmsches Gesetz:    P = Q x R 

2. Hagen-Poiseuillesches Gesetz II:  R = (8 x η x L) / (p x r4) 

Dabei ist : P- Pfortaderdruck ; Q=Blutfluss; R=Gefäßwiderstand; η=Viskosität; 

L=Gefäßlänge; r=Gefäßradius; p=Gefäßdruck 

Was diese beiden Gesetze zum Ausdruck bringen sollen, ist die Tatsache, dass zum einen der 

Pfortaderdruck P direkt vom Gefäßwiderstand R und zum anderen der Gefäßwiderstand R 

vom Gefäßradius r in der vierten Potenz abhängt. Da die Leber selbst den Blutfluss nicht 

kontrollieren kann, übernehmen diese Aufgabe die Widerstandsgefäße im 

Splanchnikusgebiet. Das bedeutet für eine gesunde Leber, dass sie sich dem portalvenösen 

Druck anpasst, und dieser über einen weiten Bereich des venösen Einstromes konstant bleibt. 

Bei einer zirrhotischen Leber ist das jedoch anders. Bedingt durch den zirrhotischen Umbau, 

kann die Steigerung des portalvenösen Blutstromes nur bedingt oder gar nicht kompensiert 

werden.  

Für die chirurgisch bedingte Stenose der Portalvene, wie es bei den in dieser Arbeit 

verwendeten portalvenös ligierten (PVL) Ratten der Fall ist, bedeutet das Hagen-

Poiseuillesche Gesetz, dass eine Verengung der Vene um die Hälfte mit einer Steigerung des 

Gefäßwiderstandes und damit auch des Pfortaderdruckes um das 16fache einhergeht.  
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1.4 Stickstoffmonoxyd (NO) 
 
Stickstoffmonoxyd, das insbesondere durch die vermehrt auftretenden Autoabgase und durch 

Industrie-Emissionen in die Atmosphäre gelangt, wurde lange Zeit als zytotoxisch eingestuft. 

Später fand man heraus, dass es bei vielen Regulationsprozessen im menschlichen Körper 

eine wichtige Rolle spielt (Furchgott, 1980). 

1980 wurde im Gefäßsystem eine Substanz entdeckt, die als EDRF (endothelium derived 

relaxing factor) bezeichnet wurde. Sie hatte eine relaxierende Wirkung auf die glatte 

Gefäßmuskulatur. Sieben Jahre später vermutete man, dass es sich bei dem EDRF um 

Stickstoffmonoxyd (NO) handelt. Diese Hypothese wurde durch folgende Untersuchungen 

bestätigt: Einerseits konnte in Endothelzellen gebildetes NO nach Reaktion mit Ozon mittels 

einer Chemilumineszenz-Methode quantifiziert und mit dem Ausmaß der Relaxation von 

Gefäßstreifen korreliert werden (Palmer et al., 1987). Andererseits wurde das NO nach 

Zersetzung zu Nitrat und Nitrit spektralphotometrisch bestimmt und mit der biologischen 

Wirkung, in diesem Fall war es die Hemmung der Thrombozytenaggregation, verglichen 

(Ignarro et al., 1988). In der Abbildung 4 ist der NO-Produktions- und Signalweg aufgezeigt. 

Bei den zellulären Effekten spielt vor allem der second messenger zyklisches 

Guanosinmonophosphat (cGMP) eine wichtige Rolle . 

 

1.4.1 Die drei Isoformen der NO-Synthase 

 

Mitte der 90er Jahre begann eine intensive Forschungsarbeit über die NOS-Isoformen 

(Ignarro et al., 1988; Moncada et al., 1988), über die NO-abbauenden Enzyme, die 

Phosphodiesterasen, und über die Inhibitoren dieser Enzyme (Palmer et al., 1988). Insgesamt 

sind mittlerweile drei Isoformen der NO-Synthase (NOS) bekannt, die endotheliale (eNOS), 

die induzierbare (iNOS) und die neuronale NOS (nNOS), die alle zwischen 1991 und 1994 

kloniert und aufgereinigt werden konnten. Die Regulation und Lokalisation sind wichtige 

Unterscheidungsmerkmale dieser Isoenzyme. 

Die nNOS wird konstitutiv exprimiert und durch die Bindung eines Ca2+/Calmodulin-

Komplexes stimuliert, und ist daher in ihrer Aktivität abhängig von der intrazellulären Ca2+-

Konzentration. Anfang der 90er Jahre konnte die nNOS isoliert (Bredt and Snyder, 1990) und 

somit ein spezifisches Antiserum gewonnen werden. Mittels immunhistochemischer 

Methoden wurde gezeigt, dass die neuronale nNOS in vielen Gefäßen und in 

unterschiedlichsten Spezies vorkommt (Toda and Okamura, 1991; Toda et al., 1997a; 

Leckstrom et al., 1993; Ignacio et al., 1997; Iadecola et al., 1993; Gyoda et al., 1995). 
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Mittels eines Perfusion-Bioassays wurde nachgewiesen, dass NO (von der nNOS 

synthetisiert) ein Transmitter der NANC (non-adrenerg-non-cholinerg)-Neurone ist, und 

somit die Vasorelaxation von Blutgefäßen bedingt (Bult et al., 1990) (Abschnitt 1.4.2.3). Als 

NANC-Transmitter der Gefäße existiert neben NO auch calcitonin-gene-related-peptide 

(CGRP), Substanz P und ATP, welche ebenfalls eine Vasodilatation vermitteln (Lundberg, 

1996). Abgesehen von den Blutgefäßen versorgen die NANC-Neurone auch den 

Gastrointestinaltrakt, wo Adenosintriphosphat (ATP) und vasoaktives intestinales Peptid 

(VIP) als Mediatoren eine Rolle spielen (Burnstock, 1972). 

Die eNOS ist, wie der Name schon sagt, im Endothel nachzuweisen. Sie wird vor allem durch 

Scherkräfte aber auch durch Hormone, wie z. B. Bradykinin, Histamin und Serotonin aktiviert 

(Ignarro, 1986). Letztere binden an einen G-Protein gekoppelten Rezeptor, was ebenso wie 

die Scherkräfte einen Anstieg der intrazellulären Ca2+-Konzentration bewirkt. Genau wie bei 

der nNOS ist auch für die Aktivität der eNOS eine Bindung des Ca2+/Calmodulin-Komplexes 

essentiell (Gadano et al., 1997; Hayashi et al., 1999). Diese NOS-Isoform ist vor allem bei der 

Blutdruckregulation im Gefäßsystem und bei der Thrombozytenaggregation von Bedeutung. 

Diesen beiden NOS-Isoformen (eNOS/nNOS) ist eine transiente, kurzfristige NO-Freisetzung 

gemeinsam, die vor allem in der glatten Muskulatur der Gefäße eine relaxierende Wirkung 

hat. 

Die induzierbare NO-Synthase (iNOS) wird erst nach Kontakt von Makrophagen mit 

proinflammatorischen Zytokinen bzw. mit bakteriellen Toxinen, z. B. Lipopolysaccharid 

(LPS), de novo synthetisiert (MacMicking et al., 1995; Thiemann, 2004; Moncada et al., 

1991). Die Aktivierung der iNOS hat eine langanhaltende Synthese großer Mengen NO zur 

Folge, das zusammen mit Sauerstoffradikalen eine toxische Wirkung entfaltet (Henry, 1993). 

Bei knock out Mäusen, in denen das iNOS-Gen ausgeschaltet wurde, konnte eine erhöhte 

Anfälligkeit gegenüber intrazellulären Pathogenen festgestellt werden. Durch dieses 

Experiment wurde gezeigt, dass NO ein wichtiger Bestandteil der zellulären Immunabwehr 

ist. Außer in Makrophagen wird die iNOS u. a. noch in glatten Muskelzellen, in der Leber und 

im Myokard gebildet. 

Da für die Fragestellung in dieser Arbeit vor allem die neuronale NO-Synthase von 

Bedeutung war, wird im Folgenden zum größten Teil diese Isoform behandelt. 
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1.4.2 Die neuronale NO-Synthase (nNOS) 
 
1.4.2.1 Struktur und Funktion 

 
Die nNO-Synthase gehört zu der Familie der Cytochrom P450 Enzyme. Sie liegen in ihrer 

aktiven Form als Dimer vor, das verschiedene Kofaktoren wie (6R)-5,6,7,8-

tetrahydrobiopterin (BH4), Flavinadenindinukleotid (FAD), Flavinmononukleotid (FMN) und 

Haem bindet. Diese Kofaktoren sind für die Umwandlung von L-Arginin zu Citrullin über die 

Zwischenstufe des L-Hydroxyarginins von großer Bedeutung. Im Rahmen dieser Reaktion 

entsteht NO und NADPH (Nikotinamid-adenin-dinukleotidphosphat), welches im Verlauf der 

Reaktion zu NADP reduziert wird (Klatt et al., 1992; Mayer et al., 1990). Die molekulare 

Struktur (Abb. 5) lässt sich in zwei Bereiche unterteilen. Zum einen existiert eine Oxygenase-

Domäne, die die Bindungsstellen für das Haem, BH4 und L-Arginin besitzt, und zum anderen 

kommt eine Reduktase-Domäne mit den Bindungsstellen für FAD, FMN und NADPH vor. 

An dem C-terminalen Ende der Oxygenase-Domäne befindet sich die Calcium-Calmodulin 

(CaM) bindende Sequenz. 

 

 

2  FMNCaM FMNPDZ 
 

 

  

 
Abb. 5: Struktur der Domäne von humaner nNOS. Die nNOS beinha

(503 Aminosäuren) und zum anderen die Reduktase-Domäne (435 Am

1434 Aminosäuren und ist ~160 kDa schwer. Abkürzungen: PDZ=P

Ca2+/Calmodulin; FMN=Flavinmononukleotid; FAD= Flavinadenindinu

dinukleotidphosphat          

 

Die Bindung von CaM an die nNOS wird als entscheidend

Enzymaktivität angesehen. Diese hängt somit vor allem von 

ab. Die nNOS wird zudem posttranskriptional reguliert u

(Alderton et al., 2001; Wang et al., 1999a). Untersuchungen

sich die alternativen 5`-mRNA splice Varianten in d

Proteinebene äußern (Eliasson et al., 1997). Sie werden m

bezeichnet (Abb. 6) und haben folgende Charakteristika: 
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Enzymaktivität, und das Protein weist eine PDZ-Domäne (kodiert in Exon 2) auf, was u. a. 

eine Assoziation dieses Proteins mit der Membran möglich macht. Den splice Varianten 

nNOSβ und nNOSγ fehlt diese PDZ-Domäne, weswegen sie cytosolisch lokalisiert sind. Der 

Grund ist das fehlende Exon 2. Die Verteilung der exprimierten nNOS-splice Varianten kann 

sich abhängig von der Entwicklung, von physiologischen oder pathophysiologischen 

Bedingungen ändern (Huber et al., 1998). 

 
nNOSα : 160 kDa 

 

PDZ  FMN FMN FAD              NADPH COOHNH2 CaM 

nNOSγ : 125 kDa nNOSβ : 136 kDa 

 

 

 

 

 

 
Abb. 6: Splice Varianten der nNOS in der Ratte. Insgesamt gibt es drei splice Varianten, die sich in ihrer Größe 

und ihrer intrazellulären Lokalisation unterscheiden. Während die nNOSα membrangebunden ist, kommen die 

beiden anderen Isoformen nNOSβ und nNOSγ im Zytosol vor. 

Rot: nNOSα Aminosäuren 1-1433; blau: nNOSβ Aminosäuren 236-1433; grün: nNOSγ Aminosäuren 336-1433 

Abkürzungen: PDZ=PDZ-Domäne; CaM=Bindungsstelle für Ca2+/Calmodulin; FMN=Flavinmononukleotid; 

FAD= Flavinadenindinukleotid; NADPH=Nikotinamid-adenin-dinukleotidphosphat .   

       (nach: Wang et al., 1999b; Alderton et al., 2001) 
 

1.4.2.2 Lokalisation 

 

Die Lokalisation der nNOS wurde vor allem durch immunhistochemische Verfahren mit 

einem nNOS-spezifischen Antikörper untersucht. Bei mesenterialen Arterien konnten 

periarterielle Fasern, die nNOS enthalten, gefunden werden (Beesley, 1995). Sie waren vor 

allem in der Adventitia und an der Grenze von Adventitia zur Media lokalisiert und konnten 

bereits in verschieden Tiergruppen nachgewiesen werden (Beesley, 1995; Blottner et al., 

1995). Auch bei den Blutgefäßen im Gehirn zeigte sich, dass die perivaskulären nNOS-

positiven Fasern vor allem in der Adventitia lokalisiert sind (Stanarius et al., 1998). Daneben 

finden sich nNOS-positive Nervenfasern in zahlreichen peripheren autonomen Nerven, wie 

z. B. in der Adventitia retinaler, lingualer, uteriner und kutaner Blutgefäße (Merhi et al., 1998; 

Toda et al., 1994a; Toda et al., 1997b; Toda et al., 1994b), sowie in der Adventitia der Arteria 

iliacae, femorales und renales (Davisson et al., 1997; Vials et al., 1997). Ferner konnte 
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Anfang 1990 gezeigt werden, dass die Cholinesterase-/Cholintransferase-, die 

Thyrosinhydroxylase- (Owman, 1990) und die NOS-positiven Nervenfasern (Nozaki et al., 

1993) kolokalisiert sind. Dies dürfte vor allem bei der Regulation der Gefäßweite wichtig 

sein. 

Interessant ist auch, dass die Anzahl der nNOS-positiv gefärbten Nervenfasern abhängig vom 

Alter der untersuchten Tiere ist. So zeigten sich bei 24 Monate alten Ratten signifikant 

weniger NOS-positive Fasern als bei acht bzw. zwei Monate alten Ratten (Carrier et al., 

1997). Die durch die nNOS freigesetzte NO-Menge scheint ebenfalls vom Alter abhängig zu 

sein (Ferrer and Balfagon, 2001; Sieber and Groszmann, 1992). 

 

1.4.2.3 Gefäßregulation durch die nNOS 

 

Der systemische Blutdruck wird über die Veränderung des Durchmessers von Arterien und 

Arteriolen reguliert, wobei die nitrergen- und auch die adrenergen-Nervenfasern, welche die 

peripheren Arterien innervieren, relevant sind (Abb. 7). Das bedeutet, dass sowohl die 

relaxierenden/nitrergen, als auch die konstriktierenden/adrenergen Nervenfasern für die 

Gefäßregulation und damit auch für die Regulation des systemischen Blutdruckes eine 

wichtige Rolle spielen. 

In vivo Versuche haben gezeigt, dass die Gabe von NOS-Inhibitoren, wie z. B. Nitro-L-

Arginin-Methylester (L-NAME) oder NG-monomethyl-L-Arginin (L-NMMA), den Blutdruck 

bei Ratten deutlich erhöhen (Fozard and Part, 1991; Lacolley et al., 1991). Dieser Effekt war 

nach Gabe von L-Arginin reversibel. Die Versuche ließen eine Beteiligung von NO-

Synthasen, wie z. B. der nNOS oder auch der eNOS, bei der Gefäßregulation vermuten. 

Versuche an Hunden (Toda et al., 1993) zeigten, dass durch die Gabe von ganglion blocking 

agents auch die nNOS im Zusammenspiel mit der eNOS die Gefäßweite reguliert. In der Tat 

ließ sich durch die Verwendung von spezifischen nNOS Blockern zeigen, dass die nNOS für 

die Blutdruckregulation wichtig ist (Ollerstam et al., 1997). Weitere Untersuchungen 

unterstreichen die Bedeutung der nNOS für die Gefäßregulation (Toda and Okamura, 1990; 

Toda and Okamura, 1991). Die Funktion der konstitutiv exprimierten NO-Synthasen wurde 

auch anhand von knock out Mäusen untersucht. Ihnen fehlte entweder das Gen für die nNOS 

oder aber die genetische Information für die eNOS. Während die nNOS knock out Mäuse 

normotensiv blieben (Nelson et al., 1995), kam es bei den eNOS knock out Mäusen zur 

Ausbildung einer systemischen und pulmonalen Hypertension (Huang et al., 1995; Shesely et 
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al., 1996). Das belegt eine dominante Bedeutung der eNOS für die Regulation des 

Blutdruckes. Eine Rolle der nNOS ist jedoch nicht ausgeschlossen. 

 

 
adrenerg                          cholinerg           nitrerg 

 

       
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abb. 7: Schematische Darstellung der Interakti
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1.4.3 Guanylylzyklase und der second messenger cGMP 

 

1.4.3.1 Die lösliche Guanylylzyklase (sGC) 

 
Bereits 1969 konnte gezeigt werden, dass die Guanylylzyklase eine cGMP-bildende Aktivität 

besitzt (Schultz, 1969; Hardman, 1969). Es dauerte jedoch bis Mitte der 70er Jahre, dass 

verschiedene Subtypen charakterisiert wurden. Diese unterscheiden sich nicht nur in ihrer 

zellulären Lokalisation (zytosolisch vs. membranständig), sondern auch in ihrer Struktur und 

Regulation. Zwar sind die membranständigen Guanylylzyklasen (m/p GC) (sie gehören zu 

den rezeptorgebundenen transmembranären Enzymen) den löslichen Guanylylzyklasen (sGC) 

strukturell sehr ähnlich, dennoch lassen sie sich aber nicht durch NO stimulieren. Die sGC ist 

der intrazelluläre Effektor für NO. Sie ist ein Heterodimer und besteht aus einer α- und einer 

β-Untereinheit, von denen jeweils zwei weitere Untereinheiten entdeckt wurden: α1, α2, β1, 

und β2. Es konnten jedoch bisher nur zwei enzymatisch aktive Isoformen auf Proteinebene 

identifiziert werden. Die Kombination von α1β1 ist am weitesten verbreitet, wohingegen die 

Isoform α2β1 bisher nur in der humanen Plazenta gefunden wurde (Russwurm et al., 1998). 

Zwar konnten in Sf9-Zellen auch Homodimere nachgewiesen werden, z. B. α1α1 und β1β1, 

jedoch wurde keine enzymatische Aktivität gemessen (Zabel et al., 1999). In Abbildung 8 ist 

die Struktur der sGC schematisch dargestellt. Schon hier sei erwähnt, dass HSP90 ein 

Aktivator der sGC ist (Abschnitt 1.4.4.). 

 

1.4.3.2 Hydrolyse von cGMP 
 
Der second messenger zyklisches Guanosinmonophsphat (cGMP) wird von 

Phosphodiesterasen zu 5'-GMP abgebaut. Das allgemeine Reaktionsschema lautet: 

 

Phosphodiester + H2O                     Phosphorsäuremonoester + Alkohol 

 

Zur Familie der Phosphodiesterasen gehören zehn verschiedene Subtypen, die Unterschiede 

in Gewebeverteilung, Regulation, subzellulärer Lokalisation, Reaktionskinetik und 

Substratspezifität für cGMP bzw. zyklisches Adenosinmonophosphat (cAMP) aufweisen. Zu 

den Phosphodiesterasen mit hoher Spezifität für die Hydrolyse von cGMP (cG-PDE) gehören 

die Typen PDE 5, PDE 6, PDE 8 und PDE 9. (Corbin and Francis, 1999). 
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Abb. 8: Schematische Darstellung der lösliche
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Die PDE 5 ist ein Homodimer und wird in vielen Geweben von Säugetieren, in glatter 

Gefäßmuskulatur (Hanasato et al., 1999; Kotera et al., 2000; Silver et al., 1998) und 

Zerebralarterien (Kruuse et al., 2001) exprimiert. Weitere Untersuchungen zeigten, dass die 

PDE 5 in fünf splice Varianten (PDE 5 1-5) vorkommt, die sich funktionell nicht voneinander 

unterscheiden (Lin et al., 2000). Die PDE 5 ist zum einen in der Lage das cGMP an einer 

regulatorischen Domäne zu binden, und zum anderen hydrolysiert sie es an einer 

katalytischen Domäne (Corbin and Francis, 1999). Daher ging man lange Zeit davon aus, dass 

es sich um eine cGMP-spezifische PDE handelt. Mittlerweile konnte jedoch nachgewiesen 

werden, dass sowohl die katalytische, als auch die regulatorische Domäne ebenfalls eine hohe 

Spezifität gegenüber cAMP aufweisen (Francis et al., 2001). Auch medizinisch gesehen ist 

die PDE 5 von Bedeutung, da eine Hemmung z. B. durch Sildenafil (Viagra) vor allem bei der 

Therapie der erektilen Dysfunktion, Herzerkrankungen und pulmonaler Hypertension eine 

Rolle spielt. 

Bei der Untersuchung des NO/cGMP-Signalweges in Thrombozyten wurde herausgefunden, 

dass es bei Vorinkubationen und anschließender Stimulation mit NO zu einer Abnahme der 

cGMP-Bildung kommt (Mullershausen et al., 2001). Diese sogenannte Desensitisierung ließ 

sich nach weiteren Versuchen nicht auf eine geringere Aktivität der sGC, sondern auf eine 

gesteigerte PDE-Aktivität zurückführen, die über 60 min hinweg aktiv bleibt. Weitere 

Experimente zeigten, dass es auf diesem Weg innerhalb der NO/cGMP-Kaskade nicht nur zur 

Signalweiterleitung, sondern auch zur Signalverarbeitung kommt (Mullershausen et al., 

2001). 

 

1.4.4 Interaktion der nNOS mit anderen Proteinen 

 

Bei der neuronalen NO-Synthase (nNOS) konnten Interaktionen mit verschiedenen Proteinen 

nachgewiesen werden. In der folgenden Tabelle sind für alle drei NOS-Isoformen einige der 

interagierenden Proteine mit ihrer Wirkung (sofern bereits bekannt) aufgeführt.  
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nNOS eNOS iNOS 
Calmodulin (↑) 
 
PDZ Domänenproteine : 
PSD-95, PSD-93,  
α1-Syntrophin, CAPON, 
Phosphofruktokinase-M,  
 
 
Caveolin-3 
HSP90(↑) 

Calmodulin (↑), 
 
Bradykinin B2 Rezeptor (↓?) 
AT1-Rezeptor (↑) 
 
 
 
 
Caveolin-1/3 (↓) 
HSP90(↑) 

Calmodulin (↑) 
 

Tab. 1: Wo es bekannt ist, sind die Effekte auf die NOS-Aktivität als Pfeile (↑ = aktivierend; ↓ = hemmend) 

angegeben. Abkürzungen: AT1-Rezeptor=Angiotensin 1-Rezeptor 

             (nach : Kone et al., 2003) 

 

Die essentielle Bedeutung des Ca2+/Calmodulin-Komplexes für die Aktivierung der einzelnen 

NOS-Isoformen ist 1997 aufgeklärt worden (Stuehr, 1997). Im Gegensatz zur iNOS sind die 

beiden Isoformen eNOS und nNOS Ca2+-abhängig. Caveolin-1, das integrale Membranprotein 

der Caveolae, hemmt die eNOS in vitro. Ebenfalls konnte ein hemmender Effekt in 

Endothelzellen in vivo gezeigt werden (Garcia-Cardena et al., 1996; Garcia-Cardena et al., 

1997; Ju et al., 1997). 

HSP90, so konnte von Shah et al. im Jahr 1999 mittels Immunpräzipitation belegt werden, 

bindet als ein wichtiger Regulator der eNOS an diese Isoform. Ferner zeigten sie mittels 

Immunhistochemie, dass der eNOS/HSP90-Komplex im Endothel von mesenterialen Gefäßen 

vorkommt (Shah et al., 1999). Diese Daten wurden mittels in vitro Perfusionsexperimenten 

am mesenterialem Gefäßbett untermauert. Dabei wurde ein mit Methoxamin 

präkonstriktiertes mesenteriales Gefäßbett mittels Acetylcholin (ACh) relaxiert, was eine 

eNOS-induzierte NO-Freisetzung bewirkte. Nach Gabe von Geldanamycin, ein Inhibitor der 

eNOS/HSP90-Bindung, war die Relaxation deutlich vermindert (Shah et al., 1999). Durch 

Experimente mit COS-Zellen, die mit eNOS Vektor (+/-) und einem eNOS/HSP90 Vektor 

 (+/-) transfiziert wurden, konnte gezeigt werden, dass HSP90 ein allosterischer Aktivator der 

eNOS ist. Vermutlich führt die Bindung von HSP90 zu einer Konformationsänderung des 

Enzyms (Garcia-Cardena et al., 1998). In der folgenden Abbildung ist ein Modell skizziert, 

wie man sich die Bindung von HSP90 an die eNOS derzeit vorstellt. 
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1.5 NPY 

 
Im Jahre 1980 wurden von Tatemoto und Mutt aus Schweinegehirn und -darm große Mengen 

eines Peptides isoliert, welches sie pankreatisches Peptid (PP) nannten. Das PP-ähnliche 

Peptid aus dem Darm wurde PYY genannt. Zuerst nahm man an, dass das PYY in Darm und 

Gehirn identisch sei. Später stellte sich jedoch heraus, dass sie sich strukturell voneinander 

unterscheiden, und so wurde das aus dem Gehirn isolierte PYY Neuropeptid Y (NPY) 

genannt (Tatemoto, 1982b; Tatemoto et al., 1982). Der Name NPY setzt sich zum einen aus 

seiner Lokalisation („Neuropeptid“ = vor allem in Neuronen vorkommend) und aus den 

strukturellen Besonderheiten des Peptids („Y“ steht für die Aminosäure Tyrosin) zusammen. 

Die komplette Sequenz von PYY und NPY wurde ungefähr zur gleichen Zeit veröffentlicht 

(Tatemoto, 1982b; Tatemoto, 1982a). Als die ersten Antiseren gegen NPY erhältlich waren, 

zeigte sich, dass NPY nicht nur im Gehirn, sondern auch in der Peripherie vorhanden war. 

Eine sehr hohe Anzahl an NPY-positiven Strukturen wurde vor allem in den Blutgefäßen, 

sowie im Herz, Darm und im Pankreas gefunden. Bereits Anfang der 90er Jahre konnte man 

zeigen, dass viele Nervenzellen NPY-positiv sind, und es sich dabei um sympathische 

Nervenfasern handelt (Lundberg et al., 1982b). 

 

1.5.1 Synthese und Struktur von NPY 

 

Während die Vorläuferform des Proteins Neuropeptid Y (NPY) 97 Aminosäuren lang ist 

(Minth et al., 1984), besteht die Primärstruktur bei allen Säugetieren aus 36 Aminosäuren. Es 

ist eines der konserviertesten Peptide im Tierreich. Zwischen den Säugetieren unterscheidet 

sich die Aminosäuresequenz maximal an zwei Stellen. Mittels röntgenchristallographischer 

Untersuchungen konnte man die dreidimensionale Struktur von NPY näher beschreiben und 

so ein Modell für die Tertiärstruktur entwickeln (MacKerell, Jr., 1991; Allen et al., 1987). In 

Abbildung 10 ist neben der Pirmärstruktur auch die aus diesen Daten gewonnene 

Tertiärstruktur beschrieben. Struktur-Aktivitätsuntersuchungen zeigten, dass vor allem die 

Aminosäuren 33-36 für die Rezeptorerkennung von großer Bedeutung sind (Beck-Sickinger 

et al., 1990). Für eine Erkennung an dem entsprechenden Rezeptor reichen diese drei 

Aminosäuren alleine jedoch nicht aus. Dafür ist der N-terminale Bereich, der die 

Tertiärstruktur stabilisiert, ebenso wichtig (Gordon et al., 1990). 
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3 
     1          2        3          4          5          6          7         8           9         10        11        12       1
Tyr – Pro – Ser – Lys – Pro – Asp – Asn – Pro – Gly – Glu – Asp – Ala – Pro - 
linkshändige Typ II Polyprolin Helix 
   14         15       16         17        18        
Ala – Glu – Asp – Leu – Ala - 
β- Faltblatt  

2
    19        20       21       22        23        24        25        26       27      28         29       30       31      3
Arg – Tyr- Tyr – Ser – Ala – Leu – Arg – His – Tyr – Ile – Asn – Leu – Ile – Thr - 
α-Helix  

  
   33        34        35         36                
Arg – Gln – Arg – Tyr - C 
Helicaler Teil  

 
Abb. 10: Struktur von NPY. In dieser Abbildung ist die Primärstruktur von NPY schematisch dargestellt. Die 

räumliche Ordnung des Peptids ist anhand der entsprechenden Begriffe kurz skizziert. Die Sequenz von Rind 

und Schwein beinhalten an Position 17 ein Leucin, wohingegen bei Mensch, Ratte und Kaninchen an Position 17 

ein Methionin eingebaut ist. Dies verdeutlicht noch einmal die hohe Konservierung des NPY. Die blau 

unterlegten Aminosäuren sind für die Rezeptorerkennung ebenso wichtig wie der bindende N-terminale Bereich.  

(nach McDermott et al., 1993) 
 

Die Degradation von NPY wird u.a. von dem 1966 entdeckten Enzym Dipeptidyl Dipeptidase 

IV (CD26) katalysiert (Hopsu-Havu and Glenner, 1966). Es werden außer dem NPY noch 

folgende Peptide inaktiviert: Endorphine, PYY, GHRH (growth hormone-releasing 

hormone), GLP-1 und -2 (glucagon-like peptides) und RANTES (regulated on activation 

normal T cell expressed and secreted) (Mentlein, 1999). Vor allem der hohe Prolingehalt im 

N-terminalen Teil dieser Peptide wird von gewöhnlichen Peptidasen nicht lysiert (Mentlein et 

al., 1993). 

 

1.5.2 Lokalisation und Funktion 

 

NPY wird in den Somata von Nervenzellen synthetisiert, in Vesikeln verpackt und dann durch 

axonalen Transport in die Nervenendigungen befördert. Messungen des Noradrenalin-/NPY-

Verhältnisses im Soma und in den Nervenendigungen ergaben für das Soma ein Verhältnis 

von 1:10 und für die Nervenendigungen ein Verhältnis von 1:150 (Fried et al., 1985). Mittels 

immunhistochemischer Untersuchungen konnte in den Arterien des mesenterialen 
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Gefäßbettes ein dichtes Netzwerk an NPY-Fasern, ähnlich dem bei der Anfärbung von 

Katecholaminen, gezeigt werden. Die Fasern finden sich ausschließlich in der Adventitia, 

nicht aber in der Media oder Interna (Kawasaki et al., 1991). Des Weiteren war vor allem in 

den Nerven, die die Aorta und die Koronararterien innervieren, eine große Menge NPY 

nachweisbar (Sternini and Brecha, 1985; Gu et al., 1983). Weiterhin fand man NPY-positive 

Fasern im Gastrointestinaltrakt (Lee et al., 1985), in den Arterien und Arteriolen der Lunge 

(Lundberg et al., 1982a; Uddman et al., 1984) und in den Thrombozyten von Ratten. Letztere 

bilden das größte Potential von frei im Blut zirkulierendem NPY (Myers et al., 1990).  

Die Funktion von Neuropeptid Y wurde in den 80er Jahren näher studiert, und es wurde 

postuliert, dass es ein sympathoadrenerger Co-Transmitter ist (Burnstock, 1976). 

Physiologische Untersuchungen ergaben noch eine Vielzahl weiterer Effekte, wie z. B. eine 

Steigerung der Bereitschaft zur Essensaufnahme und eine erhöhte Hormonfreisetzung. Auch 

auf das kardiovaskuläre System und auf das Gedächtnis nimmt NPY Einfluss. In Bezug auf 

ersteres konnte man zeigen, dass sich die postsynaptischen Effekte von NPY je nach 

Lokalisation der Blutgefäße unterscheiden. Die möglichen Auswirkungen von NPY auf die 

Gefäße können eine direkte Kontraktion, eine Potenzierung eines Vasokonstriktors oder eine 

Inhibition der Transmitterfreisetzung aus den vaskulären Nerven sein (Wahlstedt, 1987). Bei 

mesenterialen Arterien potenziert NPY die noradrenerge Konstriktion, aber auch die Effekte 

anderer Konstriktoren, wie z. B. Histamin, Angiotensin II, 5-Hydroxytryptamin, 

Prostaglandin F2α und Endothelin (Edvinsson et al., 1984). NPY alleine zeigte jedoch keine 

vasokonstriktiven Effekte auf die mesenterialen Gefäße (Andriantsitohaina and Stoclet, 

1988). Zudem inhibiert NPY die Relaxation der Arterien nach periarterieller Stimulation 

(PNS), jedoch zeigte sich nach Gabe von calcitonin gene related peptide (CGRP) keine 

Hemmung durch NPY. Dabei ist es nicht von Bedeutung, ob das Endothel vorhanden ist 

(Gustafsson and Nilsson, 1990). Ein endothelabhängiger Effekt konnte jedoch in den 

Ohrarterien von Kaninchen gezeigt werden (Hieble et al., 1989). Bei den Koronararterien von 

Kaninchen wurde, im Gegensatz zu den Ohrarterien, nach Gabe von Histamin oder 

Noradrenalin ebenfalls ein potenzierender Effekt von NPY beobachtet. Ferner zeigte sich 

auch eine Inhibition der Vasodilatation. Diese wird u.a. von Adenosin, vasoaktives 

intestinales Peptid (VIP), Substanz P (SP) und Acetylcholin (ACh) induziert (Han and Abel, 

1987; Edvinsson et al., 1990). 

Zusammenfassend ist festzustellen, dass in den meisten Arterien NPY per se keinen Effekt 

hat, es jedoch die Vasokonstriktion vieler Substanzen steigert. Dazu gehören u. a. Agonisten 

von α-adrenergen Rezeptoren, Histamin, Angiotensin II, 5-Hydroxytryptamin, Prostaglandin 
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F2α und Endothelin (Edvinsson et al., 1984). Diese Potenzierung scheint in einigen Fällen 

vom Endothel abhängig, in anderen Fällen jedoch nicht abhängig zu sein. 

 

1.5.3 NPY-Rezeptoren 

 
Bei dieser Rezeptorfamilie handelt es ich um so genannte GPCRs (G-protein-coupled-

receptors), welche zu der sehr heterologen Superfamilie der Rhodopsin-ähnlichen Rezeptoren 

gehören. Charakteristisch für diese Rezeptorfamilie sind die zwei extrazellulär liegenden 

Cysteine, die eine Disulfidbrücke zwischen den ebenfalls extrazellulär vorliegenden Loops 

bilden. Dies konnte auch für den PP-Rezeptor durch röntgenkristallographische Versuche 

gezeigt werden (Palczewski et al., 2000). Der Y1-Rezeptor hat ebenfalls Cysteine, die 

möglicherweise auch solch eine Disulfidbrücke bilden können. Wie jeder der GPCRs, hat 

auch der Y1-Rezeptor sieben transmembranäre Durchgänge. Insgesamt konnten fünf NPY 

bindende Rezeptor-Isotypen identifiziert werden: Y1, Y2, Y4, Y5 und Y6. Für den Y1-

Rezeptor konnte mittels Liganden-Bindungsstudien folgende Reihenfolge bei der 

Peptidbindung erstellt werden: 

 

NPY ≈ PPY ≈ [Leu31,Pro35]NPY > NPY2-36 > NPY3-36 ≥ PP > NPY13-36 

(Eva et al., 1990; Krause et al., 1992) 

 

Den Y1-Rezeptor, der als erster von allen Rezeptor-Isotypen in der Ratte gefunden wurde, 

beschrieb man zunächst als einen Ratten-Orphan Rezeptor (Eva et al., 1990). Später konnte er 

als ein humaner Y1-Rezeptor mit 384 Aminosäuren und gleichen Bindungscharakteristika 

identifiziert werden (Herzog et al., 1992; Larhammar et al., 1992). Mittlerweile ist bekannt, 

dass die meisten vaskulären Effekte von NPY über diesen Rezeptor vermittelt werden (Keire 

et al., 2000; Grundemar and Ekelund, 1996; Malmstrom et al., 1998; Capurro and Huidobro-

Toro, 1999). Nach Bindung an den vornehmlich postsynaptisch lokalisierten Y1-Rezeptors 

erfolgt der weitere intrazelluläre Signalweg über eine Erhöhung von cAMP, das seinerseits 

wiederum die Phospholipase-C aktiviert. Letztlich kommt es zum Anstieg der intrazellulären 

Ca2+-Konzentration, was eine Kontraktion der Muskulatur auslöst bzw. verstärkt. 

Der Y2-Rezeptor ist vor allem präsynaptisch lokalisiert und an ein inhibitorisches G-Protein 

(Gi) gekoppelt, was zur Inhibition der cAMP-Bildung führt (Larhammar et al., 1992; Herzog 

et al., 1992; Lundell et al., 1995; Gerald et al., 1996; Mullins et al., 2000). 
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Durch die Synthese von non-Peptid Y1-Analoga war es möglich, die Rezeptor vermittelten 

Effekte weiter zu untersuchen. Vor allem das BIBP3226 (Doods et al., 1996; Rudolf et al., 

1994) ist ein weit verbreiteter und sehr effektiver Hemmstoff. Die Untersuchung der 

Bindungsaffinität dieses Hemmstoffes für den Y1-Rezeptor ergab eine Affinität von 5-7 nM. 

Ferner stellte sich heraus, dass dieser Hemmstoff 

nicht an den Y2-Rezeptor bindet, was bedeutet, 

dass ausschließlich die postsynaptisch 

vermittelten Effekte von NPY gehemmt werden. 

Durch Experimente mit dieser Substanz konnte 

die Relevanz von NPY für den Blutdruck und 

die Herzfrequenz untersucht werden (Morton et 

al., 1999). 

NH

O

NH

NH2NH

O

NH

OH

 

Abb. 11: BIBP3226, Y1 IC50= 5,1 nM. Dargestellt ist die Strukturformel des Y1-Rezeptor-Inhibitors BIBP3226, 

der für Untersuchungen der postsynaptisch vermittelten Effekte von NPY essentiell war. 
 

NPY hat jedoch nicht nur einen potenzierenden Einfluss auf die Gefäße, sondern ist auch bei 

der Immunmodulation von Bedeutung. Die in den lymphatischen Organen vorkommenden 

Makrophagen stehen in engem Kontakt zu den Nervenendigungen des Sympathikus. Es 

konnte durch Migrationsversuche gezeigt werden, dass alle Neurotransmitter des 

sympathischen Nervensystems die Wanderung von Monozyten bewirken (Straub et al., 

2000a). Hinsichtlich der IL-6 Produktion hat NPY eine duale Wirkung. So kommt es in 

Anwesenheit von NPY und nach Stimulation des α2-Rezeptors zu einer verminderten IL-6-

Freisetzung, wohingegen die Aktivierung der β-Rezeptoren unter Einfluss von NPY eine 

gesteigerte IL-6-Produktion bewirkt (Straub et al., 2000b). Den Zusammenhang zwischen 

Immunsystem und sympathischen Nervensystem konnte auch durch in vivo Versuche mit 

NPY belegt werden. Die Experimente zeigten, daß eine i.v. Gabe von NPY kombiniert mit 

Adrenalin zu einer Leukozytose führt. Vermittelt wird der NPY-Effekt durch die 

Rezeptorsubtypen Y1 und Y5 (Bedoui et al., 2002). 
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2. Zielsetzung 

 

Das hyperdyname Zirkulationssyndrom (HZS) bei portaler Hypertension ist durch eine 

Gefäßdysregulation gekennzeichnet, welche sich als a) periphere arterielle Vasodilatation 

(Benoit and Granger, 1986; Bernardi and Trevisani, 1997) und b) als vaskuläre 

Hyporeaktivität gegenüber Vasokonstriktoren manifestiert. Daher kommt der Evaluation der 

zugrundeliegenden Mechanismen dieser hämodynamischen Alteration große 

pathophysiologische Bedeutung zu. Ferner ist jede pharmakologische Einflussnahme, welche 

die arterielle Vasodilation hemmt oder die vaskuläre Reaktivität wiederherstellt von potenziell 

großer therapeutischer Bedeutung. Es konnte bereits vor einiger Zeit eine entscheidende 

Beteiligung des Stickstoffmonoxyds (NO) an dieser Gefäßdysregulation nachgewiesen 

werden. Fokus bisheriger Untersuchungen waren dabei die eNOS und iNOS, wobei sich eine 

Beteiligung der eNOS, nicht aber die der iNOS herausstellte.  

In Bezug auf die neuronale NO-Synthase ist bislang nur publiziert worden, dass das gebildete 

NO ein Transmitter in den sogenannten NANC-Neuronen (non-adrenerg-non-cholinerg) ist, 

und daher in Blutgefäßen eine Dilatation bewirken kann (Bult et al., 1990; Lundberg, 1996; 

Toda and Okamura, 2003; Toda et al., 1990). Gezielte Untersuchungen zur Rolle der nNOS 

hinsichtlich der arteriellen Vasodilatation bei portaler Hypertension liegen jedoch bisher nicht 

vor. 

Das Neuropeptid Y (NPY) ist als Co-Transmitter des sympathischen Nervensystems ebenfalls 

für die Regulation der Gefäßkonstriktion von Bedeutung. Es potenziert die vasokonstriktiven 

Effekte von Sympathikusmediatoren, wie z. B. Noradrenalin. Ferner wurde in verschiedenen 

Gefäßarealen eine inhibitorische Wirkung von NPY auf NO-vermittelte Vasorelaxationen 

beobachtet.  

 

Im Einzelnen wurden daher folgende Fragestellungen bezüglich der Veränderungen im 

mesenterialen Gefäßbett bei portaler Hypertension bearbeitet: 

 

1. Arterielle Vasodilatation und Rolle der nNOS: 

a) Charakterisierung der nNOS-vermittelten Vasorelaxation bei portal-

venösligierten Tieren im Vergleich zu normotensiven Tieren.  

b) Charakterisierung der nNOS-Proteinmenge und Lokalisation in Abhängigkeit 

vom Vorliegen einer portale Hypertension.  
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c) Charakterisierung von Regulationsmechanismen der nNOS durch HSP90 

anhand der Co-Immunpräzipitation und in vitro Perfusion. 

 

2. Vaskuläre Hyporeaktivität und NPY: 

a) Charakterisierung der potenzierenden Wirkung von NPY auf die α1-adrenerge 

Vasokonstriktion bei portaler Hypertension im Vergleich zu normotensiven 

Tieren. 

b) Evaluation der hemmenden Wirkung von NPY auf die nNOS-vermittelten 

Vasorelaxation bei portaler Hypertension. 
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3. Material und Geräte 
 
3.1 Materialien für die Perfusion 
 
3.1.1 Substanzen 
 
1-(2-Trifluoromethylphenyl)imidazol (TRIM) Sigma, Steinheim 
7-Nitroindazol (7-Ni) Sigma, Steinheim 
Acetylcholin Sigma, Steinheim 
Antisedan Pfizer, Karlsruhe 
Arterenol (-) = Noradrenalin Sigma, Steinheim 
Atropin Sigma, Steinheim 
Calciumchlorid Dihydrat  J.T. Baker, Phillipsburg, USA 
D(+)–Glucose Monohydrat J.T. Baker, Phillipsburg, USA 
Dimethyl-Sulfoxide (DMSO) Fluka, Steinheim 
Domitor (0,2 ml=0,05 mg Medetomidin) Pfizer, Karlsruhe 
Ethanol (67 %) J.T. Baker, Phillipsburg, USA 
Fentanyl Curamed Pharma 
Gallensäure  
(3α,7α,12α-Trihydroxy-5β-cholate-24-oic-acid) 

Sigma, Steinheim 

Geldanamycin Sigma, Steinheim 
Guanethidin Sigma, Steinheim 
Isoproterenol Sigma, Steinheim 
Kaliumchlorid Merck, Darmstadt 
Kaliumhydrogenphosphat  J.T. Baker, Phillipsburg, USA 
Magnesiumsulfat-7-Hydrat  J.T. Baker, Phillipsburg, USA 
Methoxamin Sigma, Steinheim 
Midazolam Curamed Pharma 
Nω-Nitro-L-Arginin Methylester (L-NAME) Sigma, Steinheim 
NaCl, 0,9 % steril Braun, Melsungen 
Natriumchlorid, Pulver  J.T. Baker, Phillipsburg, USA 
Natriumhydrogencarbonat  J.T. Baker, Phillipsburg, USA 
Neuropeptid Y (NPY) Calbiochem (Merck), Darmstadt 
Noradrenalin (-) Sigma, Steinheim 
Sodiumnitroprussid Sigma, Steinheim 
Temgesic Essex Pharma 
Tetrodotoxin Sigma, Steinheim 
Timolol Sigma, Steinheim 
 
3.1.2 Geräte 
 
3-Wege Hahn aus Kunststoff NeoLab, Heidelberg 
Einhängethermostat DC1 Haake (Anatomical Pathology, Wien, 

Österreich) 
Einmalspritzen, Discardit 2 ml, 5 ml und 10 ml steril Becton-Dickinson, San Jose,USA 
Elektrischer Stimulator I-ZQ4v Hugo Sachs Electronics, Hugstetten 
Homogenisator (Glas-Glas) nach Tenbroeck Merck, Darmstadt 
Intrafix Air,15 µM Braun, Melsungen 
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Microlance Kanülen, Nr. 1,12 und 20 Becton-Dickinson, San Jose, USA 
Nahtmeterial, vicryl, violett, 3-0,1 mm x 1,50 m Ethicon, Norderstedt 
Perfusionsanlage Eigenbau, Dr. med. R. Wiest, 

Regensburg 
Perfusionsschlauch, Mikro PE: 0,5 mm x 1,0 mm Reichelt Chemietechnik, Heidelberg 
Perfusionsschlauch,140 cm Heidelberger Verlängerung 
Platinelektroden (Platin/Iridium 90/10) Heraeus, Hanau 
Platinnetz (Platin/Ididium 90/10; Drahtdurchmesser: 
0,25 mm; Maschenweite: 0,75 mm, 
100Maschen/cm³ 

Heraeus, Hanau 

Powerlab 4/20 Powerlab (ADInstruments), Heidelberg
Pumpe IPC 8-Kanal Ismatec, Wertheim-Mondfeld 
Pumpenschläuche, Tygon R3607 (purple/black) Ismatec, Wertheim-Mondfeld 
Schlauchverbinder, 2-3,5 mm NeoLab, Heidelberg 
Telacomp,Tupfer, x-ray, 10 cm x 10 cm Hartmann, Heidenheim 
Transducer, BLPR one 05A World Precision Instruments Inc., 

Sarasota, USA 
T-Stücke, Mikro 2,3-3,5 mm NeoLab, Heidelberg 
Verstärker Powerlab (ADInstruments), Heidelberg
Wundklammer nach Michel, 7,5 mm x 1,75 mm Aesculap, Tuttlingen 
 
3.2 Materialien für die histologischen Untersuchungen 
 
3.2.1 Substanzen 
 
Bovines Serum Albumin (BSA) Sigma, Steinheim 
DAKO Faramount Aqueous Mounting Medium DAKO Cytomation, Hamburg 
DAKO Fluorescent Mounting Medium DAKO Cytomation, Hamburg 
Diethyl-Pyrocarbonat (DEPC) Sigma, Steinheim 
Entellan Merck, Damstadt 
Eosin, gelb Sigma, Steinheim 
Ethanol Merck, Darmstadt 
Formaldehyd (p.a. 37 %) J.T. Baker, Deventer, Niederlande 
HCl (37 %, rauchend) Merck, Darmstadt 
Mayer’s Hematoxylin Färbelösung Sigma, Steinheim 
Phosphat gepufferte Salzlösung (PBS), ohne Ca, Mg 
(Tabletten) 

Merck, Darmstadt 

Saccharose Sigma, Steinheim 
Serum (fötales Kälberserum) Sigma, Steinheim 
Tissue tek Sakura-Finetec Europe, Zoeterwoude, 

Niederlande 
Trishydroxymethylaminomethan (TRIS) Merck, Darmstadt 
Xylol Merck, Darmstadt 
 
Monoklonale Antikörper 
mouse-anti-NOS I (nNOS); Klon :16 ;IgG2a BD Bioscience, Heidelberg 
mouse-anti-NOS II (iNOS) ; Klon: 6 ; IgG2a BD Bioscience, Heidelberg 
mouse-anti-HSP90; Klon S88, IgG1 Abcam, Cambridgeshire, UK 
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Polyklonale Antikörper 

rabbit-anti NPY Chemicon, Temecula, USA 
Sekundärantikörper und Isotypkontrollen 
Alkaline- Phosphatase- Anti- Alkaline- Phosphatase 
(APAAP) 

DAKO Cytomation, Hamburg 

anti-mouse IgG, Alexa 546 MoBiTec, Göttingen 
anti-mouse IgG1 Dianova, Hamburg 
anti-mouse IgG2a BD Bioscience, Heidelberg 
 
3.2.2 Geräte 
 
DAKO Cytomation Pen DAKO Cytomation, Hamburg 
Deckgläschen (24 mm x 60 mm) Laborzenter, Nürnberg 
Digitale Bildverarbeitungsanlage (Spot RT Color) Visitron, Planegg 
Kryotom, Frigocut 2800E Leica, Wetzlar 
Mikroskop (DM RBE) Leica, Wetzlar 
Objektträger, Superfrost Plus, 25 mm x 75 mm x 0,1 
mm 

Menzel-Glässer, Braunschweig 

pH-Meter (CG 840) Beckmann, München 
 
3.3 Materialien für die molekularbiologischen Untersuchungen 
 
3.3.1 Substanzen 
 
Coomassie G-250 Rockford, USA 
ECL Plus Western Blotting Detection System Amersham Biosciences, Freiburg 
Methanol Merck, Darmstadt 
Milchpulver Carl Roth, Karlsruhe 
NaCl Merck, Darmstadt 
Nitrocellulose Membran, 0,45 µM pore size Invitrogen, Karlsruhe 
NuPAGE Antioxidant Invitrogen, Karlsruhe 
NuPAGE Bis-Tris Gel, 4-12 %; 1,0 mm x 10 well Invitrogen, Karlsruhe 
NuPAGE MOPS SDS Running Buffer (20x) Invitrogen, Karlsruhe 
NuPAGE Reducing Agent (10x) Invitrogen, Karlsruhe 
NuPAGE SDS Sample Buffer (4x) Invitrogen, Karlsruhe 
NuPAGE Transfer Buffer (20x) Invitrogen, Karlsruhe 
Polyoxyethylenesorbitan Monolaurat (Tween-20) Sigma, Steinheim 
Ponceau Fluka, Steinheim 
Proteaseinhibitor (Tablette) Boehringer, Mannheim 
Rec. Protein G-Sepharose,expression in E.Coli, 
MW: 22.000 

Prognost MS Norman Ernst, Ihrlerstein

SeeBlue Plus2 (Standard), pre-stained, 191-11 kDa Invitrogen, Karlsruhe 
Trichloressigsäure Fluka, Steinheim 
Trihydroxymethylaminomethan (TRIS) pH 6,8 Merck, Darmstadt 
 
Monoklonale Antikörper 
mouse-anti-HSP90; Klon: S88, IgG1 Abcam, Cambridgeshire, UK 
mouse-anti-NOS I (nNOS); Klon:16 ;IgG2a BD Bioscience, Heidelberg 
mouse-anti-NOS II (iNOS) ; Klon: 6 ; IgG2a BD Bioscience, Heidelberg 
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Sekundärantikörper und Isotypkontrollen 
anti-mouse IgG2a BD Bioscience, Heidelberg 
anti-mouse IgG1 Dianova, Hamburg 
goat-anti-mouse, IgG HRP Santa Cruz, USA 
Hypophysenlysat aus Ratten BD Bioscience, Heidelberg 
mouse macrophage (+IFNγ+LPS) BD Bioscience, Heidelberg 
 
3.3.2 Geräte 
 
BiomaxFilm, 20,3 cm x 25,4 cm Kodak, Stuttgart-Wangen  
Cell II, SDS und Blot Kammer Invitrogen, Karlsruhe 
Electrophoresis power supply EPS 301 Amersham Biosciences, Freiburg 
Entwickler Curix 60 Agfa, Leverkusen 
Hypercassette  Abcam, Cambridgeshire, UK 
Schüttler, REAX 2 Heidolph, Schwabach 
 
3.4 Allgemeine Geräte 
 
Autoklav (Sanoclav) Wolf, Geislingen 
Carbogen Linde Technische Gase 
Eismaschine, UBE 125 Ziegra, Isernhagen 
Glaswaren (verschiedene) Schott, Mainz 
Laborwaage, SC2020 Ohaus, Giessen 
Magnetrührer, IKAMag REO Heidolph, Kehlheim 
Mikrotiterplatten, 96-well Costar, Cambridge, USA 
Parafilm M (250 ft x 4 in) Pechiney Plastic Packaging Inc., 

Neenah, USA 
Pasteurpipetten, 5 ml und 10 ml Brand, Wertheim 
Pipetten (bis 10 µl, 100 µl, 1000 µl) Eppendorf, Hamburg 
Pipettenspitzen (10 µl, 100 µl, 1000 µl) Eppendorf, Hamburg 
Präparationsbesteck Aesculap, Tuttlingen 
Reaktionsgefäße, 1 ml und 2 ml Eppendorf, Hamburg 
Reaktionsgefäße, 15 ml und 50 ml Falcon, Heidelberg 
Reinstwasseranlage, Milli-Q-Plus Ultra Pure Water Systems, Billerica, 

USA 
Schüttler REAX 2 Heidolph, Schwabach 
Stickstoff, flüssig Linde, Technische Gase 
Thermomixer, HTM 130 HLC (HEAP Laborconsult), Göttingen 
Vortex Mixer, Genie 2 Heidolph, Kehlheim 
Zentrifuge Heraeus fresco Kendro, Langenselbold 
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4. Methoden 
 

4.1 Tierhaltung und Operation 

 

Die männlichen Ratten des Typs Sprague Dawley mit einem Gewicht von 300-350 g wurden bei 

konstanten Temperaturverhältnissen von 21°C in einem zwölfstündigen Tages- und 

Nachtrhythmus bei freiem Zugang zu Nahrung und Wasser gehalten. Alle Tierexperimente 

wurden gemäß den Vorschriften der Deutschen Gesellschaft für Physiologie für die Haltung und 

Gebrauch von Labortieren (Nummer: 621-2531.1-23/00, Regierung der Oberpfalz) durchgeführt. 

Das Tiermodell für prähepatische portale Hypertension ist etabliert und schon in vielen Studien 

angewandt worden (Wiest and Groszmann, 1999; Shah et al., 1999; Sieber and Groszmann, 

1992; Chojkier and Groszmann, 1981). Die Operation selbst wurde unter aseptischen 

Bedingungen durchgeführt. Die Tiere wurden mit einem OP-Cocktail (2ml Fentanyl + 4 ml 

Midazolam + 3 ml Domitor + 1 ml 0,9 % NaCl), der in einer Dosis von 0,1 ml / 100g 

Körpergewicht intramuskulär gespritzt wurde, narkotisiert. Nach Laparotomie wurde die 

Portalvene von umgebendem Gewebe freipräpariert und eine Microlance Kanüle Nr. 1 (∅ = 0,9 

mm) entlang der Vena porta platziert. Um diese wurde mit einem geflochtenen nicht-

resorbierbaren Faden (vicryl, violett, 3-0,1 mm x 1,50 m) eine Ligatur gelegt. Die nachfolgende 

Entfernung der Kanüle hinterließ eine standardisierte Stenose der Pfortader, und es kam zur 

Ausbildung einer portalen Hypertension. Bei den Kontrolltieren (Sham) wurde die gleiche 

Operation, jedoch ohne Ligatur, durchgeführt. Die Muskelschicht wurde mit Nahtmaterial 

(vicryl, violett, 3-0,1 mm x 1,50 m, mit Nadel) vernäht, wohingegen die Oberhaut mit Klammern 

der Größe 7,5 mm x 1,75 mm verschlossen wurde. Nach zehn bis zwölf Tagen postoperativ war 

das HZS voll entwickelt, und die Tiere konnten im Experiment eingesetzt werden.  

 

4.2 In vitro Perfusion 

 

4.2.1 Präparation und Perfusion 

 

Bei der hier durchgeführten Perfusion handelt es sich um eine weiterentwickelte Methode zur 

Perfusion des mesenterialen Gefäßbettes (nach: McGregor, 1965). Diese Technik bringt viele 

Vorteile mit sich:  
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1) Über die Arteria mesenterica superior werden ca. 90 % des splanchnischen Gefäßbettes 

der Ratte perfundiert. 

2) Es wird das gesamte Gefäßbett mit allen anatomischen Verzweigungen in seiner 

natürlichen Geometrie perfundiert. 

3) Außerdem passt sich der Perfusionsdruck der gewählten Flussrate an und ähnelt damit 

der Durchblutungssituation in vivo.  

4) Ein weiterer Vorteil dieser Methode ist, dass infolge fehlender Rezirkulation die 

ausgeschiedenen Substanzen nach Erstpassage des Gewebes keine weiteren störenden 

Einflüsse ausüben können.  

Nach Narkotisierung der Ratten (Abschnitt 4.1) wurden die Tiere laparotomiert und der Dünn- 

und Dickdarm ausgeräumt. Die Arteria mesenterica superior wurde von anhängendem 

Bindegewebe befreit und kurz nach dem aortalen Abgang durch eine Ligatur verschlossen. Nach 

einem kleinen Einschnitt in die Arteria mesenterica superior wurde eine Kanüle, bestehend aus 

einer Microlance Kanüle Nr. 12 und einem Mikroschlauch aus Polyethylen (0,5 mm x 1,0 mm), 

in das Gefäß geschoben und mit Nahtmaterial (vicryl, violett, 3-0,1mm x 1,50 m) fixiert.  

 

   
Abb. 12: Kanülierung der Arteria mesenterica superior. In dem linken Foto ist die isolierte und von 

Bindegewebsresten befreite A. mesenterica gezeigt, die dann wie im Text beschrieben kanüliert wurde. Im rechten 

Bild ist die bereits kanülierte Arteria mesenterica superior gezeigt. Im Fall der elektrischen Stimulation des 

mesenterialen Gefäßbettes wurde auf diese Kanüle eine Platinelektrode aufgebunden (Abb. 14). 

 

Je nach durchgeführtem Versuch wurde das Gefäßbett elektrisch stimuliert. Aus diesem Grund 

wurde zusätzlich eine Platinelektrode zwischen Kanülierungsnadel und Perfusionssystem in das 

Präparat vorgeschoben. Zum Entbluten des Tieres wurde die Aorta abdominalis durchtrennt und 

das Gewebe mit insgesamt 20 ml 37°C warmer Krebs-Henseleit-Lösung (Angaben in mM: 

NaCl: 118; KCl: 4.7; KH2PO4: 1.2; MgSO4: 1.2; CaCl2: 2.5; NaHCO3: 25; EDTA disodium: 

0.026; und Glucose: 11.0; pH 7.4; dauerhaft mit Carbogen begast) durchspült. Das Gefäßbett  
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Abb. 13: Perfusionsanlage. Das Wasserbad wurde auf 37 °C erwärmt, sodass sowohl alle Lösungen als auch die 

durch das Wasser erwärmte Perfusionskammer eine Temperatur von 37 °C hatten. Somit waren die Bedingungen für 

das mesenteriale Gefäßbett bestmöglich an die in vivo Verhältnisse angepasst. Die Krebs-Henseleit-Lösung wurde 

über das Schlauchsystem mit einer Flussrate von 4 ml/min in das Gefäßbett geleitet. Von der Abzweigung zum 

Gewebe war ein weiterer wassergefüllter Schlauch angebracht, der mit dem Transducer verbunden war. 

Zahlen in der Abbildung: 1=Ismatec Pumpe; 2=Thermostat; 3=Perfusionskammer; 4=physiologische Lösungen  

5=Transducer: Dieser wandelte den Druck, der für die Perfusion des Gewebes benötigt wurde, in elektrische 

Spannung um, die dann über den Powerlab Verstärker und den Powerlab 4/20 am Computer sichtbar gemacht 

wurde. 6=Elektrischer Stimulator: Mit diesem Gerät von Hugo Sachs konnte das Gefäßbett über die beiden 

Platinelektroden mit variierenden Frequenzen elektrisch stimuliert werden.  
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wurde vom Darm getrennt und kontinuierlich mit 37 °C warmer Krebs-Henseleit-Lösung 

perfundiert. Dabei wurde das Gefäßbett durch Parafilm vor dem Austrocknen geschützt. Sollte 

das Gefäßbett elektrisch stimuliert werden, so wurde es auf ein Platinnetz, welches die zweite 

Elektrode für die elektrische Stimulation bildete (Abb. 14), gelegt und mit 37 °C warmer Krebs-

Henseleit-Lösung perfundiert. Die Flussrate betrug 4 ml pro Minute und wurde durch eine 

Pumpe (Ismatec, IPC 4-Kanal) für die Dauer des Experimentes aufrecht gehalten. Das Perfusat 

wurde vom Gewebe abgeleitet. Der Druck, der im Gefäßbett herrschte, wurde mittels eines 

Transducers (BLPR one 05A, World Precision Instruments Inc., Sarasota, USA) über den 

Verstärker Powerlab Quadbridge und einen PowerLab 4/20 (ADInstruments) an den Computer 

übermittelt und aufgezeichnet. 

 

 
Abb. 14: Perfusionskammer. Nach Abtrennung des Gefäßbettes entlang des Darmes wurde es in diese Kammer 

gelegt und mit Parafilm umwickelt, um es vor dem Austrocknen zu schützen. Das Gewebe wurde für die Dauer der 

Perfusion in einer weiteren, auf 37 °C temperierten Röhre aufbewahrt. Das Platinnetz (1) diente ebenso wie die auf 

der Arteria mesenterica superior aufgebundene Platinelektrode (2) der elektrischen Stimulation.  

 

4.2.2 Deendothelisierung 

 

In einigen Versuchen war es wichtig, dass das Gefäßbett vollständig deendothelisiert war. Dazu 

wurde eine kombinierte Gabe aus Gallensäure und Aqua dest. verwendet. Nach Kanülierung der 

Arteria mesenterica superior und Auswaschen des Blutes mit 20 ml Krebs-Henseleit-Lösung 

wurden 1,5 ml 0,5 % Gallensäure über 10s hinweg injiziert. Anschließend wurde erneut mit 20 

ml Krebs-Henseleit-Lösung gespült. Nachdem das Gewebe an die Perfusionsanlage 

angeschlossen war, erfolgte eine Äquilibrierung mit 37°C warmer Krebs-Henseleit-Lösung für 

die Dauer von 10 min, an die sich eine wiederum zehnminütige Perfusionsphase mit Aqua dest. 

anschloss. Dadurch wurden letzte Endothelreste zerstört und ausgespült. Am Ende jedes 

Versuches wurde durch Gabe von Acetylcholin (ACh), es handelt sich hierbei um einen 

endothelabhängigen Vasodilatator, getestet, ob das Endothel vollständig zerstört worden war. 
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Dazu wurde ein Bolus von 0,1 ml in den Konzentrationen 5x 10-4 M; 5x 10-5 M und 5x 10-6 M 

ACh über den injection port appliziert. In allen nachfolgend beschriebenen Experimenten, 

welche deendothelialisiertes Gefäßbett untersuchen, wurden nur Versuche mit ACh-induzierter 

Vasorelaxation von weniger als 15 % ausgewertet. Die Unversehrtheit der glatten 

Gefäßmuskulatur wurde durch die Gabe von 0,1 ml Sodium-nitroprussid (SNP), ein 

endothelunabhängiger Vasodilatator, in den Konzentrationen von 3x10-4 M und 3x10-6 M 

getestet. Nur bei einer erreichten muskulären Relaxation von >50 % wurde von einer suffizienten 

intakten Gefäßmuskelschicht ausgegangen. 

 

4.3 Studiendesign 

 
4.3.1 Untersuchung der nNOS-vermittelten Vasorelaxation 

 

4.3.1.1 Periarterielle Nervenstimulation 

 

Mittels periarterieller Nervenstimulation (PNS) wurden Veränderung der nNOS-vermittelten 

NO-Freisetzung und -Vasorelaxation bei portaler Hypertension untersucht. Dazu wurde das 

mesenteriale Gefäßbett deendothelisiert. Dies war entscheidend, da ansonsten jegliche Änderung 

des Perfusionsdruckes über die unumgängliche Entstehung von Scherkräften (oder im Falle 

pharmakologischer Stimulation auch via Rezeptoren auf Endothelzellen) zu einer endothelialen 

NO-Freisetzung geführt hätte, und damit die Interpretation jeglicher Ergebnisse hinsichtlich der 

rein nNOS-vermittelten NO-Synthese unmöglich gemacht worden wäre. 

Die elektrische Stimulation erfolgte mit einem Stimulator (I-ZQ4v, Hugo Sachs Electronics) für 

die Dauer von 30 s mit 45 V, einer Impulsbreite von 2ms und über einem Frequenzspektrum von 

2-12 Hz.  

Von Beginn des Versuches an wurde mit Atropin (10-9 M), Timolol (10-9 M) und Guanethidin 

(5 x 10-5 M) perfundiert, um sowohl cholinerge und nikotinerge Signalwege, als auch die 

Freisetzung von Noradrenalin zu unterdrücken. Die PNS wurde in non-kumulativer Weise 

durchgeführt.  

Nach der Deendothelisierung (Abschnitt 4.2.2) wurde das Gefäßbett nach einer 

Äquilibrierungszeit von 20-30 min mit 10-5 M Noradrenalin (NA) submaximal präkonstriktiert 

(EC80) und dann mittels PNS mit 2-12 Hz elektrisch stimuliert. 

Im Anschluss an die letzte Stimulation wurde das NA ausgewaschen und L-NAME, ein 

unspezifischer NOS Inhibitor, in einer Konzentration von 10-4 M zugegeben. Nach einer 
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Inkubationszeit von 15 min wurde erneut mit 10-5 M NA submaximal stimuliert und ein zweiter 

Zyklus der PNS schloss sich an (Abb. 15). 

Die Deendothelisierung wurde wieder durch die Gabe von ACh überprüft und nur Versuche mit 

ACh induzierter Vasorelaxation von weniger als 15 % wurden in die Auswertung 

eingeschlossen. Die Unversehrtheit der glatten Gefäßmuskulatur wurde durch die Gabe von 

0,1 ml Sodium-nitroprussid (SNP), ein endothelunabhängiger Vasodilatator, überprüft. 

Um zu zeigen, dass hauptsächlich die nNOS für die Dilatation nach PNS verantwortlich ist, 

wurde in weiteren Kontrollversuchen der nNOS spezifische Hemmstoff 1-(2-

Trifluoromethylphenyl)imidazol (TRIM) (10-4 M) verwendet. Ferner wurde durch die Gabe von 

Tetrodotoxin (TTX) (6 x 10-7 M) (es handelt sich um das Gift des Kugelfisches, und es bewirkt 

die Hemmung des schnellen neuronalen Natriumkanals) gezeigt, dass der Effekt auf die 

elektrische und damit neuronale Stimulation zurückzuführen war.  

In der nachfolgenden Abbildung ist das Perfusionsschema schematisch dargestellt.  

 
 

 
bis EC 80  

 Präkonstr. mit  
 NA   10  µM 

 

  

De- 
Endothelisierung   
 
Überprüfung    
mit 0,1 mL Bolus von 
ACh und SNP   

 Hz ; 45 V ; 30 s, 2ms 12-
 
mit 2

 

Elektrische Stimulation (PNS)
 
2. Zyklus

 

    NAME - L

  
20 min   
  
  
+ 100  µ M 

 
  
auswaschen
  

 Hz ; 45 V ; 30 s, 2ms   12-
 
mit 2

 
 
1. Zyklus

Stimulation (PNS)  Elektrische 

 
 

 
bis EC 80

 Präkonstr. mit 
NA  µM 10

 
 

 20 - 30 min: K. - H. Lösung 
 + 5  µM Guanethidin 

  
+ 100 nM Timolol
+100 nM Atropin

 
 

  

 
Abb. 15: Perfusionsprotokoll. Dargestellt ist der zeitliche Ablauf der Perfusion zur Untersuchung der nNOS 

vermittelten Vasodilatation nach periarterieller Nervenstimulation (PNS).  

Abkürzungen: NA= Noradrenalin; ACh=Acetylcholin; K.H.=Krebs-Henseleit-Lösung; L-NAME=Nω-Nitro-L-

Arginin Methylester; EC80= NA-Konzentration zum Erreichen von 80 % der Maximalkontraktion; NOS=NO-

Synthase; SNP=Sodiumnitroprussid 

 

4.3.1.2 Hemmung der nNOS-vermittelten Vasorelaxation durch Neuropeptid Y 

 

Wiederum wurde erneut ein deendothelisiertes Gefäßbett (Abschnitt 4.2.2) verwendet. Im ersten 

Zyklus des Versuches wurde das Gefäßbett mit NA (10-5 M) präkonstriktiert und dann mittels 
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PNS stimuliert. Nach der letzten Stimulation mit 12 Hz wurde das NA ausgewaschen. Nach ca. 

15 min wurde zusätzlich mit NPY (5 x 10-8 M) perfundiert. Nach einer Inkubationszeit von 15 

min wurde erneut submaximal mit NA konstriktiert und dann das Gefäßbett ein zweites mal 

mittels PNS stimuliert. Es wurde dasselbe Versuchsprotokoll (Abb. 15) verwendet. Anstelle von  

L-NAME wurde jedoch NPY zur Inhibition der nNOS-Effekte eingesetzt.  

 

4.3.1.3 Hemmung der nNOS-vermittelten Vasorelaxation durch Geldanamycin 

 

Geldanamycin hat neben seiner nNOS-inhibierenden Eigenschaft (Song et al., 2001) auch 

antiproliferative Wirkungen (Stebbins et al., 1997). Die Hemmung des HSP90 durch 

Geldanamycin verhindert eine Häm-vermittelte Aktivierung der nNOS (Billecke et al., 2002). 

Vor diesem Hintergrund sollte in diesen Experimenten am mesenterialen Gefäßbett mittels 

Perfusion gezeigt werden, wie sich die Gabe von Geldanamycin (GA) auf die nNOS und damit 

auf den Perfusionsdruck auswirkte. Dabei handelte es sich um das gleiche Versuchsprotokoll wie 

schon in Abbildung 15 gezeigt wurde. Das kanülierte Gefäßbett wurde deendothelisiert 

(Abschnitt 4.2.2), mit 10-5 M NA präkonstriktiert und dann mittels PNS mit 2-12 Hz stimuliert. 

Vor dem zweiten Zyklus wurde jedoch Geldanamycin in einer Konzentration von 6 x 10-6 M 

verabreicht. Es schloss sich ein zweiter Zyklus mit Präkonstriktion und PNS an.  

 
4.3.2 Untersuchung der Effekte von Neuropeptid Y bei portaler Hypertension 

 

4.3.2.1 Perfusionsexperimente 

 

Protokoll I: Hier sollte ein möglicher direkter vasokonstriktiver Effekt von NPY untersucht 

werden. Dazu wurde das Gefäßbett (Abschnitt 4.2.2) mit einer Kombination aus Gallensäure 

(0,5 %) und Aqua dest. deendothelisiert, da NPY im mesenterialen Gefäßbett bekanntermaßen 

endothelunabhängig direkt am Gefäßmuskel wirkt. Anschließend folgte eine 

Äquilibrierungsphase von 30 min mit 37 °C warmer Krebs-Henseleit-Lösung bevor mit dem 

eigentlichen Versuch begonnen werden konnte. Zuerst wurde NPY in 2-4minütigen Abständen 

als Bolus von 0,1 ml in den Konzentrationen von 10-10 M bis 10-5 M gegeben (ohne 

Präkonstriktion des Gefäßbettes). In weiteren Versuchen wurde das Gefäßbett mit dem α1-

Agonist Methoxamin präkonstriktiert. Nachdem ein stabiles Niveau erreicht worden war, wurde 

NPY erneut als ein Bolus von 0,1 ml in den Konzentrationen 10-10 M bis 10-5 M gegeben. Um 

den Effekt der Vasokonstriktion von NPY in Abhängigkeit von dem Präkonstriktionsniveau zu 

untersuchen, wurde das Gefäßbett mit Methoxamin in Dosen von 3 x 10-7 M, 10-6 M, 3 x 10-6 M 
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und 10-5 M präkonstriktiert. Anschließend wurde NPY erneut als Bolus von 0,1 ml appliziert 

(Abb. 16). 
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Protokoll II: Hier sollte der Effekt von NPY auf eine α1-adrenerge Vasokonstriktion untersucht 

werden. Zu diesem Zweck wurde in diesem Teil das Endothel nicht entfernt, um die Wirkung am  

intakten Gefäßbett (vergleichbar mit der in vivo Situation) zu testen. Im ersten Zyklus der 

Perfusion wurde eine Dosis-Wirkungskurve für Methoxamin (3 x 10-7 M bis 3 x 10-4 M) 

aufgenommen. Dazu wurde mit jeder Methoxamin-Konzentration für 2 min perfundiert. Vor 

Beginn des zweiten Zyklus wurde mit NPY (5 x 10-8 M) für 10 min perfundiert. Erneut wurde 

eine Dosis-Wirkungskurve für Methoxamin (3 x 10-7 M bis 3 x 10-4 M) in gleicher Art und 

Weise, in Anwesenheit von NPY, aufgenommen.  

 
4.4 Histologische Methoden 
 
4.4.1 Einbetten und Schneiden von Gewebe 
 

Die Ratten wurden narkotisiert (Abschnitt 4.1) und laparotomiert. Das Organ bzw. Gewebe 

wurde entnommen und über Nacht in 3,7 % Formaldehyd bei 4°C fixiert. Anschließend wurde es 

in 20 % Saccharose überführt und ebenfalls bei 4°C für mindestens 12 Stunden aufbewahrt. Erst 

dann wurde das Gewebe in Tissue Tek eingebettet und in flüssigem Stickstoff tiefgefroren. Die 

zweite Möglichkeit bestand darin, das Gewebe nativ einzufrieren, was bedeutet, dass es nach 

Entnahme aus dem Tier sofort in Tissue Tek mittels flüssigem Stickstoff eingefroren wurde. So 

behandelt konnte das Gewebe mehrere Monate bei –80 °C aufbewahrt werden. Um 

immunhistologische Färbungen anzufertigen, wurden von den Tissue Tek-Blöcken am 

Kryotom 5-8 µm dicke Präparate angefertigt und auf einen beschichteten Objektträger (Super 

Frost Plus) aufgenommen. Die Gefrierschnitte wurden dann für eine Stunde an der Luft 

getrocknet, um anschließend für 10 min in 0,05 M tris buffered saline (TBS) rehydriert zu 

werden. In TBS stehend konnten die Schnitte für ein bis zwei Tage bei 4 °C aufbewahrt werden. 

Im Folgenden wird die Vorgehensweise für die Hematoxylin/Eosin Färbung, die Fluoreszenz 

Färbung und die Detektion mittels Alkaline-Phosphatase-anti-Alkaline-Phosphatase (APAAP) 

beschrieben.  

 

4.4.2 Färbetechniken 

 

Um allgemeine Unterschiede in der Leber- oder Gefäßarchitektur in PVL- bzw. Sham-Ratten zu 

zeigen, wurde die Hematoxylin/Eosin Färbetechnik verwendet. 
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Hematoxylin/Eosin 

Hematoxylin färbt Zellkerne und Zytoplasmaanteile, die reich an rauem endoplasmatischen 

Retikulum sind, blau-violett. Eosin hingegen färbt andere Zytoplasmaanteile sowie viele faserige 

extrazelluläre Komponenten rot. Die nativen, am Kryotom angefertigten, in 0,05 M TBS 

rehydrierten Gewebeschnitte wurden für 8 min in Mayer`s Hematoxylin-Solution gefärbt und 

dann für 10 min in handwarmem Wasser gebläut. Daran anschließend folgte eine 10 s lange 

Färbung in 1 % Eosin. In einer aufsteigenden Alkoholreihe, beginnend mit jeweils zweimal 70 % 

über zweimal 96 %, zweimal 99 % Ethanol und endend mit zweimal Xylol, wurde 

überschüssiger Farbstoff entfernt und die Schnitte entwässert. Zum Schluss wurden die 

Gewebeschnitte mit Deckgläsern und Entellan eingedeckelt. Nach einer Trocknungszeit von ca. 

18 Stunden konnten die Schnitte unter dem Lichtmikroskop angeschaut werden.  

Um eine Aussage über die nNOS Proteinmenge und auch über die Lokalisation der nNOS 

gefärbten Bereiche in PVL- bzw. Sham-Ratten treffen zu können, wurden auch Gewebeschnitte 

mittels Fluoreszenz- und APAAP-Technik angefärbt. 

 

Fluoreszenzfärbung 

Bei der Fluoreszenzfärbung kann der fluoreszierende Farbstoff direkt an den spezifischen 

Antikörper gekoppelt sein. Wesentlich häufiger wird jedoch die indirekte Immunfluoreszenz 

(Abb. 17) gewählt, bei der fluoreszierende anti-Immunglobuline verwendet werden. Die 

Farbstoffe lassen sich durch Licht einer bestimmten Wellenlänge anregen, wodurch Licht im 

sichtbaren Bereich abgestrahlt wird. Die am häufigsten verwendeten Farbstoffe sind Fluorescein 

(grün), Texas-Rot und Peridin-Chlorophyllprotein, die beide rotes Licht emittieren. Unter dem 

Mikroskop kann man, unter Verwendung bestimmter Filter, nur das emittierte Licht der 

verwendeten Farbstoffe erkennen. 

 
Abb. 17: Die indirekte Immunfluoreszenz. Bei dieser Methode der Immunfluoreszenz wird nach der Bindung eines 

antigenspezifischen Primärantikörpers in einem zweiten Schritt ein Fluorochrom-markierter Sekundärantikörper  

verwendet. Vorteil der indirekten Immunfluoreszenz ist die Tatsache, dass schwach exprimierte Antigene besser 

sichtbar gemacht werden können, da am Primärantikörper gleich mehrere Moleküle des markierten 

Sekundärantikörpers binden können.         

(Taschenatlas der Immunologie; 1998; Burmester, Pezzutto) 
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Wie schon zuvor beschrieben mussten die Schnitte 10 min in 0,05 M tris buffered saline (TBS) 

rehydrieren. Die Schnitte wurden mit einem Fettstift umrandet, um das Auftropfen der 

Blocklösungen und der Antikörperverdünnungen zu erleichtern. Im nächsten Schritt wurden 

unspezifische Bindungsstellen des Sekundärantikörpers mittels einstündiger Inkubation mit 0,05 

M TBS + 10 % Normalserum der Spezies, von welcher der jeweilige Antikörper stammte und 

1 % bovines Serum Albumin (BSA) bei Raumtemperatur in einer Feuchtkammer abgeblockt. 

Die Gewebeschnitte wurden für eine Stunde inkubiert. Im Anschluss folgten zwei 5-minütige 

Waschschritte in 0,05 M TBS. Danach wurde die überschüssige Flüssigkeit von den 

Objektträgern abgeschüttelt und der Primärantikörper auf die Gewebeschnitte aufgebracht. Die 

Immunglobuline wurden in 0,05 M TBS mit 1 % BSA 1/500 bis 1/800 verdünnt (Tabelle 2). Die 

Inkubation erfolgte für eine Stunde bei Raumtemperatur oder bei 4°C über Nacht in einer 

Feuchtkammer. Um im Anschluss daran die Gewebeschnitte für den sekundären Antikörper 

vorzubereiten, wurden sie zwei mal für 5 min in einem 0,05 M TBS-Pufferbad bewegt, um nicht 

gebundene überschüssige Primärantikörper abzuwaschen. Als Sekundärantikörper wurde das rot 

fluoreszierende anti-Maus Immunglobulin G (Alexa 546) verwendet. Wie schon zuvor der 

Primärantikörper wurde auch der Sekundärantikörper mit 0,05 M TBS + 1 % BSA 1/300 

verdünnt und anschließend auf die Gewebeschnitte aufgetragen. Die Inkubation erfolgte wieder 

für eine Stunde bei Raumtemperatur in einer dunklen Feuchtkammer. Nicht gebundener 

Sekundärantikörper wurde durch zwei mal 5 minütiges Waschen in 0,05 M TBS entfernt, und im 

Anschluss konnten die Gewebeschnitte mit DAKO fluorescent mounting Medium eingedeckelt 

werden.  

 

Antikörper Gewebe Verdünnung
NNOS 
Klon :16 ; IgG2a 

Arteria mesenterica superior     
(1.+2. Ordnung) 

1 :800 

NPY (polychlonal) Arteria mesenterica superior     
(1.+2. Ordnung) 

1 :500 

Tab. 2:  Aufgelistet sind die bei der Immunfluoreszenz und der APAAP-Färbung verwendeten Verdünnungen (mit 

0,05 M TBS und 1 % BSA) des jeweiligen Primärantikörpers und die untersuchten Gewebe.  

 

APAAP 

Bei der Alkalische-Phosphatase-anti-alkalische-Phosphatase-Technik (APAAP) wird ein 

löslicher Immunkomplex verwendet, der aus alkalischer Phosphatase des Kälberdarms und 

einem gegen die alkalische Phosphatase gerichteten monoklonalen Antikörper aus der Maus 

besteht. Die APAAP- Enzymreaktion wird mit dem chromogenen Fast Red TR-Chromogen und 
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Naphtholsubstrat durchgeführt, die das Antigen leuchtend rot anfärben (Universal DAKO-

APAAP Kit, Gebrauchsanleitung).  

 
Abb. 18: APAAP Methode. Nach Bindung des Primärantikörpers an das Zielantigen wird zunächst ein anti-Maus 

IgG („Brückenantikörper“) und anschließend ein Komplex aus dem Enzym Alkalische Phosphatase (AP) und einem 

monoklonalen Maus-Antikörper gegen alkalische Phosphatase (anti-AP) addiert. Dieser Komplex bindet über 

Brücken- und Primärantikörper an das Zielantigen. Die enzymatische Reaktion mit einem chromogenen Substrat 

führt dann zu einer Antigen-abhängigen Farbstoffpräzipitation im Gewebe.  

(Taschenatlas der Immunologie; 1998; Burmester, Pezzutto) 

 

Von den in 0,05 M TBS rehydrierten Gewebeschnitten wurde die überschüssige Flüssigkeit 

abgeschüttelt. Wie bei der Fluoreszenzfärbung wurde der Primärantikörper entsprechend 

(Tabelle 2) in 0,05 M TBS/ 1 % BSA verdünnt und auf die Schnitte aufgetropft. Die einstündige 

Inkubation erfolgte, wie auch alle weiteren Inkubationschritte, bei Raumtemperatur in einer 

Feuchtkammer. Anschließend wurde der überschüssige Antikörper während des zweimal 

5minütigen Waschens in 0,05 M TBS entfernt, und der Brückenantikörper aufgetropft. Nach 30 

min Inkubation bei Raumtemperatur musste wiederum zwei mal 5 min gewaschen, die 

überschüssige Flüssigkeit von den Objektträgern abgeschüttelt und dann der APAAP-Komplex 

auf die Gewebeschnitte gegeben werden. Nach einer Inkubationszeit von 30 min wurde zweimal 

5 min in 0,05 M TBS gewaschen und dann die Substratlösung auf die Gewebeschnitte gegeben. 

Nach nunmehr 20 min wurde die Färbereaktion durch kurzes Eintauchen in Aqua dest. gestoppt. 

Die Gewebeschnitte konnten so bis zum Eindeckeln mit DAKO faramount aqueous mounting 

medium in 0,05 M TBS aufbewahrt werden.  
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4.5 Molekularbiologische Methoden 

 

4.5.1 Gewinnung von Gewebe, Herstellen von zytosolischen Fraktionen und 

Proteinbestimmung 

 

Das zu untersuchende Gewebe wurde aus narkotisierten Ratten (Sprague Dawley, 300-350 g) 

(Abschnitt 4.1) entnommen, und Fett-, Bindegewebs- und Blutreste wurden entfernt. 

Anschließend wurde das Gewebe in flüssigem Stickstoff nativ eingefroren und bei -20 °C 

gelagert. Die Homogenisierung der Gewebeprobe erfolgte in einem Ripa-Puffer (5 ml 1 N TBS 

pH 7,4; 3 ml 5 M NaCl; 1 g Deoxycholsäure; 1 ml Triton X 100; 500 µL 20 % SDS; ad 500 ml). 

Um den Abbau von Proteinen zu hemmen, wurde zum einen die komplette Proteinaufreinigung 

auf Eis durchgeführt und zum anderen wurde eine Tablette Proteaseinhibitor (Boehringer, 

Mannheim) auf 1,5 ml Aqua dest. gelöst und mit 10 ml Ripa-Puffer gemischt. Der Aufschluss 

des Gewebes erfolgte in einem gekühlten Glas-Glas Homogenisator, wobei pro Gewebestück 

0,5-1,0 ml Ripa-Puffer benötigt wurden. Daran anschließend wurden die Proben bei 12.000 rpm 

in einer auf 4°C gekühlten Zentrifuge für 10 min zentrifugiert. Dadurch wurden Zelltrümmer und 

Organellen sedimentiert, und im Überstand, der im folgenden Schritt abdekantiert wurde, 

befanden sich noch Proteine, die im SDS-Gel nach ihrer Größe getrennt wurden.  

Um bei jeder Probe die gleiche Menge Gesamtprotein im Gel einzusetzen, wurde eine 

Proteinbestimmung nach Bradford durchgeführt. Das Funktionsprinzip beruht darauf, dass sich 

bei der Bindung von Coomassie brilliant blue G-250 an Proteine das Absorptionsmaximum 

(465 nm ohne Proteine bzw. 595 nm mit Proteine) verschiebt. Die Zunahme der Absorption bei 

595 nm ist somit ein direktes Maß für die Proteinkonzentration in Lösung. Als Standard wurde 

eine Verdünnungsreihe von 2 mg BSA/ml PBS bis zu einem Minimum von ~30 µg/ml angesetzt. 

Die Proteinproben wurden je nach Konzentration 1/10 bzw. 1/20 mit 0,1 M PBS vorverdünnt. 

Von dieser Verdünnung wurden 20 µl eingesetzt und mit 100 µl Coomassie gemischt. Die 

Absorption konnte sofort bei einer Wellenlänge von ~600 nm bestimmt werden.  

 

4.5.2 Western Blot 

 

Bei dieser Technik werden die elektrophoretisch aufgetrennten Proteine auf eine Trägerschicht 

aus Nitrocellulose transferiert und somit immobilisiert. Dadurch wird das hohe 

Trennungsvermögen der Gelelektrophorese mit der Möglichkeit kombiniert, die übertragenen 

Moleküle auf einfache Weise spezifisch, qualitativ und quantitativ zu analysieren. Bei dem hier 
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durchgeführten Western Blot wurden die fertigen Gele (NuPAGE Bis-Tris Gel, 4-12 %; 

1,0 mm*10 well) und auch die fertigen Puffer der Firma Invitrogen eingesetzt. Entsprechend 

wurde nach dem von der Firma angegebenen Protokoll verfahren.  

Das Gesamtprobenvolumen, das pro Geltasche eingesetzt wurde, betrug 40 µl. Die Proteinmenge 

belief sich auf 50 µg je Probe, wobei die Differenz mit Aqua dest. aufgefüllt wurde. Zusätzlich 

mit einzurechnen waren 10 µl NuPAGE SDS Sample Buffer (4 x) und 4 µl NuPAGE Reducing 

Agent (10 x). Um die Proteine zu denaturieren, wurden die Proben für 10 min auf 70°C erhitzt 

und anschließend auf das Gel aufgetragen. Neben den Proben wurde auch der Standard (SeeBlue 

Plus2 pre-stained, 191-11 kDa) mit einem Volumen von 10-15 µl eingesetzt. Der Puffer 

(NuPAGE MOPS SDS Running Buffer (20x)) wurde mit Aqua dest. 1/20 auf insgesamt 1 l 

verdünnt und in die beiden Kammern der Gelapparatur gegeben, wobei bei der inneren Kammer 

500 µl NuPAGE Antioxidant zugesetzt werden musste. Bei einer Stromstärke von 120 mA 

benötigten die kleinsten Proteine ca. 45-60 min, um den unteren Rand des Gels zu erreichen.  

Im Anschluss daran wurde der eigentliche Blot auf die Nitrocellulose vorbereitet. Das jeweilige 

Pufferkonzentrat (NuPAGE Transfer Buffer (20x)) wurde entsprechend auf 1 l verdünnt. Dabei 

mussten 100 ml Methanol/Gel und 1 ml NuPAGE Antioxidant mit berücksichtigt werden.  

Bevor der semi-dry Blot zusammengebaut wurde, mussten die Schwämme, Filter und 

Membranen mit NuPAGE Transfer Buffer getränkt werden. Der Blot wurde anschließend wie 

folgt zusammengebaut: 2 Schwämme-Filter-Membran-Gel-Filter-2 Schwämme. Die Stromstärke 

wurde pro Gel auf 110 mA eingestellt. Nach maximal zwei Stunden war der Transfer beendet 

und, die Kammer konnte auseinandergebaut werden. Der Proteintransfer wurde überprüft, indem 

die Nitrocellulosemembran mit Ponceaurot (2 % Ponceaurot in 3 % Trichloressigsäure) 

angefärbt wurde. Nachdem die Membran für 2-3 min mit Ponceaurot überdeckt war, wurde der 

überschüssige Farbstoff mit Aqua dest. abgewaschen, und es erschienen rote Banden an den 

Stellen, wo Proteine vom Gel auf die Membran transferiert wurden. Der Vorteil dieser Färbung 

war, dass sie reversibel war und die spätere Färbung nicht beeinträchtigte. Die Empfindlichkeit 

dieser Anfärbung liegt bei ca. 50-150 ng Protein pro 0,5 cm Bande. Nach dieser Kontrolle wurde 

die Membran für eine Stunde bei Raumtemperatur in 2 % Milchpulver, angesetzt mit 

Waschpuffer (20 ml 0,5 mM Tris pH 6,8 + 20 ml 5 M NaCl + 1 ml Tween-20 - ad 1 l mit Aqua 

dest.), geblockt. Danach konnte die Blocklösung durch den Primärantikörper in der 

entsprechenden Verdünnung mit 2 % Milchpulver ersetzt werden (Tabelle 3). Wieder erfolgte 

die Inkubation für eine Stunde bei Raumtemperatur oder über Nacht bei 4°C. Durch 3 x 10 min 

Waschen mit dem Waschpuffer wurden nicht gebundene Reste des primären Antikörpers 

entfernt, bevor der Sekundärantikörper, der horsradish peroxidase (HRP) konjugiert war, in 
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einer 1:20.000 Verdünnung, mit 2 % Milchpulver, auf die Membran gegeben wurde. Erneut 

wurde die Membran dreimal für 10 min mit dem Waschpuffer gewaschen bevor die Detektion 

mit dem ECL Plus Western blotting detection System erfolgte. Die Inkubationsdauer betrug 5 

min. Danach konnte die Membran mittels eines BiomaxFilmes, 20,3 cm x 25,4 cm, und des 

Entwicklers Curix 60 von Agfa ausgewertet werden.  

 

Antikörper Gewebe Verdünnung
nNOS 
Klon :16 ;IgG2a 

Arteria mesenterica superior 1:2000 

iNOS 
Klon: 6 ; IgG2a 

Arteria mesenterica superior 1:2000 

Tab. 3:  Aufgelistet sind die bei dem Western Blot verwendeten Antikörper mit den entsprechenden Verdünnungen 

(mit 0,05 M TBS und 1 % BSA) des jeweiligen Primärantikörpers und die untersuchten Gewebe.  

 

4.5.3 Co-Immunpräzipitation 

 
Die Co-Immunpräzipitation hilft bei der Fragestellung, ob zwei Moleküle aneinander gebunden 

sind. So wird zuerst ein bestimmtes Antigen aus der Vielzahl der Antigene einer Lösung isoliert. 

Das im Präzipitat gebundene Protein wird aufgrund des Molekulargewichtes in der SDS-

Gelelektrophorese aufgetrennt. Mittels anschließendem Western Blot werden dann Proteine der 

Größe nach aufgetrennt. Das an das Protein gebundene weitere Protein wird nach dem Transfer 

auf die Nitrozellulosemembran mittels eines weiteren Antikörpers nachgewiesen. Mittels ECL-

Kit können beide Proteine, und deren gebundene Antikörper, nachgewiesen werden. Im 

Gegensatz zu polyklonalen Antikörpern binden monoklonale Antikörper häufig recht gut an 

Protein G-Sepharose. Aus diesem Grund wurde in diesem Versuchsabschnitt auch nur G-

Sepharose und monoklonale Antikörper eingesetzt.  

Im ersten Schritt wurden 1-4 µg Antikörper (Tabelle 4) zu 40 µl G-Sepharose und 1 ml 0,1 M 

PBS gegeben. Während der einstündigen Inkubationszeit bei Raumtemperatur (oder über Nacht 

bei 4 °C) wurde die Probe immer geschüttelt. So konnte sich der Antikörper an die G-Sepharose 

binden. Um nicht gebundene Primärantikörper zu entfernen, wurde der Ansatz bei 2.500 rpm für 

5 min zentrifugiert. Dadurch setzte sich der G-Sepharose-Antikörper Komplex am Boden des 

Reaktions-Gefäßes ab, und im Überstand, der abdekantiert wurde, befanden sich ungebundene 

Primärantikörper. Diese Prozedur wurde insgesamt fünf mal wiederholt. Die im nächsten Schritt 

eingesetzte zytosolische Fraktion von mesenterialem Gefäßbett wurde, wie in Abschnitt 4.5.1 

beschrieben, gewonnen. Insgesamt wurde 0,5 bis 1,0 ml Gewebehomogenisat eingesetzt. Wieder 

folgte eine Inkubationszeit (unter Schütteln) von mindestens zwei Stunden bei Raumtemperatur 

oder über Nacht bei 4 °C. Um ungebundene Proteine zu entfernen, wurde erneut 5 x gewaschen. 
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Beim letzten Waschvorgang sollte der Überstand so weit wie möglich abgenommen werden. 

Danach wurden 20 µl NuPAGE SDS Sample Buffer (4 x) und 8 µl NuPAGE Reducing Agent (10 

x) zugegeben. Wie beim Western Blot Protokoll (Abschnitt 4.5.2) wurden die Proben 

denaturiert, indem sie für 10 min auf 70 °C erhitzt wurden. Dann jedoch wurden sie für 2 min bei 

13.000 rpm zentrifugiert, damit die Sepharose nicht mit auf das sich anschließende SDS Gel 

aufgetragen wurde, da sie die Taschen des Gels verstopfen und so die Trennung der Proteine 

behindern würde. Das weitere Protokoll für den Western Blot ist bereits in Abschnitt 4.5.2 

aufgeführt. Wenn bei der Präzipitation der Antikörper gegen HSP90 gerichtet war, dann musste 

der Primärantikörper im Western Blot an die nNOS binden (Verdünnungen in Tabelle 5) und 

umgekehrt. Zur Kontrolle wurde zum einen mit HSP90- und nNOS-Antikörpern 

immunpräzipitiert zum anderen wurde aber auch eine Isotypkontrolle, ein IgG2a κ Antikörper, 

verwendet. Ferner wurde zur Lokalisation der nNOS-Bande ein Lysat der Hirnanhangsdrüse in 

einer Konzentration von 1µg/ 20 µl aufgetragen.  

 

Antikörper Gewebe Verdünnung
nNOS 
Klon :16 ;IgG2a 

A.mesenterica superior 
(1.+2. Ordnung) 

1:1000 

HSP90 
(polyklonal) 

A.mesenterica superior 
(1.+2. Ordnung) 

1:1000 

Tab. 4:  Aufgelistet sind die bei der Co-Immunpräzipitation verwendeten Verdünnungen (mit 0,05 M TBS und 1 % 

BSA) des jeweiligen, an die G-Sepharose gebundenen Antikörpers und die untersuchten Gewebe.  

 

Antikörper Gewebe Verdünnung
nNOS 
Klon :16 ;IgG2a 

A.mesenterica superior 
(1.+2. Ordnung) 

1 :2000 

HSP90 
(polyklonal) 

A.mesenterica superior 
(1.+2. Ordnung) 

1:1000 

Tab. 5:  In dieser Tabelle sind die Verdünnungen für die jeweiligen Antikörper, wie sie im Western Blot eingesetzt  

werden, aufgeführt. Die Verdünnungen wurden jeweils mit 0,05 M TBS und 1 % BSA angesetzt. 

 

4.6 Statistische Auswertung 
 

Die Ergebnisse wurden in Mittelwerten ± SEM angegeben. Die Analyse wurde mittels ANOVA 

(2-way, mit wiederholten Messungen), gepaartem und ungepaartem nicht-parametrischen Test 

nach Mann-Whitney durchgeführt. Das statistische Signifikanzniveau betrug p<0,05.  
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5. Ergebnisse 
 

5.1 Die Rolle der nNOS bei portaler Hypertension 
 

Wie bereits in der Einleitung beschrieben, ist die portale Hypertension durch eine 

Hyporeaktivität gegenüber Vasokonstriktoren gekennzeichnet. Ferner kommt es vor allem im 

splanchnischen Gefäßbett zu einer arteriellen Vasodilatation, wobei man bisher immer davon 

ausgegangen ist, dass hier insbesondere die endotheliale NO-Synthase (eNOS ) von Bedeutung 

ist (Albornoz et al., 2001; Cahill et al., 1996; Gadano et al., 1997; Wiest and Groszmann, 1999; 

Wiest et al., 1999). 

In den folgenden Experimenten sollte jedoch der Fokus weniger auf der eNOS, als auf der nNOS 

liegen. Dazu wurde das Gefäßbett über eine auf die Arteria mesenterica superior aufgebundene 

Platinelektrode, und über ein als zweite Elektrode dienendes Platinnetz, elektrisch stimuliert. Um 

die Beteiligung der eNOS auszuschließen, wurde das Gefäßbett durch eine kombinierte Gabe aus 

Gallensäure (0,5 %) und Aqua dest. deendothelisiert. Als Tiermodell für die portale 

Hypertension dienten portal venös ligierte Ratten, die bereits nach 12 bis 14 Tagen das klinische 

Bild einer portalen Hypertension (mit hyperdynamer Zirkulation) entwickelten. Um die 

Auswirkungen auf die Leber zu verdeutlichen, sind in Abbildung 19A und 19B zwei 

Hematoxylin/Eosin-(HE)-gefärbte Leberschnitte dargestellt. Die Leber wurde dazu jeweils aus 

einem gesunden Tier und aus einer PVL-Ratte entnommen. Diese beiden Tiergruppen wurden 

auch in allen folgenden Experimenten eingesetzt. In Abbildung 19A ist eine gesunde 

Leberarchitektur zu erkennen. Sowohl der Zentralkanal als auch die Sinusoide sind klar 

abgegrenzt. Dahingegen ist in Abbildung 19B eine starke Zunahme des Bindegewebes zu sehen. 

Es gibt nur noch eng begrenzte Areale in denen die normale Anordnung der Sinusoide 

festzustellen ist.  
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Abb. 19A: Gesunde Leber eine Sham-Ratte. Gezeigt ist ein Querschnitt durch eine Leber einer gesunden Ratte. 

Nach Fixierung in Formaldehyd und Saccharose wurde die Leber in 10 µM dünne Präparate geschnitten und 

anschließend HE-gefärbt. HE-Färbung, 20 x Vergrößerung 

Legende: (1) Zentralkanal; (2) Sinusoiden 

 

 

 
 
 
 
 

 
Abb. 19B: Leber einer PVL-Ratte. Die Leber wurde wie oben beschrieben fixiert und in 10 µM dünne Präparate 

geschnitten und anschließend HE-gefärbt. HE-Färbung; 20 x Vergrößerung 

Legende: (1) Bindegewebe; (2) normale Leberarchitektur 
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5.1.1 Körper- und Milzgewicht der verwendeten Tiere 

 
Um eine möglichst gleiche Ausgangssituation zu schaffen wurde darauf geachtet, dass es 

zwischen den einzelnen Versuchsgruppen keinen nennenswerten Unterschied gab: Die Tiere 

hatten ein Körpergewicht von durchschnittlich 341 ± 27g für PVL- und bei 339 ± 25 g für Sham-

Ratten (n.s.). Aufgrund der portalvenösen Ligatur kam es bei PVL-Ratten zu einem signifikant 

erhöhten Milzgewicht. Dies betrug bei den operierten Tieren 3,38 ± 0.32 g/kg Körpergewicht im 

Vergleich zu Sham-Ratten, die nur ein Milzgewicht von 2,57 ± 0.58 g/kg Körpergewicht 

(p<0,01) aufwiesen.  
 

5.1.2 Hyporeaktivität gegenüber α1-adrenerger Vasokonstriktoren 

 

Trotz der vermuteten Beteiligung der nNOS bei der Vasodilatation im Splanchnikusgebiet sollte 

in den anfänglichen Experimenten auch noch einmal die Rolle der eNOS verdeutlicht werden. 

Dazu wurde ein intaktes Gefäßbett, mit Endothel, verwendet.  

Bereits während der Äquilibrierungsphase zeigte sich bei den kontrolloperierten Ratten ein 

Druck von 24.0 ± 8.2 mmHg. Dahingegen erreichten die PVL-Tiere lediglich einen Druck von 

17.1 ± 8.2 mmHg. Um auch die Hyporeaktivität des mesenterialen Gefäßbettes von PVL-Tieren 

im Vergleich zu den Kontrolltieren zu zeigen, wurden Dosis-Wirkungskurven mit dem α1-

Agonisten Methoxamin erstellt. Dazu wurde das Gewebe nach einer kurzen Äquilibrierungszeit 

mit Methoxamin in den Konzentrationen von 1 µM, 10 µM und 100 µM auf non-kumulative 

Weise für 2,5 min perfundiert. In Abbildung 20A ist das Ergebnis dieses Versuches graphisch 

dargestellt. Bei einer Methoxamin-Konzentration von 30 µM geht die Kurve für beide 

Tiergruppen in ein Plateau über (Abb. 20A). Das Maximum unterscheidet sich jedoch um ca. 40 

mmHg voneinander (Abb. 20A). Während der Druck bei den Sham-Ratten auf 141 ± 5,4 mmHg 

anstieg, erreichten die PVL-Tiere ihr Maximum bereits bei 100 ± 6,7 mmHg (p<0,01) (Abb. 

20A). Da vor allem das Signalmolekül NO, gebildet durch die verschiedenen NO-Synthasen, für 

diese Hyporeaktivität gegenüber Methoxamin verantwortlich sein dürfte, wurde im nächsten 

Versuch die endogene NO-Produktion gehemmt. Dazu wurde der NOS-unspezifische 

Hemmstoff L-NAME in einer Konzentration von 100 µM zur Perfusionslösung zugegeben (Abb. 

20B). Der Effekt, den L-NAME bewirkte, ist in Abbildung 20C dargestellt. Nachstehend sind die 

entsprechenden EC50-Werte aufgeführt: 

1) Sham: 8,7 ± 0,7 µM (ohne L-NAME) vs. 6,1 ± 3,1 µM (mit L-NAME) p<0,01 
2) PVL: 16,3 ± 2,0 µM (ohne L-NAME) vs. 6,4 ± 0,7 µM (mit L-NAME) 
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Es kam demnach bei den Kurven für beide Tiergruppen zu einer Links-Verschiebung, wobei die 

Verschiebung bei den PVL-Tieren deutlich größer war.  
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Abb. 20B 

Abb. 20A: Dosis-Wirkungskurven mit Methoxamin. Abb. 20A: Nach einer Äquilibrierungszeit von ca. 20 min 

wurde das Gefäßbett mit 1 µM, 10µM, 30µM und 100 µM Methoxamin (2,5 ml) perfundiert. Abb. 20B: Zusätzlich 

zu Methoxamin wurde ein NOS-unspezifischer Inhibitor in Form von 100 µM L-NAME zugegeben, um die 

Bedeutung der endogenen NO-Produktion herauszuarbeiten. (Sham: n=6; PVL: n=6) Die Daten werden als 

Mittelwert ± SEM dargestellt. Die p-Werte wurden mittels ANOVA bestimmt. 
Abkürzungen: Sham=kontrolloperierte Tiere; PVL=portalvenös ligierte Tiere; L-NAME=NOS-unspezifischer Inhibitor (Nitro-L-Arginin-
Methylester) 

  



   Ergebnisse 59

0

20

40

60

80

1 10 30 100

Methoxaminkonzentration [µM]

Än
de

ru
ng

 d
es

 P
er

fu
si

on
sd

ru
ck

es
 [m

m
H

g]
   

.

Sham
PVL

p<0,01

 
Abb. 20C: Effekt von L-NAME auf die α1-adrenerge Stimulation. Aufgetragen ist der Effekt von L-NAME für die 

beiden Tiergruppen, wobei die Änderung in mmHg angegeben ist.( Sham: n=6; PVL: n=6) Die Daten werden als 

Mittelwert ± SEM dargestellt. Die p-Werte wurden mittels ANOVA bestimmt.  

Abkürzungen: Sham=kontrolloperierte Tiere; PVL=portalvenös ligierte Tiere; L-NAME=NOS-unspezifischer 

Inhibitor (Nitro-L-Arginin-Methylester) 

 

 

Um den rein eNOS-vermittelten Effekt auszuschließen, wurde das Gefäßbett mittels einer 

kombinierten Gabe aus 0,5 % Gallensäure und Aqua dest. deendothelisiert und anschließend wie 

oben beschrieben perfundiert (Abb. 21). Für die Methoxamin-Dosis-Wirkungskurve wurden 

Konzentrationen von  1 µM, 3 µM, 10µM, 30µM und 100 µM Methoxamin verwendet. Unter 

allen vier Bedingungen wurde das Maximum bei ca. 30 µM Methoxamin erreicht (Abb. 21).  

Bei der Perfusion des mesenterialen Gefäßbettes (mit intaktem Endothel) von Sham- bzw. PVL-

Tieren ergaben sich die gleichen Werte wie in Abbildung 20 gezeigt. Nach Entfernung des 

Endothels zeigten sich die größten Unterschiede im Bereich der submaximalen Stimulation bei 

den PVL-Tieren. Die entsprechenden EC50-Werte für PVL lauten wie folgt: 

PVL: 16,3 ± 2,0 µM (mit Endothel) vs. 6,1 ± 1,4 µM (ohne Endothel) (p<0,01) 
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Abb. 21: Dosis-Wirkungskurve mit Methoxamin. Durch die Deendothelisierung konnte in diesem Versuch die 

Beteiligung der eNOS ausgeschlossen werden. Methoxamin wurde in non-kumulativer Weise in einer Konzentration 

von 1 µM, 10 µM, 30 µM und 100 µM verabreicht. (Sham: n=6; PVL: n=6) Die Daten werden als Mittelwert ± 

SEM dargestellt. Die p-Werte wurden mittels ANOVA bestimmt. 
Abkürzungen: Sham=kontrolloperierte Tiere; PVL=portalvenös ligierte Tiere 
 

5.1.3 Resultat der nNOS-vermittelten Vasorelaxation nach PNS 

 

Nachdem die Deendothelisierung erfolgreich etabliert worden war, und somit ausgeschlossen 

werden konnte, dass die eNOS bei nachfolgenden Experimenten eine Rolle spielte, konnte man 

sich der Untersuchung des nNOS vermittelten Effektes bei portaler Hypertension widmen. Im 

Gegensatz zu den Geweben mit intaktem Endothel (s. o.), zeigte sich nach der Entfernung des 

Endothels kein signifikanter Unterschied in den Ausgangsdrücken beider Tiergruppen. Am Ende 

eines jeden Versuches wurde die Deendothelisierung mittels Acetylcholin (ACh), ein 

endothelabhängiger Vasodilatator, überprüft. Es ergaben sich Relaxationen von 9.0 ± 6.1 % und 

7.5 ± 5.7 % in Sham- bzw. PVL-Tieren (n.s.). Die Verabreichung von 0,1 ml Sodiumnitroprussid 

(SNP), ein endothelunabhängiger Vasodilatator, ergab hingegen eine Relaxation von  56.6 ± 

9.0 % und 61.8 ± 7.6 % für Sham- bzw. für PVL-Ratten (n.s.). Letzteres ist ein Maß für die 

Unversehrtheit der glatten Gefäßmuskulatur im mesenterialen Gefäßbett. Um die Dilatation der 

Gefäßmuskulatur, ausgelöst durch die PNS, zu messen, musste das Gefäßbett zunächst 

präkonstriktiert werden. Die submaximale (EC80)-Präkonstriktion konnte durch Verwendung von 

Noradrenalin-(NA) in einer Konzentration von 8 µM ausgelöst werden. Somit war gewährleistet, 

dass das Gefäßbett nach der PNS sowohl dilatieren als auch konstriktieren konnte.  
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Zwischen den Tiergruppen ergab sich kein signifikanter Unterschied bezüglich des 

Präkonstriktionsniveaus (Sham: 93,0 ± 5.6 mmHg vs. PVL: 88.3 ± 5.4 mmHg). Im Laufe der 

Experimente konnte kein Effekt der verwendeten NO-Inhibitoren per se auf den Perfusionsdruck 

beobachtet werden.  

In den folgenden Abbildungen ist exemplarisch eine Perfusionskurve für jeden 

Versuchsabschnitt gezeigt (Abb. 22A bis 22D). Auf der Ordinate ist der Druck in mmHg 

aufgetragen, wohingegen die Abszisse die Zeit in Minuten wiedergibt. Die Deendothelisierung 

zeigte sich nach ca. 10 min (Abb. 22A) als eine Konstriktion bis auf  ~40 mmHg. Im weiteren 

Verlauf ist zu erkennen, dass mit der Zunahme der Reizfrequenz die Dilatation proportional bis 

zu einem Maximum bei 8 Hz zunahm. Um die endogene nicht-endotheliale NO-Produktion zu 

hemmen, wurde ca. 15 min vor dem zweiten Perfusionszyklus L-NAME in die Krebs-Henseleit-

Lösung geben. Unter dem Einfluss dieses NOS-unspezifischen Hemmstoffes zeigte sich, dass die 

Dilatation deutlich schwächer ausgeprägt war (Abb.22B). Um zu zeigen, dass der Effekt 

ausschließlich von der PNS abhing, wurde mit Tetrodotoxin (TTX), über eine Vorlaufzeit von 15 

min perfundiert und anschließend elektrisch stimuliert Abb. 22C). Wie auch mit später 

verwendeten Inhibitoren, musste das TTX nicht nur intern durch Perfusion, sondern auch extern 

durch Auftropfen auf das Gefäßbett, verabreicht werden. In der Abbildung 22C ist das Ergebnis 

beispielhaft gezeigt. Der dilatierende Effekt wurde vollständig aufgehoben. Zum Schluss dieser 

experimentellen Reihe musste noch der Nachweis angetreten werden, dass die Dilatation auf der 

Aktivierung der nNOS beruht. Dies wurde mit dem nNOS-spezifischen Hemmstoff 1-(2-

Trifluoromethylphenyl)imidazol (TRIM) gezeigt, der genau wie L-NAME und TTX 15 min vor 

Beginn des zweiten Zyklus in die Krebs-Henseleit-Lösung gegeben wurde (Abb. 22D). Neben 

dieser internen Gabe wurde das Gefäßbett mit der gleichen TRIM-Konzentration von außen 

beträufelt und erneut elektrisch stimuliert. Die Abbildung 22D zeigt, dass der Effekt komplett 

gehemmt wurde.  
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Abb. 22A: Exemplarische Perfusionskurve. Nach Deendothelisierung und Präkonstriktion mit 8 µM Noradrenalin 

(NA) und Erreichen eines stabilen Präkonstriktionsniveaus wurde mit 2, 4, 8 und 12 Hz elektrisch stimuliert, was 

eine frequenzabhängige Vasodilatation zur Folge hatte. Diesbezüglich erwies sich eine Frequenz von 8 Hz als 

maximaler Stimulus.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 22B: Einfluss von L-NAME auf den Perfusionsdruck. Diese Kurve gibt exemplarisch den zweiten Zyklus des 

Versuches wieder. Hier wurde vor der erneuten Präkonstriktion der NOS-unspezifische Hemmstoff L-NAME (100 

µM) zugegeben. Anschließend wurde mit einer Reizfrequenz von 2, 4, 8 und 12 Hz elektrisch stimuliert.
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2, 4, 8 und 12 Hz elektrisch stimuliert und die Druckänderung aufgezeichnet. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Abb. 22C: Kontrollexperiment mit Tetrodotoxin. Um zu zeigen, dass der durch die PNS ausgelöste Effekt neuronal 

vermittelt war, wurde Tetrodotoxin (TTX) (600 nM) im zweiten Perfusionszyklus zugeben. Anschließend wurde mit 

Abb. 22D: Kontrollexperiment mit TRIM. Als weiterer Kontrollversuch wurde der nNOS-spezifische Hemmstoff 1-

(2-Trifluoromethylphenyl)imidazol (TRIM) in einer Konzentration von 100 µM vor dem zweiten Zyklus, bei dem 

ebenfalls mit 2, 4, 8 und 12 Hz stimuliert wurde, zugegeben.  
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Die Gesamtheit der in diesem Versuchsabschnitt gewonnenen Ergebnisse ist in Abbildung 23 

zusammengefasst. Bei der Stimulation mit 2-12 Hz, ohne jeglichen Inhibitor, zeigten die PVL-

Tiere (-30 ± 1,6 mmHg) eine signifikant stärkere Relaxation als die Sham-Tiere (-21 ± 2,7 

mmHg) (p<0,05). 

Wie auch schon an der Abbildung 22 beschrieben, stieg die Relaxation frequenzabhängig bis 

eine maximale Dilatation bei 8 Hz erreicht wurde (Abb. 23A+B). Nach Gabe des NOS-

unspezifischen Hemmstoffes L-NAME in einer Konzentration von 100 µM war der Unterschied 

zwischen den beiden Tiergruppen nicht mehr signifikant (Abb. 23C).    
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Abb. 23A: Zusammenfassung der Ergebnisse aus den Perfusionen mit der PNS-vermittelten Vasorelaxation. Es ist 

die Änderung des Perfusionsdruckes in mmHg gegen die PNS in Hz aufgetragen. Nach Präkonstriktion mit 

Noradrenalin und erreichen eines stabilen Niveaus wurde mit 2, 4, 8 und 12 Hz elektrisch stimuliert. (Sham: n=14; 

PVL: n=18) Die Daten werden als Mittelwert ± SEM dargestellt. Die p-Werte wurden mittels ANOVA bestimmt.  
Abkürzungen: Sham=kontrolloperierte Tiere; PVL=portalvenös ligierte Tiere 
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Abb. 23B: Zusammenfassung der Ergebnisse aus den Perfusionen mit der PNS-vermittelten Vasorelaxation. Der 

Graph stellt die Reizfrequenz in Beziehung zu der prozentualen Änderung des Perfusionsdruckes da. (Sham: n=14; 

PVL: n=18) Die Daten werden als Mittelwert ± SEM dargestellt. Die p-Werte wurden mittels ANOVA bestimmt.  

Abkürzungen: Sham=kontrolloperierte Tiere; PVL=portalvenös ligierte Tiere 
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Abb. 23C: Hemmung der PNS-induzierten Vasodilatation nach L-NAME G

µM) im zweiten Perfusionszyklus ließ sich kein signifikanter Unterschi

erkennen. Dabei wurde, wie in der vorherigen Abbildung gezeigt, ebenfalls

n=12; PVL: n=15) Die Daten werden als Mittelwert ± SEM dargestellt

bestimmt. Abkürzungen: Sham=kontrolloperierte Tiere; PVL=portalven

Arginin-Methylester 
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Um diesen inhibierenden Effekt von L-NAME hervorzuheben, wurde die Änderung der 

Relaxation in mmHg bzw. in Prozent vor und nach L-NAME Gabe verglichen. Die Ergebnisse 

sind in den Abbildungen 23D und 23E dargestellt. Es ist festzuhalten, dass die Änderung des 

Perfusionsdruckes nach L-NAME Gabe bei PVL-Tieren signifikant größer war als bei Sham-

Tieren. Die ermittelten Änderungen bei 12 Hz lauten wie folgt: -23,0 ± 4,4 mmHg bei PVL-

Ratten und -15,0 ± 6,0 mmHg bei Sham-Ratten. 
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Abb. 23D: Effekt von L-NAME auf die PNS-induzierte Relaxation in mmHg. Auf der Ordinate ist die Änderung 

des Perfusionsdruckes vor und nach L-NAME Gabe in mmHg dargestellt, wohingegen auf der Abszisse die 

Reizfrequenz in Hz aufgetragen ist. (Sham: n=6; PVL: n=11) Die Daten werden als Mittelwert ± SEM dargestellt. 

Die p-Werte wurden mittels ANOVA bestimmt.  

Abkürzungen: Sham=kontrolloperierte Tiere; PVL=portalvenös ligierte Tiere; L-NAME=Nitro-L-Arginin-

Methylester 
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Abb. 23E: Effekt von L-NAME auf die PNS-induzierte Relaxation. Die Änderung des Perfusionsdruckes vor und 

nach L-NAME Gabe wird in diesem Diagramm in Prozent dargestellt. Die Daten werden als Mittelwert ± SEM 

dargestellt. (Sham: n=6; PVL: n=11) Die p-Werte wurden mittels ANOVA bestimmt. 

Abkürzungen: Sham=kontrolloperierte Tiere; PVL=portalvenös ligierte Tiere; L-NAME=Nitro-L-Arginin-

Methylester 

 

 

5.1.4 Lokalisation der nNOS positiven Strukturen im mesenterialen Gefäßbett 

 

Um eine mögliche Erklärung für die gesteigerte PNS-induzierte Vasodilatation und die 

endothelunabhängige Hyporeaktivität gegenüber Vasokonstriktoren bei PVL-Tieren zu finden, 

wurde im Folgenden die Proteinmenge der nNOS im mesenterialen Gefäßbett untersucht. Dazu 

wurde sowohl von PVL- als auch von Sham-Tieren mesenteriales Gefäßbett entnommen, in 

Formaldehyd und Saccharose fixiert und schließlich in 5-10 µM dünne Präparate geschnitten. 

Mittels eines nNOS-spezifischen Antikörpers, der keine Kreuzreaktion mit iNOS oder eNOS 

zeigte, wurde zum einen die Proteinmenge und zum anderen die Lokalisation der nNOS (Abb. 

24A) im mesenterialen Gefäßbett untersucht. Als Indikator für die nNOS-Proteinmenge konnte 

die Intensität der roten Farbe verwendet werden (Abb. 24B bis 24D). 

In Abbildung 24A ist die Lokalisation der Fasern mittels Immunfluoreszenz gegen nNOS 

exemplarisch dargestellt. Es handelt sich um einen Querschnitt eines mesenterialen Gefäßes. 

Leuchtend rot und an einigen Stellen mit Pfeilen gekennzeichnet kann man die nNOS-positiven 

Fasern erkennen. Das Lumen des Gefäßes war noch mit Resten von Erythrozyten gefüllt. Die 

entsprechende Isotypkontrolle mit einem anti-Maus IgG2a Antikörper war negativ (nicht gezeigt). 

Vor allem in den äußeren Bereichen der Gefäße, in der Adventitia und an der Grenze von 
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Adventitia und Media, waren große Fasern positiv angefärbt (Abb. 24A). Wesentlich dünnere 

und nur schwer darstellbare Fasern wurden auch in der Media identifiziert (Abb. 24A). Hierbei 

handelt es sich offenbar um die Endigungen der nNOS-positiven Fasern, da keine weiteren 

Verzweigungen ausgemacht werden konnten. 

 

  

 

 
Abb. 24A: Färbung der nNOS mittels Immunfluoreszenz. Das hier in 400-facher Vergrößerung dargestellte Gefäß 

einer PVL-Ratte ist eine Arterie der zweiten Ordnung im mesenterialen Gefäßbett und wurde mittels nNOS-

spezifischen Antikörper und fluoreszenzmarkiertem Sekundärantikörper angefärbt. Die kleinen, dickeren Pfeile 

deuten auf nNOS-positive Fasern, die vor allem in der Adventitia lokalisiert sind. Nur schwer zu erkennen sind auf 

diesem Bild die dünnen Fasern in der Media, die die Endigungen von nNOS-positiven Fasern darstellen.  

 

Für die Untersuchungen der nNOS-Proteinmenge wurde der gleiche nNOS-Antikörper 

verwendet wie für die Immunfluoreszenz, allerdings wurde jetzt für die Anfärbung das Alkaline-

Phosphatase-Anti-Alkaline-Phosphatase Kit (APAAP) von Dako verwendet.  

Es zeigte sich, dass sich die Intensität der Färbung zwischen der Arteria mesenterica superior 

und den Gefäßen der zweiten Ordnung im Gefäßbett nicht unterschied (nicht gezeigt). In den 

weiter distal gelegenen Gefäßen jedoch nahm die Intensität der Rotfärbung stetig ab, so dass im 

kapillären Gefäßbett keine nNOS mehr nachgewiesen werden konnte (nicht gezeigt). Zwischen 

den Gefäßen der beiden Tiergruppen, PVL und Sham, zeigte sich jedoch ein deutlicher 
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Unterschied. Die Intensität der Rotfärbung ist bei PVL- deutlich ausgeprägter als bei Sham-

Ratten (Abb. 24B und 24C), was auf eine erhöhte nNOS-Proteinmenge bei den PVL-Tieren 

hindeutet. Die Isotypkontrolle war, abgesehen von wenigen unspezifischen Bindungen, negativ 

(Abb. 24D). 

 

 

 

 

 
Abb. 24B: Sham-Tier mit nNOS-spezifischer APAAP Färbung. Es zeigte sich vor allem in der Adventitia dieses 

200-fach vergrößerten Gefäßes eine nNOS-spezifische Färbung. Die Media und auch das Endothel waren nNOS-

negativ. 
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Abb. 24C: Gefäß einer PVL-Ratte. Das hier in 200-facher Vergrößerung gezeigte Gefäß wurde durch einen nNOS-

spezifischen Primärantikörper, und durch die Verwendung des APAAP-Kits, rot angefärbt. Im Vergleich zu der 

Anfärbung in den Kontrolltieren (Abb. 24B) war die rote Farbe insbesondere in der Adventitia deutlich intensiver. 

In der Media war nur eine schwache Rotfärbung zu erkennen, wohingegen im Endothel keine nNOS nachgewiesen 

werden konnte. 

 
Abb. 24D: Isotypkontrolle. Die 200-fach vergrößerte Isotypkontrolle war, abgesehen von ein paar wenigen 

unspezifischen Bindungen des Primärantikörpers, negativ. Als Isotypkontrolle wurde ein anti-Maus IgG2a 

verwendet.  
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5.1.5 Bestimmung der nNOS Proteinmenge 

 

Da eine Quantifizierung der nNOS-Proteinmenge durch immunhistochemische Methoden in den 

verschiedenen Tiergruppen nur schwer zu realisieren war, wurde ein Western Blot durchgeführt. 

Dazu wurde eine Probe von mesenterialem Gefäßbett entnommen und homogenisiert. Dieses 

Gewebelysat wurde dann in einer Proteinkonzentration von 50 µg auf ein SDS-Gel aufgetragen 

und somit die Proteine ihrer Größe entsprechend aufgetrennt. Im Anschluss wurde das Gel 

geblottet und die Banden mittels des schon in der Immunhistologie verwendeten nNOS-

Antikörpers, in Kombination mit dem ECL-Kit, detektiert. Um zu zeigen, dass die iNOS keine 

Rolle bei der NO-Synthese im Gefäßbett spielt, wurde zusätzlich ein Western Blot gegen die 

iNOS durchgeführt. In Abbildung 25A ist ein exemplarischer Western Blot für nNOS und iNOS 

dargestellt. Als Positivkontrollen wurden zum einen Hypophysenlysat der Ratte (nNOS-155 

kDa) und zum anderen mit LPS und IFNγ stimulierte Mausmakrophagen (iNOS-130 kDa) 

verwendet.  
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senterialem Gefäßbett. In dieser Abbildung ist ein exemplarischer nNOS- 

Mesenteriales Gefäßbett wurde aus beiden Tiergruppen entnommen, 

teinkonzentrationen auf das Gel aufgetragen. Die Detektion der n/iNOS 

ntikörper in Kombination mit einem ECL-Kit. 
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Abb. 25B: Densitometrische Auswertung der Western Blots für n/i NOS. Die Western Blots wurden 

densitometrisch vermessen. Die Daten werden als Mittelwert ± SEM dargestellt. (Sham: n=6; PVL: n=7). Die p-

Werte wurden mittels Mann-Whitney bestimmt.  

Abkürzungen: Sham=kontrolloperierte Tiere; PVL=portalvenös ligierte Tiere 

 

5.1.6 Einfluss von Geldanamycin auf die nNOS-vermittelte Vasorelaxation  

 

Aus Untersuchungen der eNOS ist bekannt, dass das heat shock protein 90 (HSP90) ein 

wichtiger Aktivator dieses Enzyms ist (Abschnitt 1.4.4). Bei diesen Untersuchungen konnte auch 

gezeigt werden, dass Geldanamycin die Bindung von HSP90 an die eNOS inhibiert (Shah et al., 

1999). Des weiteren wurde das Zusammenspiel von HSP90 und gereinigter nNOS untersucht, 

und man stellte fest, dass HSP90 ein allosterischer Aktivator dieses Enzyms ist (Shah et al., 

1999; Garcia-Cardena et al., 1996; Garcia-Cardena et al., 1997). Bei physiologischen 

Untersuchungen vermindert demnach die Substanz Geldanamycin die Aktivität der nNOS bzw. 

hemmt deren Aktivierung. Wie vermutet, zeigte, in den hier durchgeführten Versuchen, die 

Verwendung von Geldanamycin eine Hemmung der PNS-vermittelten Vasodilatation (Abb. 

26A). In Analogie zu der Verwendung von L-NAME zeigte sich auch nach der Gabe von 
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Geldanamycin kein signifikanter Unterschied mehr zwischen den Sham- bzw. PVL-Tieren. Die 

Sham-Ratten relaxierten maximal um 12 ± 2,6 % und die PVL-Ratten um 20 ± 3,7 %.  
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Abb. 26: Effekt von Geldanamycin auf die PNS-induzierte Vaso
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Abb. 26B: Inhibierender Effekt von Geldanamycin. Der Effekt von Geldanamycin auf die beiden Tiergruppen 

wurde als prozentuale Differenz zwischen dem ersten und zweiten Perfusionszyklus ermittelt. (Sham: n=7; PVL: 

n=6) Die Daten werden als Mittelwert ± SEM dargestellt. Die p-Werte wurden mittels ANOVA bestimmt.  

Abkürzungen: Sham=kontrolloperierte Tiere; PVL=portalvenös ligierte Tiere 

 

5.1.7 Nachweis der HSP90/nNOS-Interaktion 

 

Die Methode der Co-Immunpräzipitation wird dann verwendet, wenn gezeigt werden soll, dass 

zwei Proteine aneinander gebunden vorliegen. Dies ist auch bei HSP90 und nNOS der Fall: In 

den physiologischen Versuchen konnte gezeigt werden, dass Geldanamycin, ein Hemmstoff der 

HSP90/nNOS Interaktion, eine inhibitorische Wirkung auf die PNS-vermittelte Vasodilatation 

hatte (Abb. 26A und B). Eine Interaktion der beiden Proteine sollte im Folgenden ebenfalls auch 

auf Proteinebene gezeigt werden. Bei der hier durchgeführten Co-Immunpräzipitation ergab sich 

die Schwierigkeit, dass HSP90 ein ubiquitäres Protein ist und man deshalb kein Gewebelysat als 

Kontrolle einsetzten konnte, in dem HSP90 nicht vorkam. Demnach mussten die Versuche wie 

folgt angesetzt werden: 

1. Antikörper gegen HSP90 wurde an die Sepharose gebunden + nNOS-Antikörper  im 

Western Blot 
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2. Antikörper gegen nNOS wurde an die Sepharose gebunden +  HSP90-Antikörper im 

Western Blot 

3. Isotypantikörper (IgG2a) wurde an die Sepharose gebunden + nNOS- oder HSP90-

Antikörper im Western Blot 

Mittels dieser Kombinationen konnte man davon ausgehen, dass die Banden in Höhe von 155 

kDa für das nNOS- und 90 kDa für das HSP90-Protein tatsächlich eine Bindung beider Proteine 

aneinander bedeutete (Abb. 27). Sowohl bei der Auftragung von HSP90 als auch von nNOS 

waren Banden in Höhe der nNOS-Positivkontrolle (~ 155 kDa) und bei ~ 90 kDa zu erkennen. 

Bei Verwendung von IgG-Antikörpern wurden aufgrund fehlender Spezifität viele Proteine an 

diesen Antikörper gebunden. Somit ist es verständlich, dass nach der Auftragung dieses 

Versuchsansatzes keine klaren Banden zu erkennen waren. Bei ~ 60 kDa zeigten sich in jedem 

Ansatz dickere Banden an gebundenem Protein. Es handelte sich hierbei um die heavy-chain der 

verwendeten Antikörper. Die light-chain lag noch weiter unterhalb bei ~ 30 kDa. Sie ist hier 

jedoch nicht mehr abgebildet.  
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Abb. 27: Co-Immunpräzipitation von HSP90 und nNOS. Bei der Co-Immunpräzipitation wurde die Interaktion von 

nNOS und HSP90 nachgewiesen. Dazu wurde ein Antikörper an die G-Sepharose gebunden, wohingegen der zweite 

Antikörper im Western Blot benutzt wurde. Als Kontrolle diente ein IgG-Antikörper und eine nNOS-

Positivkontrolle (Hypophysenlysat aus der Ratte). 

Beschriftung: HSP90=der Antikörper gegen HSP90 wurde im ersten Schritt an die Sepharose gebunden, und im 

zweiten Schritt wurde der nNOS-Antikörper für den Blot verwendet; nNOS=der nNOS Antikörper wurde zunächst 

an die Sepharose gebunden, und dann der HSP90-Antikörper im Blot eingesetzt; pos.Kontr.=als positive Kontrolle 

wurde, wie beim Western Blot Hypophysenlysat aus der Ratte verwendet; IgG=ein IgG2a-Antikörper wurde an die 

Sepharose gebunden. Im Blot wurde dann entweder ein HSP90- oder ein nNOS-Antikörper eingesetzt; Std.=Der 

Standard zeigt Banden im Bereich von 191 kDa, 97 kDa und 64 kDa. 

  



   Ergebnisse 76

Zusammenfassend kann man sagen, dass L-NAME, TRIM und TTX die Dilatation nach PNS 

hemmen. Ferner konnte gezeigt werden, dass die nNOS vor allem in der Adventitia von 

mesenterialen Gefäßen lokalisiert war, und dass die Proteinmenge in PVL- gegenüber Sham-

Tieren deutlich erhöht war. 

Funktionell wurden diese Ergebnisse bestätigt. Die nNOS-vermittelte Vasodilatation bei den 

PVL-Ratten war signifikant größer als bei den Sham-Tieren.  

Des weiteren wurde durch Verwendung von Geldanamycin die Beteiligung des HSP90 an der 

Regulation der nNOS gezeigt. Zusätzlich konnte mittels Co-Immunpräzipitation nachgewiesen 

werden, dass das HSP90- und nNOS-Protein aneinander gebunden vorlagen.  

 

5.2 Die Bedeutung von Neuropeptid Y für die portale Hypertension 
 

In den folgenden Experimenten wurden ausschließlich die vaskulären Effekte des NPY 

untersucht. An den Gefäßen wird das Protein aus den Nervenendigungen, zusammen mit 

Noradrenalin ausgeschüttet, und vermittelt seine Effekte vor allem über den postsynaptisch 

gelegenen Y1-Rezeptor. Die Synthese findet in den Somata der Nervenzellen statt, woraufhin 

das NPY mittels vesikulärem Transport zu den Endigungen befördert wird.  

Positive NPY-Fasern wurden bisher im mesenterialen Gefäßbett ausschließlich in der Adventitia 

der Gefäße, nicht aber in der Media oder Intima, gefunden. Da bisher noch nicht der Effekt von 

NPY auf die Gefäßregulation bei PVL-Tieren bekannt ist, sollte dies genauer untersucht werden.  

 

5.2.1 Körper- und Milzgewicht der verwendeten Tiere 

 

Das Körpergewicht der beiden Tiergruppen unterschied sich nicht signifikant voneinander 

(Sham: 349 ± 8,9 g, PVL: 345 ± 7,9 g). Die PVL-Ratten zeigten jedoch im Vergleich zu den 

Sham-Ratten ein signifikant höheres Milzgewicht, bezogen auf das Gesamtkörpergewicht 

(Sham: 2,44 ± 0,23 g/ kg Körpergewicht; PVL: 3,90 ± 0,24 g/ kg Körpergewicht; p<0,001).  

Auch der Perfusionsdruck, ohne inhibierende oder konstriktierende Substanzen, unterschied sich 

ebenfalls signifikant (p<0,001) zwischen den Sham- (10,2 ± 0,7 mmHg) und PVL- Ratten (6,7 ± 

0,7 mmHg). Die Entfernung des Endothels erhöhte den Perfusionsdruck, sowohl bei PVL- als 

auch bei den Kontrolltieren (Sham: 14,5 ± 1,1 mmHg; PVL: 13,4 ± 0,8 mmHg, n.s.). 
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5.2.2 Lokalisation der NPY-positiven Fasern im mesenterialen Gefäßbett 

 
Neben den physiologischen Effekten sollte auch immunhistologisch die Lokalisation von NPY 

im mesenterialen Gefäßbett gezeigt werden. Dazu wurde mesenteriales Gefäßbett sowohl von 

PVL- als auch von Sham-Tieren entnommen, fixiert und dann in 5-10 µM dünne Präparate 

geschnitten. Die Negativkontrolle zeigte, abgesehen von wenigen unspezifischen Bindungen, 

keine positive Färbungen. Es zeigte sich jedoch, dass NPY bei PVL-Ratten ausschließlich in der 

Adventitia nicht jedoch in der Media oder Intima der Gefäße zu finden war (Abb. 28). 

 

 

Lumen 

Adventitia 
Media 

 
Abb. 28: NPY-positive Fasern im mesenterialen Gefäß. Nach Entnahme wurde das mesenteriale Gefäßbett in 

Formaldehyd und Saccharose fixiert, geschnitten und mit NPY-spezifischen Antikörpern in Kombination mit einem 

fluoreszierenden Sekundärantikörper angefärbt. Es zeigten sich ausschließlich in der Adventitia NPY-positive 

Nervenfasern (Pfeile). Vergrößerung: 20 x 
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 5.2.3 Dosis-abhängige Wirkung von NPY auf die α1-vermittelte Vasokonstriktion 

 

In Vorversuchen wurde demonstriert, dass NPY beim mesenterialen Gefäßbett von Ratten, im 

Gegensatz zu anderen Gefäßen von verschiedenen Spezies, per se keinen konstriktierenden 

Effekt hatte. Daher stellte sich die Frage, welches Konstriktionsniveau der Gefäße vorliegen 

muss, bevor die Gabe von NPY einen signifikant verstärkenden Effekt bewirkt. Dazu wurden im 

Folgenden Dosis-Wirkungskurven mit NPY bei einer Präkonstriktion mit Methoxamin (3 x 10-7 

M, 10-6 M, 3 x 10-6 M und 10-5 M) erstellt. Das entsprach einem niedrigen, mittleren und hohen 

α1-vermittelten konstriktierenden Niveau. Dabei ist zu bemerken, dass sich die 

Präkonstriktionsniveaus in den verschiedenen Tiergruppen nicht signifikant unterschieden 

(Tab. 6).  

 
 niedrig mittel hoch 

MTx [µM] 0,3 1 3 10 
PVL [mmHg] 16,3 ± 0,9 32,0 ± 1,4 54,1 ± 6,9 86,3 ± 4,4 
Sham [mmHg] 18,3 ± 5,0 45,0 ± 9,8 63,6 ± 10,7 111,3 ± 10,2 

 

Tabelle 6: Aufgelistet sind die Präkonstriktionsniveaus von Sham- bzw. PVL-Ratten. Sie unterschieden sich nicht 

signifikant voneinander. 

 

Nach Erreichen eines stabilen Präkonstriktionsniveaus, wurden NPY-Konzentrationen von 10-10 

M bis 10-5 M verwendet, wobei das NPY in Boli von 0,1 ml intravasal gegeben wurde (Abb. 29).  

Zwischen den Methoxaminkonzentration, 0,3 µM und 1 µM, ergab sich ein signifikanter 

Unterschied (Abb. 29A). Eine Methoxaminkonzentration von 3 µM zeigte eine gesteigerte 

Vasokonstriktion (Abb. 29B). Bei den bisher verwendeten Konzentrationen konnte zwischen 

PVL- und Sham-Tieren kein signifikanter Unterschied gemessen werden. Erst bei der höchsten 

Methoxamin-Konzentration von 10 µM ergab sich ein signifikanter Unterschied zwischen den 

beiden Versuchsgruppen (Abb. 29C). 

Beim Vergleich aller drei Versuchsergebnisse zeigte sich ferner, dass bei einer Präkonstriktion 

mit hohen Methoxaminkonzentrationen die NPY-Dosis deutlich geringer sein musste, um erste 

potenzierende Effekte zu sehen. Während bei 0,3 µM und 1 µM Methoxamin eine Dosis von 10-6 

M NPY benötigt wurde, brauchte man bei 10 µM Methoxamin nur noch 10-8 M NPY, um einen 

additiven Effekt zu erzielen.  
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Abb. 29A: Dosis-Wirkungskurven von NPY bei präkonstriktiertem, deendothelisiertem mesent

Bei den Methoxaminkonzentrationen von: 0,3 µM und 1 µM wurde eine Dosis-Wirkung

aufgenomme. Dazu wurde, nach Vorinkubation des mesenterialen Gefäßbettes mit Methoxamin,

0,1 ml intravasal gegeben. (Sham: n=3; PVL: n=3)  Die Daten werden als Mittelwert ± SEM 

Werte wurden mittels ANOVA bestimmt.  

Abkürzungen: Sham=kontrolloperierte Tiere; PVL=portalvenös ligierte Tiere  
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Abb. 29B: Effekt von NPY auf ein präkonstriktiertes, deendothelisiertes mesenteriales Ge

Methoxamin (3 µM) wurde das mesenteriale Gefäßett präkonstriktiert. NPY wurde in Boli von 

gegeben und der Druck wurde am Computer aufgezeichnet. (Sham: n=3; PVL: n=3) Die 

Mittelwert ± SEM dargestellt. Die Untersuchung der Signifikanz wurde mittels ANOVA durchgef

Abkürzungen: Sham=kontrolloperierte Tiere; PVL=portalvenös ligierte Tiere 
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Abb. 29C: Dosis-Wirkungskurven von NPY bei einem präkonstriktierten, deendothelisierten mesenterialen 

Gefäßbett. Die hier verwendete Methoxamin Konzentration betrug: 10 µM. NPY wurde intravasal in Boli von 

0,1 ml appliziert. Sham: n=3; PVL: n=3) Die Daten werden als Mittelwert ± SEM dargestellt. Die Untersuchung der 

Signifikanz wurde mittels ANOVA durchgeführt.  

Abkürzungen: Sham=kontrolloperierte Tiere; PVL=portalvenös ligierte Tiere 

 

5.2.4 NPY-Effekt auf die α1-vermittelte Vasokonstriktion 

 

PVL-Ratten zeichnen sich neben einer Dilatation im Splanchnikusgebiet auch durch eine 

Hyporeaktivität gegenüber Vasokonstriktoren (wie z. B. Methoxamin) aus. In diesen Versuchen 

sollte der Effekt von NPY auf diese Hyporeaktivität bei PVL-Ratten untersucht werden. Dazu 

wurde eine Dosis-Wirkungskurve für Methoxamin (3 x 10-7 M bis 3 x 10-4 M) erstellt. In dem 

ersten Versuchsabschnitt (Abb. 30A) wurde die Dosis-Wirkungskurve ohne NPY, im zweiten 

Versuchsabschnitt (Abb. 30B) mit NPY (5 x 10-8 M) dargestellt.  

Während man in den Versuchen ohne NPY einen signifikanten Unterschied zwischen beiden 

Tiergruppen von ~ 75 mmHg nachweisen konnte (Abb. 30A) (p<0,001), wurde im zweiten 

Perfusionszyklus gezeigt, dass NPY in der verabreichten Konzentration die unterschiedlichen 

Perfusionsdrücke der beiden Versuchsgruppen egalisierte (Abb. 30B) (n.s.). Die für PVL-Tiere 

charakteristische Hyporeaktivität wurde aufgehoben, so dass nach der Inkubation mit NPY 

zwischen PVL- und Sham-Ratten kein signifikanter Unterschied mehr bestand.  
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Abb. 30A: Dosis-Wirkungskurve von Sham- und PVL-Tieren mittels Methox

Deendothelisierung wurde das mesenteriale Gefäßbett non-kumulativ mit Methoxamin (

konstriktiert. Es war kein NPY anwesend. (Sham: n=6; PVL: n=6) Die Daten werd

dargestellt. Die Untersuchung der Signifikanz wurde mittels ANOVA durchgeführt.  

Abkürzungen: Sham=kontrolloperierte Tiere; PVL=portalvenös ligierte Tiere 
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Abb. 30B: Effekt von NPY auf die Hyporeaktivität des mesenterialen Gefäßbettes von 

wurde eine Dosis-Wirkungskurve für Methoxamin aufgenommen. Dabei wurde jedoch

M) vorinkubiert. (Sham: n=6; PVL: n=6) Die Daten werden als Mittelwert ± SEM darges

Signifikanz wurde mittels ANOVA durchgeführt.  

Abkürzungen: Sham=kontrolloperierte Tiere; PVL=portalvenös ligierte Tiere 
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In Abbildung 31A und B sind die Effekte von NPY noch einmal bei PVL- bzw. Sham-Tieren 

getrennt aufgezeigt. Bei den PVL-Tieren (Abb. 31A) ist sowohl eine Links-Verschiebung der 

Kurve, als auch eine Erhöhung der maximalen Kontraktion unter NPY-Einfluss gemessen 

worden. Der Perfusionsdruck bei einer Methoxamin-Konzentration von 300 µM wird um 59 

mmHg erhöht; das bedeutet eine verstärkte Vasokonstriktion um den Faktor 2,2 . 

Dahingegen zeigte sich bei den Sham-Tieren  ausschließlich eine Links-Verschiebung der 

Kurve, nicht jedoch eine Erhöhung der maximalen Kontraktilität (Abb. 31B). 

Die für beide Gruppen gezeigte Links-Verschiebung lässt sich am besten bei der Betrachtung der 

EC50-Werte beurteilen. Sie betrugen: 

1) Sham: 7,5 ± 1,3 µM (mit NPY) vs. 25,3 ± 1,8 µM (ohne NPY) (p<0,05) 

2) PVL: 11,3 ± 1,9 µM (mit NPY) vs. 24,2 ± 4,5 µM (ohne NPY) (p<0,05) 

Diese Daten zeigen, dass durch die Perfusion mit NPY bei beiden Tiergruppen die Sensitivität 

des Gefäßbettes gegenüber Methoxamin erhöht wurde, jedoch nur bei den PVL-Ratten eine 

Steigerung der maximalen Kontraktilität zu verzeichnen war.  

 

 

0

40

80

120

160

200

0,1 1 10 100 1000

Methoxamin [µM]

Pe
rfu

si
on

sd
ru

ck
 [m

m
H

g]
   

.

PVL ohne NPY

PVL mit NPY

 
Abb. 31A: Einfluss von NPY auf die α1-adrenerg vermittelte Vasokonstriktion. Dargestellt ist die Methoxamin-

Dosis-Wirkungskurve für PVL-Tiere und der NPY-Einfluss auf diese α1-adrenerg vermittelte Konstriktion. (Sham: 

n=3; PVL: n=3) Die Daten werden als Mittelwert ± SEM dargestellt. Die Untersuchung der Signifikanz wurde 

mittels ANOVA durchgeführt.  

Abkürzungen: Sham=kontrolloperierte Tiere; PVL=portalvenös ligierte Tiere; NPY=Neuropeptid Y 
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Abb. 31B: Methoxamin-Dosis-Wirkungskurve und der NPY-Effekt bei Sham-Tieren. Es wurden die gleichen 

Dosen wie bei den PVL-Ratten auch für die Sham-Tiere verwendet. (Sham: n=6; PVL: n=6) Die Daten werden als 

Mittelwert ± SEM dargestellt. Die Untersuchung der Signifikanz wurde mittels ANOVA durchgeführt.  

Abkürzungen: Sham=kontrolloperierte Tiere; PVL=portalvenös ligierte Tiere; NPY= Neuropeptid Y 

 

 

 

 

 

Abschließend wurde noch die NPY-induzierten Änderungen der Kontraktilität gezeigt (Abb. 32). 

Vor allem bei den PVL-Tieren bei einer Methoxamin-Konzentration von >10 µM war die 

Änderung des Perfusionsdruckes zwischen der Perfusion mit und ohne NPY signifikant größer 

im Vergleich zu den Sham-Ratten. Dargestellt ist dieser Sachverhalt zum einen als Änderung in 

mmHg (Abb. 32A) und zum anderen als prozentuale Änderung (Abb. 32B). 
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Abb. 32A: Änderung des Perfusionsdruckes vor und nach 

Perfusionsdruckes in mmHg aus dem ersten Zyklus (Dosis-Wirku

zweiten Zyklus (nach Gabe von NPY). Signifikanz (nach Mann-W

100 µM Methoxmain) (Sham: n=6; PVL: n=6) Die Daten werden 
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Abb. 32B: Prozentuale Darstellung der Änderung des Perfusion

die prozentuale Änderung des Perfusionsdruckes aus dem 

Methoxamin) im Vergleich zum zweiten Zyklus (bei Präinkubatio
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5.2.5 Einfluss von NPY auf die nNOS-vermittelte Vasorelaxation 

 

Da NPY die α1-adrenerg vermittelte Vasokonstriktion verstärkte, stellte sich die Frage, ob dieses 

Neuropeptid zudem auch den dilatierenden Effekt hemmen kann. Um die Auswirkung einer 

NPY-Gabe auf die PNS-induzierte Vasorelaxation am mesenterialen Gefäßbett zu testen, wurde 

das gleiche Setup wie oben beschrieben verwendet: Im ersten Zyklus der Perfusion eines 

deendothelisierten mesenterialen Gefäßbettes wurde nach Präkonstriktion mit 8 µM 

Noradrenalin (NA) ausschließlich die PNS vermittelte Dilatation gemessen. Vor dem zweiten 

Zyklus wurde zunächst für 15 min mit 10-8 M NPY perfundiert, bevor sich eine erneute 

Präkonstriktion durch NA und PNS anschloss. In Abbildung 33 ist die Auswertung dieser 

Versuche dargestellt. Während im ersten Zyklus die Hyporeaktivität der PVL-Tiere gegenüber 

Vasokonstriktoren dargestellt wurde (Abb. 23A und B), zeigte sich nach der Zugabe von NPY, 

dass es, ähnlich wie bei der Verwendung von L-NAME und Geldanamycin, zwischen den beiden 

Tiergruppen keinen signifikanten Unterschied mehr gab (Abb. 33A). Wie man aus den Grafiken 

erkennen kann, war der dilatierende Effekt bei Stimulation mit niedrigen Reizfrequenzen durch 

Zugabe von NPY nahezu komplett aufgehoben. Bei höheren Frequenzen jedoch stellte sich eine 

geringe, aber dennoch deutliche, Dilatation ein.  

0

10

20

30

40

50

2 4 8 12

Reizfrequenz [Hz]

de
lta

 P
er

fu
si

on
sd

ru
ck

 (%
)

Sham + NPY
PVL + NPY

 
Abb. 33A: Hemmung der PNS-vermittelten Vasodilatation durch Inkubation mit NPY. Der Effekt des NPY auf die 

PNS-vermittelte Vasorelaxation wurde an deendothelisiertem mesenterialem Gefäßbett untersucht. Dazu wurde es 

mit einer Vorlaufzeit von zehn Minuten in vor dem zweiten Zyklus in die Perfusionslösung gegeben. (Sham: n=9; 

PVL: n=8) Die Daten werden als Mittelwert ± SEM dargestellt. Die Untersuchung der Signifikanz wurde mittels 

ANOVA durchgeführt.  

Abkürzungen: Sham=kontrolloperierte Tiere; PVL=portalvenös ligierte Tiere; NPY= Neuropeptid Y 
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In den Abbildungen 33B und C sind die Änderungen des Perfusionsdruckes in mmHg bzw. 

Prozent vor und nach der Zugabe von NPY angegeben. So wird der hemmende Effekt von NPY 

verdeutlicht. Die PVL-Tiere zeigten im Vergleich zu den Sham-Ratten eine stärkere Relaxation 

vor der NPY-Zugabe und eine gleich starke Relaxation nach NPY-Zugabe. Aufgrund dessen war 

die Änderung des Perfusionsdruckes bei PVL-Ratten signifikant größer als die bei Sham-Ratten 

(in Prozent).  
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Abb.  33B: Änderung des Perfusionsdruckes in mmHg. Vor dem zw

Krebs-Henseleit-Lösung gegeben, um den Effekt des Neuropeptid

untersuchen. (Sham: n=9; PVL: n=8) Die Daten werden als Mittelw

Signifikanz wurde mittels ANOVA durchgeführt.  

Abkürzungen: Sham=kontrolloperierte Tiere; PVL=portalvenös ligiert
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p<0,05 

Abb 33C: Prozentuale Änderung des Perfusiondruckes vor und nach der Zugabe von NPY.  Vor dem zweiten 

Perfusinszyklus wurde NPY mit einer Vorlaufzeit von zehn Minuten in die Krebs-Henseleit-Lösung gegeben. Im 

Anschluss daran folgte eine erneute Messung der PNS-induzierten Relaxation des deendothelisierten mesenterialen 

Gefäßbettes. (Sham: n=9; PVL: n=8) Die Daten werden als Mittelwert ± SEM dargestellt. Die Untersuchung der 

Signifikanz wurde mittels ANOVA durchgeführt.  

Abkürzungen: Sham=kontrolloperierte Tiere; PVL=portalvenös ligierte Tiere 

 

 

 

Zusammenfassend kann also festgehalten werden, dass 

1. NPY per se keinen konstriktierenden Effekt auf das mesenteriale Gefäßbett von Ratten 

hatte. 

2. nach NPY-Gabe die Reaktion des Gefäßbettes auf α1-adrenerge Vasokonstriktoren in 

beiden Tiergruppen gleich gut war. 

3. unter Einfluss von NPY die Gefäße von PVL-Tieren eine erhöhte Sensitivität und 

Kontraktilität aufwiesen, wohingegen die Gefäße von Sham-Ratten ausschließlich 

sensitiver gegenüber Vasokonstriktoren wurden.  

4. NPY, ähnlich wie L-NAME und Geldanamycin, die PNS-vermittelte Vasorelaxation 

sowohl bei PVL- als auch bei Sham-Ratten hemmte. 
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6. Diskussion  
 

Die hämodynamische Dysregulation, welche im Rahmen des portalen Hochdruckes zur 

Entwicklung und Aggravation des hyperdynamen Zirkulationssyndroms (HZS) führt, basiert auf 

einer Dysbalance der Wirkung vasokonstriktiver und vasodilatativer Mediatoren. So findet sich 

eine Hyporeaktivität gegenüber Vasokonstriktoren (Noradrenalin, Arginin-Vasopressin, 

Angiotensin, Endothelin, Methoxamin) (Sieber et al., 1993; Sieber et al., 1997; Hartleb et al., 

1994; Kiel et al., 1985; Groszmann and Francis, 1999) und eine verstärkte Vasodilatation per se 

als auch in Reaktion auf verschiedene vasodilatierende Stimuli (Benoit and Granger, 1986; 

Bernardi and Trevisani, 1997).  

Die verminderte Wirkung der vasokonstriktiven Substanzen ist weder von der Rezeptorklasse 

noch von der Affinität oder Dichte der Rezeptoren abhängig. Außerdem zeigen die 

rezeptorunabhängigen vasokonstriktiven Substanzen beim HZS nur eine geringe Wirkung. Zur 

letzteren Gruppe gehört z. B. Kaliumchlorid. Auch die periphere Nervenstimulation führt zur 

Konstriktion der Gefäße. In bisherigen Studien wurden weitestgehend NOS-unspezifische 

Inhibitoren (z. B. L-Arginin Analoga) verwendet. Sie hemmen die endogene NO-Feisetzung. 

Dabei wurden folgende Ergebnisse gewonnen:  

1) Die beim HZS typische verminderte Gefäßreaktivität gegenüber Vasokonstriktoren 

konnte verbessert werden (Sieber et al., 1993; Sieber et al., 1997; Sieber and 

Groszmann, 1992; Campillo et al., 1995).  

2) Die beim HZS veränderte Splanchnikushämodynamik wurde durch Verwendung von 

NOS-unspezifischen Inhibitoren vollständig wiederhergestellt. (Pizcueta et al., 1992a; 

Pizcueta et al., 1992b).  

3) Die Natriurese und damit verbunden auch ein Anstieg des Urinvolumens konnte 

induziert werden. (Atucha et al., 1994; Claria et al., 1992; Martin et al., 1998).  

4) Generell konnte die beim HZS auftretende Dilatation in den peripheren arteriellen 

Gefäßen korrigiert werden. Dadurch konnte das Auftreten eines HZS verhindert 

werden. (Pizcueta et al., 1992a; Pizcueta et al., 1992b; Niederberger et al., 1996; Lee et 

al., 1993; Garcia-Pagan et al., 1994). 

In weiteren Versuchen stellte sich heraus, dass durch die Entfernung des Endothels die vaskuläre 

Reaktivität gesteigert werden konnte, was auf eine wesentliche Beteiligung der eNOS bei der 

Entstehung des HZS hinwies. Ferner wurde hinsichtlich der eNOS sowohl eine gesteigerte 

Protein-Expression (Martin et al., 1996; Niederberger et al., 1996; Martin et al., 1998), eine 

erhöhte Aktivität des Enzyms (Cahill et al., 1996) (Cahill et al., 1995), als auch  
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eine funktionell gesteigerte NO-Freisetzung, induziert durch Fluss- und Scherkräfte (Hori et al., 

1998), gemessen.  

In Bezug auf die iNOS fand man, trotz der bei Leberzirrhose häufig auftretenden Endotoxinämie 

(Lin et al., 1995; Lumsden et al., 1988), keine überzeugende Expression des Proteins (Cahill et 

al., 1995; Niederberger et al., 1996; Martin et al., 1996; Morales-Ruiz et al., 1996). Des weiteren 

ließ sich durch die Verwendung von iNOS-Inhibitoren das Auftreten einer hyperdynamen 

Zirkulation nicht verhindern (Heinemann and Stauber, 1995; Fernandez et al., 1995). 

Zusammenfassend ist also festzuhalten, dass durch bisherige Untersuchungen hinsichtlich der 

beteiligten NOS-Isoenzyme lediglich die Rollen der eNOS und iNOS nicht jedoch der nNOS 

geklärt worden sind.  

Um die hämodynamische Dysregulation zu kompensieren, kommt es zur Aktivierung des 

sympathischen Nervensystems. Dies wurde anhand von erhöhten Noradrenalin-Plasmaspiegeln 

(Henriksen et al., 1984), einer erhöhten Noradrenalin-Freisetzung an den Nervenendigungen 

(Nicholls KM, 1985) und einer erhöhten sympathischen Aktivität am Muskel (Floras et al., 1991; 

Pozzi et al., 2001) nachgewiesen. Dennoch kommt es bei Fortbestehen der Lebererkrankung und 

der damit verbundenen hohen Konzentration an endogenen Katecholaminen zu einer 

persistierenden arteriellen Hypotension. Dies konnte auch nicht durch die exogene Gabe von 

Katecholaminen beeinflusst werden (Henriksen et al., 1984).  

Die Mediatoren des sympathischen Nervensystems vermitteln ihre vasokonstriktiven Effekte 

hauptsächlich über die α1-Rezeptoren (Piascik et al., 1996). Sowohl beim mesenterialen 

Gefäßbett des Menschen, als auch bei den in dieser Arbeit durchgeführten tierexperimentellen 

Versuchen, wurde vor allem Noradrenalin sezerniert (Toernebrandt et al., 1985; Piascik et al., 

1996). 

Ein Co-Transmitter des sympathischen Nervensystems, das Neuropeptid Y, wirkt auch in 

niedrigen Konzentrationen und ist entscheidend an der neuronalen Gefäßregulation beteiligt. 

Dabei macht es keinen Unterschied, ob das Gefäßbett neuronal stimuliert, oder ob die 

Konstriktion mittels einer exogenen Gabe von Noradrenalin induziert wird (Linder et al., 1996). 

Es kommt jedes Mal zu einer Potenzierung der vasokonstriktiven Effekte.  

 

Für die in dieser Arbeit durchgeführten Perfusionsexperimente zur Klärung der Rolle von nNOS 

und NPY in Bezug auf die Pathophysiologie der portalen Hypertension wurde das mesenteriale 

Gefäßbett verwendet. Durch Untersuchungen hinsichtlich der sequentiellen Veränderung 

hämodynamischer Parameter stellte sich am Modell der PVL-Ratte heraus, dass  
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sich zuerst der splanchnische Gefäßwiderstand und sich dann erst die systemischen Parameter 

ändern (Vorobioff et al., 1983). In einer weiteren Arbeit wurde der zeitliche Zusammenhang 

zwischen der Änderung des Plasmavolumens, des Herzindex, des mittleren arteriellen Druckes 

und des Druckes im mesenterialen Gefäßbett untersucht. Nach portal venöser Ligatur zeigte sich 

bereits nach zwei bis vier Tagen eine periphere arterielle Vasodilatation und eine splanchnische 

Hypotonie, wohingegen eine Expansion des Plasmavolumens und eine konsekutive Steigerung 

des Herzminutenvolumens und des Herzindex erst zeitlich später auftraten (Vorobioff et al., 

1983; Colombato et al., 1992). 

Die folgenden Argumente sprechen für die Perfusion des mesenterialen Gefäßbettes zur 

Untersuchung der nNOS- und NPY-vermittelten Effekte im Rahmen der portalen Hypertension: 

1) Veränderungen in der Gefäßregulation zeigen sich im splanchnischen Gefäßbett sehr 

früh.  

2) Im mesenterialen Gefäßbett ist die hämodynamische Dysregulation, welche die portale 

Hypertension charakterisiert, besonders ausgeprägt. 

3) Die splanchnische Vasodilatation stellt einen eigenständigen pathophysiologischen 

Faktor hinsichtlich der portalen Hypertension da.  

 

6.1 Die neuronale NO-Synthase  
 

6.1.1 Die Rolle der nNOS bei portaler Hypertension 

 

In den ersten Versuchen wurde herausgestellt, dass die PVL-Tiere eine starke Hyporeaktivität 

gegenüber Vasokonstriktoren wie den α1-Agonisten Methoxamin zeigten. Für diese verminderte 

Konstriktion wurde in der Vergangenheit vor allem die eNOS verantwortlich gemacht. Diese im 

Endothel lokalisierte Isoform wird im Wesentlichen durch Scherkräfte und Hormone (Histamin, 

Bradykinin, Serotonin) aktiviert. Wäre die Hyporeaktivität ausschließlich eNOS-vermittelt, so 

hätte der dilatierende Effekt durch Deendothelisierung vollständig inhibiert sein müssen. Es 

zeigte sich allerdings nach der Deendothelisierung eine weiterhin schwächere Vasokonstriktion 

der PVL-Ratten im Vergleich zu den kontrolloperierten Tieren. Dieser Effekt war besonders 

deutlich bei submaximaler adrenerger Stimulation zu sehen. Somit lag die Vermutung nahe, dass 

noch eine weitere NOS-Isoform NO im mesenterialen Gefäßbett freisetzt. Und dies muss ebenso, 

wie bei der eNOS, durch die portale Hypertension vermehrt der Fall sein. Die iNOS spielt, wie 

bereits in Vorarbeiten aber auch in dieser Arbeit gezeigt wurde, keine Rolle bei dem 

pathophysiologischen Bild der portalen Hypertension (Gyoda et al., 1995). 

  



   Diskussion 91

In den folgenden Experimenten wurde die Rolle und Bedeutung der nNOS und deren Regulation 

bei der portaler Hypertension näher charakterisiert. Dazu wurden nicht nur physiologische 

Experimente sondern auch die Immunhistochemie, der Western Blot und die Co-

Immunpräzipitation verwendet. 

 

6.1.2 In vitro Perfusion des mesenterialen Gefäßbettes 

 
Vor einigen Jahren zeigten verschiedene Arbeitsgruppen, dass es nach periarterieller 

Nervenstimulation des mesenterialen Gefäßbettes zu einer Vasodilatation kam, die über die 

NANC-Neurone vermittelt wurde (Moll-Kaufmann et al., 1998; Toda and Okamura, 1990; Toda 

and Okamura, 1992). Außerdem waren unter gleichem Gesichtspunkt die zerebralen-, lingualen-, 

retinalen-, uterinen-, femoralen-, nasalen- und Penis-Arterien Mittelpunkt von Studien (Iadecola 

et al., 1993; Linder et al., 1996; Okamura et al., 1995; Toda and Okamura, 1991; Toda et al., 

1997). Bisher noch nicht geklärt wurde die Rolle der nNOS bezüglich der peripheren arteriellen 

Vasodilatation im Rahmen des portalen Hochdruckes. Da die NANC-Neurone den nitrergen 

Effekt vermitteln, wurde das Gefäßbett nach Deendothelisierung und submaximaler 

Präkonstriktion elektrisch stimuliert, um die Bildung von NO durch die nNOS zu induzieren. Die 

nachfolgende Dilatation wurde anhand des abfallenden Perfusionsdruckes gemessen.  

In den hier beschriebenen Experimenten konnte gezeigt werden, dass die PNS-induzierte 

Vasodilatation bei PVL-Tieren im Vergleich zu Sham-Ratten signifikant stärker ausgeprägt war. 

Bei dieser gesteigerten Vasodilatation konnte man aufgrund folgender Ergebnisse davon 

ausgehen, dass der Effekt ausschließlich durch die NANC-Neurone und damit auch über die 

Aktivierung der nNOS vermittelt wurde: 

1) Der Nachweis, dass dieser Effekt nur aufgrund der elektrischen Stimulation erfolgte, 

wurde durch die Verwendung von TTX angetreten. In Anwesenheit dieses Neurotoxins 

wurde die PNS-stimulierte Vasorelaxation komplett inhibiert. 

2) Nach Inkubation mit L-NAME war die PNS-induzierte Vasorelaxation in beiden 

Versuchsgruppen signifikant vermindert. Dieser Effekt spiegelt die nNOS-vermittelte 

Komponente der neuronalen Vasorelaxation wider. Ferner bestand hinsichtlich der PNS-

induzierten Vasodilatation kein Unterschied mehr zwischen den beiden Tiergruppen. 

Daher ist anzunehmen, dass die verstärkte PNS-bedingte Vasorelaxation in PVL-Tieren 

auf eine vermehrte nNOS-vermittelte Komponente zurückzuführen ist. 
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3) Letzteres konnte auch durch den nNOS-spezifischen Hemmstoff TRIM gezeigt werden. 

In Anwesenheit von TRIM zeigte sich (wie auch in den Versuchen mit L-NAME) eine in 

Ausprägung und Frequenzabhängigkeit gleiche PNS-vermittelte Vasorelaxation in beiden 

Versuchstiergruppen.  

4) Das Fehlen einer signifikanten iNOS-vermittelten NO-Synthese in PVL-Tieren spiegelte 

sich in dem fehlenden Effekt des unspezifischen NO-Inhibitors L-NAME auf den basalen 

Perfusionsdruck wider. Wäre eine iNOS-Proteinexpression in PVL-Tieren vorhanden, 

müsste nämlich dieser NOS-Blocker eine Erhöhung des Gefäßtonus induzieren.  

5) Es wurde nur deendothelisiertes Gefäßbett verwendet, um den möglichen Einfluss durch 

die eNOS zu verhindern. Die Deendothelisierung selbst wurde durch Verwendung von 

Acetylcholin (ACh) überprüft. Dieser endothelabhängige Vasodilatator würde bei Resten 

von intaktem Endothel zu einem Abfall des Gefäßdruckes führen. Auch eine durch die 

Präparation angegriffene Gefäßmuskulatur, was eine verstärkte Dilatation zur Folge 

haben könnte, wurde durch die Gabe von Sodiumnitroprussid (SNP) ausgeschlossen. 

 

Abschließend kann man sagen, dass in PVL-Tieren eine gegenüber Sham-Tieren signifikant 

gesteigerte nNOS-vermittelte Vasorelaxation im mesenterialen Gefäßbett zu beobachten war. 

Dies verdeutlichte die entscheidende Rolle der nNOS-induzierten NO-Freisetzung für die 

neuronal induzierte Vasorelaxation bei portaler Hypertension. 

Wie man anhand der Abbildung 23B erkennen kann, wurde die Dilatation durch die Hemmung 

der NOS nicht vollständig eliminiert. Eine Erklärung dafür könnte die Anwesenheit von weiteren 

endogenen neurogenen Dilatatoren wie z. B. CGRP (calcitonin-gene-related-peptide) oder VIP 

(vasoactive-intestinal-peptide) sein, welche ebenfalls aus den NANC-Nerven freigesetzt werden 

könnten (Moll-Kaufmann et al., 1998; Ralevic, 2002; Toda and Okamura, 2003). Diese 

Mediatoren sind jedoch für die Unterschiede der neuronalen Gefäßregulation zwischen PVL- 

und Sham-Ratten anscheinend nicht von Bedeutung. 

Dahingegen fand die Arbeitsgruppe um Sieber et al. auch eine geringfügig gesteigerte CGRP-

vermittelte Vasorelaxation des mesenterialen Gefäßbettes in PVL-Ratten (Moll-Kaufmann et al., 

1998). Dabei gilt jedoch zu berücksichtigen, dass bei den Versuchen dieser Arbeitsgruppe 

Gefäße mit intaktem Endothel verwendet wurden. Es ist jedoch bekannt, dass das Endothel 

Substanzen sezerniert, die die Freisetzung von CGRP und VIP aus den sensorischen Nerven 

beeinflussen können (Li et al., 1993; Ralevic, 2002). Zu dieser Substanzgruppe gehört auch  
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NO, das in diesem Fall von der eNOS gebildet wird. Des weiteren ist anzumerken, dass das 

Präkonstriktionsniveau dieser PVL-Tiere, im Vergleich zu den in dieser Arbeit gezeigten Daten, 

deutlich niedriger war (Sham: 49,9 ± 7,6 mmHg und PVL: 27,0 ± 4,0 mmHg). Das erschwert die 

Interpretation der beobachteten Effekte.  

 

6.1.3 Lokalisation und Proteinmenge der nNOS 

 

nNOS-positive Fasern waren in beiden Tiergruppen perivaskulär lokalisiert. Dies wurde 1995 

auch schon von Beesley beobachtet (Beesley, 1995). Die Verteilung der nNOS-positiven 

Neurone in der Adventitia und an der Grenze von Adventitia zu Media wurde bereits in 

verschieden Tiergruppen evaluiert (Beesley, 1995; Blottner et al., 1995). In dieser Arbeit wurde 

gezeigt, dass die nNOS vor allem in Gefäßen der ersten und zweiten Ordnung des mesenterialen 

Gefäßbettes vorkam. Weiter distal gelegene Gefäße wiesen nur wenige nNOS-positive 

Strukturen auf. Da für die Gefäßregulation die kapillären Abschnitte nicht von Bedeutung sind, 

stimmen diese Erkenntnisse mit der vermuteten wichtigen hämodynamischen Rolle der nNOS 

für die Gefäßregulation überein (Yoshida et al., 1993; Yoshida et al., 1994). 

Erste Hinweise auf eine erhöhte nNOS-Proteinmenge bei PVL-Ratten wurden mittels 

immunhistochemischer APAPP-Färbung gezeigt. Bei den PVL-Tieren zeigte sich eine deutlich 

stärkere Rotfärbung in der Adventitia im Vergleich zu den Sham-Ratten. Um die nNOS-

Proteinmenge zu quantifizieren, wurde ein Western Blot durchgeführt. Es ergab sich eine um das 

12-fache erhöhte nNOS-Proteinmenge bei PVL- im Vergleich zu Sham-Ratten.  

Ähnliche Ergebnisse fanden sich auch bei Untersuchungen im Rahmen der Schwangerschaft. 

Auch hier konnte eine vermehrte nNOS-Proteinmenge nachgewiesen werden (Weiner et al., 

1994). Ausgelöst wird diese gesteigerte nNOS-Bildung durch Östrogene (Estradiol-17β), welche 

die nNOS-Expression erhöhen (Rosenfeld et al., 2003). Interessanterweise findet sich auch 

während der Schwangerschaft ein verminderter systemischer Gefäßwiderstand, ähnlich wie es 

bei dem hyperdynamen Zirkulationssyndrom bei portaler Hypertension der Fall ist (Xu et al., 

1996). 

Zur Rolle der nNOS wurde Ende 2000 gezeigt, dass bei zirrhotischen Ratten die Gabe eines 

nNOS-spezifischen Inhibitors die Normalisierung des systemischen Gefäßwiderstandes 

bewirkte. Außerdem zeigten diese Autoren, dass sich der arterielle Druck und der Herzindex 

normalisierten (Xu et al., 2000). Diese in vivo Experimente unterstützen die im Rahmen dieser 

Arbeit gewonnenen Ergebnisse am mesenterialen Gefäßbette zur Rolle der nNOS bei portaler 

Hypertension. 
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6.1.4 Interaktion von HSP90 mit der nNOS 

 

Die nNOS-Aktivität in den NANC-Neuronen wird u. a. auch durch Protein-Protein Interaktionen 

bestimmt. So können Calmodulin und HSP90 die Aktivität erhöhen. In Bezug auf die eNOS 

wurde 1999 das erste Mal die Enzym aktivierende Bedeutung des Chaperons HSP90 bei portale 

Hypertension von Shah et al. demonstriert (Shah et al., 1999). Im gleichen Jahr wurde die 

Regulation der nNOS durch das HSP90 untersucht (Bender et al., 1999), und zwei Jahre später 

konnte der direkte Effekt von HSP90 auf die gereinigte nNOS nachgewiesen werden (Song et 

al., 2001). Diese Arbeitsgruppe zeigte, dass die nNOS-Aktivität nach Gabe von HSP90 auf das 

3,5fache des Normalwertes (ohne HSP90) anstieg, was auf eine allosterische Aktivierung der 

nNOS hinwies. Eine mögliche Einflussnahme von HSP90 auf die beobachtete Erhöhung der 

nNOS-vermittelten NO-Synthese bei portaler Hypertension wurde jedoch bisher nicht 

untersucht.  

In unserem Modell wurde das mesenteriale Gefäßbett von PVL- und Sham-Ratten in vitro 

perfundiert und durch Gabe von Geldanamycin die nNOS-vermittelte Vasorelaxation gehemmt. 

Dieser Versuchsansatz ist vergleichbar mit der Wirkung von L-NAME. Durch die 

Geldanamycin- bzw. L-NAME-Gabe wurde der zuvor bestehende Unterschied bezüglich der 

PNS-induzierten Vasorelaxation zwischen den Versuchsgruppen aufgehoben. Die Effekte von 

Geldanamycin bzw. L-NAME waren gleich stark ausgeprägt. Das lässt den Schluss zu, dass ein 

Großteil der gesteigerten nNOS-bedingten Vasodilatation durch HSP90 vermittelt wurde. Es ist 

zu vermuten, dass die Bindung von HSP90 an die nNOS den größten Teil der NO-Bildung 

induziert. Das Funktionsprinzip von Geldanamycin ist, dass es sich an das HSP90 bindet und so 

die Konformationsänderung des Chaperons hemmt, wodurch es nicht mehr an die nNOS binden 

kann (Grenert et al., 1997). Dabei ist jedoch nicht die verstärkte nNOS-Expression zu 

vernachlässigen, die auch ihren Teil zur vermehrten NO-Bildung beiträgt. 

Um diese Ergebnisse, dass HSP90 und nNOS aneinander binden, auf Proteinebene zu 

untermauern wurde eine Co-Immunpräzipitation durchgeführt. Es konnte in Analogie zur eNOS 

(Shah et al., 1999) eine HSP90/nNOS-Interaktion nachgewiesen werden.  

Unter Berücksichtigung aller bisher gewonnenen Daten kann man zusammenfassen, dass zum 

einen die nNOS-Proteinmenge in PVL-Tieren erhöht ist, und zum anderen, dass HSP90 ein 

wichtiger enzymatischer Regulator der nNOS darstellt, und bei der vermehrten NO-Bildung 

durch die nNOS in PVL-Ratten von entscheidender Bedeutung ist.  
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6.2 Neuropeptid Y 
 

6.2.1 Lokalisation von NPY 

 

Zunächst wurde die Lokalisation von NPY in den Gefäßen des mesenterialen Gefäßbettes 

nachgewiesen, um mögliche Unterschiede zwischen PVL- und Sham-Ratten zu zeigen. Anfang 

1990 wurde publiziert, dass NPY-positive Fasern ausschließlich in der Adventitia der Gefäße zu 

finden sind (Kawasaki et al., 1991).  

Da bei PVL-Ratten der Sympathikustonus erhöht ist, stellte sich die Frage, ob dennoch die NPY-

positiven Fasern ausschließlich in der Adventitia lokalisiert waren. Dies konnte bestätigt werden. 

Entgegen der nNOS-Lokalisation wurden weder Fasern an der Grenze von Adventitia zur Media 

noch in der Media selbst gefunden.  

 

6.2.2 NPY potenziert die α1-adrenerge Vasokonstriktion 

 

Das sympathische Nervensystem vermittelt seine vasokonstriktive Wirkung vor allem über die 

vorhandenen α1-Adrenorezeptoren, d. h. auch der periphere Gefäßwiderstand wird auf diesem 

Weg reguliert (Piascik et al., 1996). Im mesenterialen Gefäßbett vom Menschen, aber auch bei 

den in unserem Versuch verwendeten Tieren, wird diese sympathische Vasokonstriktion durch 

Noradrenalin vermittelt (Yamamoto et al., 1984; Toernebrandt et al., 1985; Piascik et al., 1996; 

Toernebrandt et al., 1985), welches an postsynaptisch gelegene α1-Rezeptoren bindet. Sowohl 

im Tierversuch als auch bei Patienten mit portaler Hypertension zeigte sich eine ausgeprägte 

vaskuläre Hyporeaktivität gegenüber einer α1-adrenergen Stimulation. D.h. sowohl die endogene 

deutlich gesteigerte Noradrenalin-Freisetzung (bereits beschrieben) als auch jegliche exogene 

Gabe von Katecholaminen (z.B. im therapeutischen Sinne) ist in ihrer Wirkung bei diesen 

Patienten gehemmt. Aus diesem Grund könnte eine Steigerung der Wirksamkeit α1-adrenergen 

Stimulatoren (Vasokonstriktion) für diese Patienten von großer Bedeutung sein. Auf diese Weise 

würde das Gleichgewicht zwischen arterieller Vasodilatation und -konstriktion wiederhergestellt 

werden können. 

Im mesenterialen Gefäßbett wird die Vasokonstriktion durch Noradrenalin und über die α1-

Rezeptoren vermittelt. Aus diesem Grund wurde in dieser Arbeit der pharmakologisch selektive 

und spezifische α1-Stimulator, das Methoxamin, verwendet. Für die in vitro Perfusion wurde das 

gleiche Setup, wie bei den Experimenten zur Untersuchung der nNOS-vermittelten 

Vasodilatation (nach PNS) bei portaler Hypertension verwendet. 
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6.2.3 Die verschiedenen vaskulären Effekte von NPY  

 

Die Effekte von NPY auf die Kontraktilität unterscheiden sich je nach Spezies, Gefäßart und 

Durchmesser des Gefäßes. Im Unterarm des Menschen z. B. wirkt das Peptid direkt 

vasokonstriktiv (Clarke et al., 1991; Pernow et al., 1987). Bei einer Konzentration von 4 nM 

kommt es bereits zu einer Abnahme der Unterarmdurchblutung um ca. 240%. Im Vergleich zu 

einer durch Noradrenalin ausgelösten relativ kurzen Vasokonstriktion hält die NPY-induzierte 

Gefäßverengung ca. 25 min an (Kim et al., 1994), wobei die am besten ansprechenden Gefäße 

einen Durchmesser von 30-40 µm haben (Baraniuk et al., 1990). 

Bei Kaninchen konnte keine potenzierende Wirkung des NPY in der Aorta und in mittelgroßen 

Venen (z. B. Vena femoralis) nachgewiesen werden (Edvinsson et al., 1984). 

In den hier durchgeführten Experimenten konnte gezeigt werden, dass NPY per se im 

mesenterialen Gefäßbett keinen Einfluss auf den basalen Perfusionsdruck hat. Es zeigten sich 

weiterhin potenzierende vasokonstriktive Effekte durch NPY, nachdem das Gefäßbett mit 

Methoxamin präkonstriktiert wurde. Die Höhe des erzielten additiven Effektes stieg mit der 

verwendeten Konzentration der α1-Agonisten, d. h. je höher der vorgegebene α1-adrenerge 

Gefäßtonus/Sympathikustonus war, desto stärker fiel die Wirkung von NPY aus. Dies spiegelt 

eine zunehmende hämodynamische Bedeutung von NPY mit steigender Sympathikusaktivität 

wider. Physiologisch könnte es sich um Situationen handeln, in denen Noradrenalin, obwohl in 

hoher Konzentration ausgeschüttet, keine suffiziente Wirkung mehr entfaltet und NPY als Co-

Transmitter nötig ist, um eine gewünschte adrenerge Vasokonstriktion zu erzielen. Im Falle der 

portalen Hypertension handelt es sich um eine solche Situation mit deutlich gesteigerten 

Serumspiegeln an Katecholaminen. Es wäre aber auch denkbar, dass bei einem erhöhten 

Sympathikustonus die Neusynthese von NPY limitiert ist, so dass die Vasokonstriktion nicht 

beliebig gesteigert werden kann. In der Tat zeigte sich nach Präkonstriktion mit hohen 

Methoxaminkonzentrationen, dass NPY in PVL-Tieren einen signifikant stärkeren 

potenzierenden Effekt erzielte als in Sham-Ratten.  

Dieser Unterschied war jedoch bei einer α1-Präkonstriktion mit mittleren oder niedrigen 

Methoxaminkonzentration nicht mehr zu beobachten. Diese Tatsache verdeutlicht auch die 

pathophysiologische Bedeutung der exzessiven adrenergen Stimulation des mesenterialen 

Gefäßbettes bei portaler Hypertension. Die folgenden Versuche sollten im Detail die Wirkung 

von NPY auf die portale Hypertension, die Sensitivität und die Kontraktilität des mesenterialen 

Gefäßbettes unterstreichen. Bei beiden Versuchsgruppen konnte eine Steigerung der Sensitivität 
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für eine α1-adrenerge Vasokonstriktion nachgewiesen werden. Dabei vermittelte NPY eine 

Verminderung der EC50 um 17,8 µM (Sham) und 12,9 µM (PVL), welches eine Steigerung der 

vaskulären Empfindlichkeit um das zwei- bis dreifache bedeutet.  

Im Vergleich dazu zeigte sich bei den PVL-Ratten, nicht aber bei Sham-Ratten, eine Erhöhung 

des maximalen α1-adrenergen vermittelten Effektes, was die Bedeutung von NPY hinsichtlich 

der maximalen vaskulären Kontraktilität bei portaler Hypertension hervorhebt. Der Effekt von 

NPY wird insbesondere deutlich, wenn man die Änderungen bei maximaler Präkonstriktion 

betrachtet. Bei den PVL-Tieren wurde unter Gabe von NPY der Druck um ca. 70 mmHg erhöht, 

was einer Steigerung um 100%, in Relation zur Konstriktion ohne NPY, entspricht.  

Nach unseren Kenntnissen ist NPY somit das einzige vasoaktive Agens, das bei portaler 

Hypertension einen größeren Effekt im Vergleich zu den normotensiven Tieren zeigt. Alle 

anderen vasokonstriktiven Substanzen, wie z. B. Endothelin-1, Angiotensin-II, Vasopressin, 

Kaliumchlorid und Prostaglandine, etc. die im mesenterialen Gefäßbett bei portal hypertensiven 

Tieren getestet worden sind, waren dort weniger potent im Vergleich zu den Kontrolltieren 

(Groszmann and Francis, 1999). 

Interessanterweise führt eine Vorinkubation von Gefäßen mit Vasokonstriktoren zu einer 

erhöhten Sensitivität gegenüber NPY (Wahlestedt et al., 1990). Es kann also spekuliert werden, 

dass die gesteigerte Sympathikusaktivität in PVL-Ratten die Gefäße sensitiver für NPY macht. 

Der exakte Mechanismus bleibt jedoch unklar.  

Bei der Betrachtung des Wirkmechanismus von NPY ist festzuhalten, dass die Gabe von NPY 

weder die Anzahl der α1-/α2-Rezeptoren noch die Affinität dieser Rezeptoren signifikant 

verändert (Pernow et al., 1986; Linder et al., 1996). Ferner ist weniger die Tatsache der internen 

Gegenwart von NPY entscheidend, als vielmehr die Dosis und Anwesenheit von adrenergen 

Substanzen, wie z. B. Noradrenalin (Linder et al., 1996; Pernow et al., 1986). Beim Menschen 

wurde unter pathologischen Bedingungen NPY-Konzentrationen von 0,05-0,1 pmol/ml 

gemessen. Ein potenzierenden Effekt von NPY in vitro wurde ab einer Konzentration von 10 pM 

beobachtet (Edvinsson et al., 1984). Der potenzierende Effekt von NPY ist jedoch unspezifisch, 

sodass nicht nur die Effekte von adrenergen Substanzen, sondern auch die von Histamin, 

Prostaglandin-F2α, 5-hydroxytryptamin, Angiotensin II und Kalium verstärkt werden (Cressier et 

al., 1995; Wahlestedt et al., 1986). Hinsichtlich der Hypothese zur intrazellulären Vermittlung 

der NPY-Effekte nimmt man an, dass es nach Aktivierung des Y1-Rezeptors zu einem 

gesteigerten Natriumeinstrom mit der Folge einer Erhöhung der intrazellulären Ca2+-

Konzentration kommt. Die Bedeutung des vor allem intrazellulär vorliegenden Ca2+ bei der 

Potenzierung durch NPY wurde durch folgende Versuche an der Arteria femoralis verdeutlicht:  
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1) Die Entfernung des Ca2+ aus dem Medium vier Minuten vor der Stimulation mit NPY 

hatte keinen hemmenden Einfluss auf die Konstriktion (Wahlestedt et al., 1985).  

2) Die Verwendung von Ca2+-freiem Medium dreißig Minuten vor der Gabe von NPY 

führte zu keiner Veränderung der Konstriktion (Wahlestedt et al., 1985). Der gleiche 

Wirkmechanismus konnte auch an uterinen Arterien nachgewiesen werden (Fallgren et 

al., 1993).  

Bei dem verstärkenden Effekt von NPY auf die α1-adrenerge Rezeptorstimulation muss man 

intrazellulär zwei Phasen unterscheiden: Die erste Phase (Stimulation der α1-Rezeptoren) 

verläuft innerhalb der ersten 300 s, in denen durch Erhöhung von IP3 (Inositol-1,4,5-

trisphosphat) und Aktivierung der PKC (Proteinkinase-C) die Konzentration des intrazellulären 

Ca3+ -Spiegels ansteigt. Im weiteren Verlauf der Reaktion kommt es durch die Stimulation des 

Y1-Rezeptors ab einer Dauer von ca. 300 s nach der Gabe von NPY über den gleichen 

Signalweg  ebenfalls zur Erhöhung der intrazellulären Ca2+-Konzentration (Selbie et al., 1995; 

Zukowska-Grojec et al., 1986). Es kommt jedoch nicht zur Aktivierung der PKC, wenn NPY 

alleine gegeben wird, und es damit lediglich zur Stimulation des Y1-Rezeptors kommt (Selbie et 

al., 1995). 

Bereits 1994 konnte gezeigt werden, dass die Gabe von NPY eine neuronal vermittelte 

Vasodilatation hemmt. Das präkonstriktierte mesenteriale Gefäßbett der normalen Ratte wurde 

dazu mit 8Hz, 60 V und 0.1 ms stimuliert, wobei eine konzentrationsabhängige Hemmung der 

Relaxation mit NPY gemessen werden konnte. Bei einer Dosis von 10 nM NPY kam es zu einer 

um 60% verminderten Relaxation (Ralevic et al., 1994). 

In den hier durchgeführten Experimenten wurde der Einfluss von NPY auf die nNOS-vermittelte 

Vasorelaxation bei portaler Hypertension untersucht. Es zeigte sich auch hier, dass NPY die 

hämodynamische Wirkung der nNOS hemmt. Allerdings gab es in Anwesenheit von NPY 

keinen Unterschied mehr zwischen Sham- und PVL-Ratten bezüglich der nitrergen 

Vasodilatation. Die Änderung des Perfusionsdruckes nach der NPY-Gabe war jedoch, ähnlich 

wie bei L-NAME und Geldanamycin, bei den PVL-Tieren signifikant stärker ausgeprägt.  

Hinsichtlich der portalen Hypertension konnte gezeigt werden, dass NPY einen dualen 

hämodynamischen Effekt entfaltet. Zum einen wird die vaskuläre Kontraktilität gesteigert und 

damit die α1-adrenerge vasokonstriktive Kapazität wiederhergestellt, und zum anderen wird die 

gesteigerte nNOS-vermittelte Vasodilatation inhibiert.  
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In Abbildung 34 sind ein Teil der in dieser Arbeit gewonnen Erkenntnisse für die vaskuläre 

Regulation schematisch zusammengefasst.  

 

Bei weiterführenden Experimenten wäre die Klärung folgender Aspekte interessant: 

1) Da HSP90 nicht nur durch Protein-Protein Interaktionen sondern auch durch die 

Regulation der DNA-Expression bekannt wurde, wäre noch zu klären, ob das Chaperon 

auch an der erhöhten eNOS-/nNOS-Proteinexpression in PVL-Ratten beteiligt ist. Den 

gleichen Mechanismus könnte man eventuell auch bei der Expression der löslichen 

Guanylylzyklase zu Grunde legen. 

2) Es konnte gezeigt werden, dass NPY, ebenso wie die nNOS, mit dem HSP90 interagierte 

(Ishiwatari-Hayasaka et al., 2003). Interessant wäre die Regulation des NPY durch 

HSP90 bei portaler Hypertension zu klären.  

3) Es bleibt noch der Mechanismus des verstärkten NPY-Effektes bei der portalen 

Hypertension des Menschen zu klären. Bisher wurde lange Zeit (auch in der 

Notfallmedizin) Octreotid eingesetzt, was ebenfalls eine Potenzierung PKC-abhängiger 

Vasokonstriktoren bewirkt. Nachteile sind jedoch, dass es nur kurz wirksam ist, dass der 

Effekt transient und gleich stark in Sham- bzw. PVL-Ratten wirkt (Wiest et al., 2001). 

NPY wäre für einen solchen Einsatz aus den oben beschriebenen Gründen deutlich besser 

geeignet.  
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7. Zusammenfassung 
 

Durch übermäßigen Alkohohlgenuss, Arzneimittel aber auch durch Autoimmunerkrankungen 

kommt es zum Umbau der Leber, was schließlich zum Vollbild der Leberzirrhose führen kann. 

Die Grundlage für die meisten klinischen Komplikationen, an denen der Patient verstirbt, wie 

z. B. gastroösophageale Varizenblutung, Aszites oder das hepatorenale Syndrom, ist die portale 

Hypertonie. Bei den in unseren Versuchen verwendeten Ratten wurde auf operativem Wege 

durch eine portalvenöse Ligatur (PVL) eine portale Hypertonie künstlich induziert.  

Hämodynamisch ist diese portale Hypertonie durch eine Gefäßdysregulation, welche schließlich 

zur Entwicklung und Aggravation des hyperdynamen Zirkulationssyndroms führt, 

charakterisiert. Kennzeichnend für die Dysregulation ist ein Ungleichgewicht in der Wirkung 

vasokonstriktiver und vasodilatativer Mediatoren. D. .h. es besteht eine vaskuläre 

Hyporeaktivität gegenüber Vasokonstriktoren bei gleichzeitig verstärkter Wirkung 

vasorelaxierender Substanzen. Pathophysiologisch nimmt diese Gefäßdysregulation ihren 

Ausgang in einer arteriellen Vasodilatation, welche sehr früh und insbesonders ausgeprägt im 

mesenterialen Gefäßbett auftritt. Die genannte vaskuläre Hyporeaktivität wie auch eine 

gesteigerte Vasorelaxation sind zum Großteil NO-vermittelt.  

Im Hinblick auf die Expression der nNOS-Isoform im Rahmen der portalen Hypertonie wurde 

hinsichtlich der Lokalisation eine perivaskulär unveränderte aber gesteigerte nNOS-

Proteinexpression im mesenterialen Gefäßbett bei PVL-Tieren gefunden. Damit einhergehend 

wurde eine im Vergleich zu gesunden Kontrolltieren verstärkte nNOS-vermittelte Vasorelaxation 

beobachtet. Diese wurde durch den unspezifischen NOS-Inhibitor L-NAME, wie auch durch den 

nNOS-spezifischen Inhibitor TRIM, komplett aufgehoben. 

Mittels Co-Immunpräzipitation lies sich im Hinblick aus die Regulation der nNOS-Funktion, die 

Bindung des Chaperons HSP90 an nNOS im mesenterialen Gefäß nachweisen. Durch 

funktionelle Experimente konnte durch Gabe des HSP90-Inhibitors Geldanamycin eine deutliche 

Hemmung der nNOS-vermittelten Vasorelaxation beobachtet werden, welche den zuvor 

beobachteten Unterschied zwischen PVL- und Sham-Tieren aufhob. Quantitativ war der Effekt 

von Geldanamycin ähnlich stark wie das Ergebnis mittels L-NAME. Dies weist darauf hin, dass 

ein Großteil der nNOS-vermittelten Vasorelaxation im mesenterialen Gefäßbett durch HSP90 

moduliert wird. 
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In weiteren in vitro Versuchen konnte durch Perfusion des mesenterialen Gefäßbettes von PVL-

Tiere die bekannte ausgeprägte Hyporeaktivität gegenüber α1-adrenerger Stimulation bestätigt 

werden. Ferner wurde eine NPY-gesteigerte vaskuläre Sensitivität auf α1-Rezeptoren bei PVL- 

und Sham-Tieren nachgewiesen. Die Gefäßkontraktilität konnte durch die Gabe von NPY jedoch 

ausschließlich bei den PVL-Ratten signifikant gesteigert werden. Der Effekt war vor allem in 

Anwesenheit einer exzessiven α1-adrenergen Stimulation zu beobachten. D.h. NPY korrigiert 

damit die Hypokontraktilität und Hyporeaktivität gegenüber α1-adrernerger Vasokonstriktion bei 

portaler Hypertonie. 

Ferner zeigte NPY per se keine direkte vasokonstriktive Wirkung auf das mesenteriale Gefäßbett 

potenziert jedoch endothelunabhängig und dosisabhängig die α1-adrenerge Vasokonstriktion. 

Diese Wirkung nahm in Ausprägung mit dem Grad der α1-adrenergen Stimulation zu, d.h. die 

relative hämodynamische Wichtigkeit von NPY für eine sympathisch-ausgelöste 

Vasokonstriktion scheint mit der Höhe der Sympathikusaktivität (α1-Stimulation) zuzunehmen. 

Schließlich induzierte NPY auch eine hemmende Wirkung auf die nNOS-vermittelte 

Vasorelaxation. Dabei war auch dieser Effekt bei PVL-Tieren stärker ausgeprägt. Es zeigte sich 

in Anwesenheit von NPY kein Unterschied mehr hinsichtlich der PNS-induzierten 

Vasorelaxation zwischen den beiden Versuchsgruppen. Somit vermittelt NPY einen dualen 

hämodynamischen Effekt. Zum einen wird die vaskuläre Kontraktilität gesteigert und damit die 

α1-adrenerge vasokonstriktive Kapazität wiederhergestellt, und zum anderen wird die gesteigerte 

nNOS-vermittelte Vasodilatation gehemmt.  

NPY könnte aufgrund dieser beiden Wirkmechanismen in der Therapie bei Patienten mit 

Leberzirrhose eingesetzt werden. Es könnte gegebenenfalls die schwerwiegenden 

Begleiterscheinungen, wie z. B. das hepatorenale Syndrom oder die hepatische Enzephalopathie, 

lindern oder sogar verhindern. 
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