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Lokal-metabolische und endotheliale Mechanismen interagieren bei der lokalen
Durchblutungsregulation in vivo. Es wurde gepriift, ob und wie stark extrazellulare Alkalose
bzw. Hyperosmolalitat die Freisetzung der endothelialen vasoaktiven Substanzen NO und
Endothelin aus Endothelzellen in vitro beeinflussen. Da Alkalose in vivo eine
Vasokonstriktion und Hyperosmolalitit eine Vasodilatation induziert, wurde die Hypothese
getestet, daB bei Alkalose das vasokonstriktorische Endothelin und bei Hyperosmolalitat das
vasodilatatorische NO zunimmt.

Als endotheliales Zellkulturmodell wurde die Zellinie EA.hy 926 eingesetzt. Bei der
Charakterisierung dieser Zellinie konnte neben der Bestatigung bekannter Befunde als neues
Charakteristikum eine hohe Widerstandsfahigkeit gegentber extrazellularer Hyperosmolalitat
mit und ohne Alkalose gezeigt werden.

Zur Untersuchung der Freisetzung vasoaktiver Substanzen wurden EA.hy 926-Zellen durch
Zugabe von Mannit (50 mM, 100 mM und 200 mM) oder NaHCOj3 (25 mM, 50 mM und 100
mM) extrazellularer Hyperosmolalitidt bzw. Alkalose ausgesetzt. Nach sechs Stunden wurde
die Konzentration von Endothelin und von cGMP, welches als Surrogatparameter fur NO gilt,
gemessen. Das Uberleben der Zellen wurde Gber die LDH-Aktivititsmessung im
Zellkulturuberstand und die Bestimmung der Zellzahl Uberprift. Auflerdem wurde die
Proliferationsaktivitdt der Zellen durch Einbau von BrdU bestimmt und die Zelldichte
immunfluoreszenzmikroskopisch tberpruift.

EA.hy 926-Zellen zeigten sich wéhrend dieser Untersuchungen mit einer Inkubationszeit von
sechs Stunden sehr widerstandsfahig gegentber alkalischen bzw. hyperosmolalen StreR mit
Werten im Kulturmedium von bis zu 519 mOsm/Il bzw. einem pH von 8,14. Die Zellzahl blieb
wéhrend der Inkubation gleich, die Zelldichte zeigte optisch keine aufféalligen Unterschiede.
Die LDH-Aktivitat im Uberstandsmedium nahm allerdings im Vergleich zur Kontrolle zu,
wobei sie bei osmotischem bzw. alkalischen StreR viel geringer ausfiel als bei mechanischer
Lyse der Zellen, was auf eine allenfalls leichte Stérung der Membranintegritat hindeutet.

Der Einbau von BrdU war vor allem bei den beiden hdchsten Konzentrationsstufen von
Mannit bzw. NaHCO3 vermindert, so dal3 eine geringe Abnahme der Zellproliferation vorlag.
Hyperosmolalitat und Alkalose hatten auf die cGMP-Konzentration keinen eindeutigen
konzentrationsabhangigen Effekt. Nur die niedrigste Konzentrationsstufe von Mannit
bewirkte eine signifikante Erhhung der cGMP-Konzentration im Vergleich zur Kontrolle.
Die Konzentration von Endothelin fiel verglichen mit der Kontrolle bei der hdchsten
Konzentrationsstufe sowohl von Mannit als auch von NaHCO3 deutlich ab. Dieser Abfall war



bei beiden hyperosmolalen Medien in gleicher Weise ausgepragt, so daR die Alkalose im
Vergleich zur Hyperosmolalitat keinen wesentlichen Einfluf3 auf die Endothelinfreisetzung zu
haben scheint.

Die Hypothese, dalR bei alkalischen Veranderungen des Zellmediums die
Endothelinkonzentration und bei hyperosmolalen Veranderungen die NO- bzw. cGMP-Menge
zunimmt, muf also verworfen werden.

Zusammenfassend zeigen die Befunde dieser Arbeit, dal sich die Zellinie EA.hy 926 als
Zellkulturmodell mit endothelialen Eigenschaften fir Untersuchungen auto- und parakriner
Durchblutungsmediatoren eignet.

Nach den in vitro Befunden der vorliegenden Arbeit scheint weder cGMP bzw. NO an einer
Vasodilatation bei Hyperosmolalitat noch Endothelin an einer VVasokonstriktion bei Alkalose
in vivo direkt beteiligt zu sein. Allerdings konnte die deutliche Abnahme des
Vasokonstriktors Endothelin zur Vasodilatation bei Hyperosmolalitét beitragen.



