
Die obligate Rolle von Endothelzellen für die Relaxation der glatten Gefäûmuskulatur
wird mit Organkammer-Experimenten verdeutlicht. Zwei Präparate, ein transversaler
Ring und ein helicaler Streifen aus der Brustaorta des Kaninchens, werden in einem
Organbad inkubiert und durch Noradrenalin (NE) kontrahiert.

Der Zusatz des Vasodilatators Acetylcholin (ACh) führt zu einer Relaxation der Mus-
kelpräparate (linke Bildhälfte). Werden die Endothelzellen jedoch mechanisch (durch
Reiben) oder enzymatisch (durch Kollagenase) entfernt, so bleibt die Relaxationsant-
wort aus (rechte Bildhälfte). Erst nach Entfernen von NE und ACh durch Auswaschen
(W) relaxiert der Muskel wieder.



Eine zufällige Entdeckung

In einer vor 45 Jahren veröffentlichten Publikation, in der
ich den helicalen Streifen aus der Aorta eines Kaninchens als
nützliches Präparat für quantitative pharmakologische Unter-
suchungen von vasoaktiven Wirkstoffen und Wirkstoff-Re-
zeptor-Wechselwirkungen vorstellte, berichtete ich über die
Wirkungen von verschiedenen Catecholaminen, Natriumni-
trit, Histamin und Acetylcholin (ACh) auf dieses Präparat.
Ein überraschendes Ergebnis dieser Untersuchungen war,[1]

daû ACh, welches als sehr starker Vasodilatator im intakten
Tier und in perfundierten Organen bekannt war, keine
Relaxation hervorrief, sondern nur zur Kontraktion des
Aortenstreifens führte, gleichgültig, ob der Streifen sich im
Ruhezustand befand oder durch einen Vasokonstriktor wie
Noradrenalin vorkontrahiert war. Etwas später benutzten wir
ACh als kontrahierendes Agens, als wir die relative Stärke
relaxierender Agentien wie Noradrenalin, Adrenalin und
Isoproterenol bestimmen wollten, die ihre Wirkung über b-
Adrenozeptoren auf helicale Streifen ausübten, in denen die
a-Adrenozeptoren durch Vorbehandlung mit Dibenamin
irreversibel blockiert worden waren.[2] Die relativen Stärken
der relaxierenden Wirkung dieser Catecholamine (ca.
1:50:200) wiesen auf einen Adrenozeptor vom b2-Typ hin.

In der Mitte der siebziger Jahre führten wir pharmakolo-
gische Studien mit isolierten Streifen aus der glatten Musku-
latur der Luftröhre von Meerschweinchen durch und erhiel-
ten Hinweise darauf, daû die b-Adrenozeptoren dieses
Muskels, die nach der gängigen Lehrmeinung ausschlieûlich
aus b2-Rezeptoren bestehen sollten, häufig auch b1-Rezepto-
ren enthielten. Angesichts dieser unerwarteten Ergebnisse
beschloû ich, die b-Rezeptoren in der glatten Muskulatur der
Brustaorta des Kaninchens erneut zu untersuchen. Ich plante,
zuerst in einer Reihe von Experimenten die relativen Stärken
der relaxierenden Wirkung von Noradrenalin, Adrenalin und
Isoproterenol auf Kaninchen-Aortenpräparate nach Vorbe-

handlung mit Dibenamin erneut zu bestimmen. Um eine
Kontraktion nach der Vorbehandlung herbeizuführen, woll-
ten wir ± wie in früheren Untersuchungen ± muscarinerge
Agonisten wie Carbachol oder ACh benutzen. Aber schon
beim allerersten Experiment dieser Serie im Mai 1978
befolgte mein Laborant meine Anweisungen nicht korrekt:
Am Anfang des Experiments, vor der Blockierung der a-
adrenergen Rezeptoren mit Dibenamin, testete er Carbachol
auf seine kontrahierende Wirkung, bevor (statt, wie vorge-
schrieben, nachdem) er eine zuvor verabreichte Testdosis
Noradrenalin ausgewaschen hatte. Die Reaktion auf Carba-
chol war keine Kontraktion, sondern eine partielle Relaxation
der Noradrenalin-induzierten Kontraktion. Anschlieûend
testeten wir ACh. Auch hier beobachteten wir eine Relaxa-
tion des mit Noradrenalin vorkontrahierten Aortenpräpara-
tes (Abbildung 1). Zum ersten Mal in den vielen Jahren, in
denen ich Kaninchenaorta für In-vitro-Experimente verwen-

Abbildung 1. Polygramm des ersten Experimentes im Labor des Autors,
bei dem die muscarinergen Agonisten Carbachol (CCh) und Acetylcholin
(ACh) überraschenderweise zu einer Relaxation eines transversalen Rings
aus der Brustaorta eines Kaninchen führten. Bei diesem und allen anderen
Experimenten wurden ± wenn nicht anders angegeben ± Aortenpräparate
(Ringe oder Streifen) verwendet, die sich in gläsernen Organkammern
(20 mL) befanden. In diesen Kammern befand sich Krebs-Bicarbonat-
Lösung, die bei 37 8C mit O2/CO2 (95:5) belüftet wurde. Der Schrei-
berausschlag zeigt Spannungsänderungen unter isometrischen Bedingun-
gen an (für Details der experimentellen Bedingungen siehe Lit. [4]). In
dieser und allen anderen Abbildungen werden ± wenn nicht anderes
angegeben ± die kumulativen Konzentrationen der Wirkstoffe in den
Organkammern als Logarithmus der molaren Konzentrationen ausge-
drückt. 2G�Spannungsmaû; NE�Noradrenalin (Norepinephrin)
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det hatte, beobachtete ich eine Relaxation dieses Blutgefäûes
als Anwort auf muscarinerge Agonisten. Die unerwartete
Relaxation der Kaninchenaorta durch muscarinerge Agoni-
sten in vitro war sehr aufregend, da dieser Effekt mit der
starken gefäûerweiternden Wirkung dieser Agonisten in vivo
in Einklang stand.

Entdeckung und frühe Untersuchungen des EDRF

Warum hatten wir die ACh-induzierte Relaxation der
Aortenpräparate erst jetzt beobachtet? Eine ausführliche
Beschreibung unserer Untersuchungen zu diesem Thema ist
veröffentlicht worden,[3,62] so daû hier nur kurz die Reihen-
folge unserer Entdeckungen umrissen werden muû. Als erstes

war uns klar, daû wir jetzt einen transversalen Ring der
Kaninchen-Brustaorta benutzten und nicht mehr einen heli-
calen Streifen, den wir in allen früheren Experimenten mit
muscarinergen Agonisten verwendet hatten.

Daher verglichen wir in mehreren Experimenten die
Wirkung von kumulativen Konzentrationen von Carbachol
oder ACh auf helicale Streifen und transversale Ringe, die aus
derselben Aorta präpariert worden waren. Nur die Ringe
reagierten mit einer Relaxation auf diese muscarinergen
Agonisten, während die Streifen kontrahierten (Abbil-
dung 2).

Nach einigen Wochen der Arbeit bemerkten wir, daû ein
leichtes Reiben an der Intima (der innersten Schicht der
Gefäûwand von Arterien) ± ob absichtlich oder unabsichtlich
(wie es unbemerkt bei unserer Standardmethode zum Präpa-
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Abbildung 2. Vergleich der Reaktionen eines transversalen Rings und eines helicalen Streifens, die aus derselben Kaninchen-Brustaorta präpariert wurden,
auf Carbachol. Der Ring (Weite 2.5 mm) war auf ein Paar L-förmiger Haken montiert, um ihn am Boden der Organkammer und am Kraftüberträger zu
befestigen. Der Streifen war nach unserer Standardmethode präpariert worden und mit Bindfäden an beiden Enden befestigt. Nur der Ring ± wenn er mit
Noradrenalin vorkontrahiert war ± relaxierte als Reaktion auf niedrige CCh-Konzentrationen. Später erkannten wir, daû bei unserer standardmäûigen
Präparation der Streifen die Endothelzellen unabsichtlich von der Intimaoberfläche abgerieben worden waren. (Der Ring reagierte nach dem Auswaschen
(W) von Noradrenalin auf die Zugabe von CCh nicht mit einer Relaxation, weil solche Präparate in Abwesenheit von Vasokonstriktoren fast keine aktive
kontraktile Spannung aufweisen.) In dieser Abbildung sind die Wirkstoff-Konzentrationen als Logarithmus der Konzentration (g mLÿ1) ausgedrückt. (Mit
freundlicher Genehmigung übernommen aus Lit. [3].)



AUFS¾TZEEndothelium-derived relaxing factor

rieren von helicalen Streifen vorgekommen war) ± die
relaxierende Wirkung von ACh und anderen muscarinergen
Agonisten aufhob. Streifen und Ringe wiesen eine exzellente
Relaxation auf, wenn man eine Berührung der Intima
sorgfältig vermied. Der Verlust der Relaxationsantwort auf
ACh nach Berührung der Intima war die Folge eines
mechanischen Abriebs der Endothelzellen ± dies konnte
durch Silberfärbung und anschlieûende Aufsichtmikroskopie
der Intimaoberfläche eindeutig nachgewiesen werden. Auûer-
dem zeigte sich, daû eine vorhergehende komplette Entfer-
nung des Aortenendothels der Intimaoberfläche durch In-
kubation mit Kollagenase auch zu einem vollständigen
Verlust der Relaxationsantwort auf ACh führte.

Abbildung 3 ist eine leicht modifizierte Abbildung aus der
ersten ausführlichen Veröffentlichung über die obligate Rolle
von Endothelzellen für die Relaxation von arteriellen glatten
Muskelzellen durch ACh.[4] In dieser Publikation beschrieben
wir, daû eine Reihe anderer Arterien des Kaninchens und
verschiedene Arterien anderer Spezies eine Relaxation nach
ACh-Gabe auch nur dann zeigten, wenn Endothelzellen
vorhanden waren. Cycloxygenase-Inhibitoren beeinfluûten
die endothelabhängige Relaxation nicht. Eine Hypothese zur
Erklärung der obligaten Rolle der Endothelzellen war, daû
ACh über muscarinerge Rezeptoren die Endothelzellen zur
Abgabe einer nichtprostanoiden Substanz stimulierte, die zu
den darunterliegenden glatten Muskelzellen diffundierte und
dort eine Relaxation auslöste. Diese Methode wurde durch

die ¹Sandwichª-Methode direkt bewiesen: Es wurde gezeigt,
daû ein transversaler Aortenstreifen, von dem die Endothel-
zellen entfernt worden waren und der daher bei Zugabe von
ACh nicht relaxieren konnte, trotzdem durch ACh relaxiert
werden konnte, wenn er mit seiner endothelfreien Intima-
oberfläche auf der endothelhaltigen Intimaoberfläche eines
longitudinalen Aortenstreifens befestigt wurde (Abbil-
dung 4). Die ACh-induzierte Relaxation des transversalen
Streifens in diesem ¹Sandwichª bewies, daû ACh die Abgabe
einer diffusionsfähigen relaxierenden Substanz (oder von
Substanzen) aus den Endothelzellen des longitudinalen
Streifens stimulierte.[4] Die relaxierende Substanz wurde
später EDRF (endothelium-derived relaxing factor) ge-
nannt.[5]

Es soll hier erwähnt werden, daû ± obwohl wir vor unserem
zufälligen Befund im Jahre 1978 nie eine Relaxation von
Kaninchenaorta durch ACh in meinem Labor beobachtet
hatten ± mehrere Berichte anderer Arbeitsgruppen zur
Relaxation isolierter Arterienpräparate nach ACh-Gabe
vorlagen. So berichtete z. B. Jelliffe,[6] daû eine Kette von
Aortenringen des Kaninchens, die durch Fäden abgebunden
und mit Serotonin vorkontrahiert worden waren, als Reaktion
auf niedrige ACh-Konzentrationen relaxierten; Vanhoutte[7]

und Toda[8] berichteten, daû ACh in verschiedenen Präpara-
ten von Arterienstreifen des Hundes zu einer signifikanten
Relaxation von spontanen oder Wirkstoff-induzierten Kon-
traktionen führte. Nach unseren Ergebnissen über die ob-

ligate Rolle der Endothelzellen für die
ACh-induzierte Relaxation von Arte-
rien wurde deutlich, daû diese früheren
Beispiele der ACh-induzierten Relaxa-
tion von der Anwesenheit der Endo-
thelzellen in den untersuchten Arterien-
präparaten abhingen.

Es ist interessant, daû wahrschein-
lich ein versehentlicher Abrieb von
Endothelzellen in einem anderen Ge-
fäûpräparat, das in meinem Labor
verwendet wurde, die Entdeckung der
endothelabhängigen Vasodilatation zu
einem früheren Zeitpunkt verhindert
hat. Dieses Präparat war die perfun-
dierte Zentralarterie des Kaninchen-
ohres, die Odd Steinsland, der in den
frühen siebziger Jahren als Doktorand
in meinem Labor arbeitete, benutzte,
um die Inhibition der adrenergen Neu-
rotransmission durch ACh und andere
muscarinerge Agonisten, die auf prä-
synaptische muscarinerge inhibitori-
sche Rezeptoren wirkten, zu untersu-
chen. Er wies nach, daû ACh ein
starker Inhibitor der Neurotransmis-
sion war, da es die Abgabe von Nor-
adrenalin und die Vasokonstriktion
nach Nervenstimulation inhibierte.[9]

Um sicherzugehen, daû die Inhibition
der Vasokonstriktion ausschlieûlich
durch die Hemmung der Transmitter-
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Abbildung 3. Die Schreiberaufzeichnungen zeigen den Verlust der Relaxationsantwort von Kanin-
chenaorta auf ACh-Zugabe nach kompletter Entfernung der Endothelzellen. Auf der linken Seite der
Abbildung sind die Aufzeichnungen vor, auf der rechten Seite die nach der Entfernung der
Endothelzellen wiedergegeben. Die Zellen aus dem Ring wurden durch Reiben der Intimaoberfläche
mit einem Holzstöckchen (A) oder durch Inkubation mit Kollagenase entfernt (C), aus dem
transversalen Streifen durch Reiben mit einem feuchten Filterpapier (B). Nach dem Entfernen der
Endothelzellen reäquilibrierten die Präparate in ihren Organkammern 1 h lang, bevor sie erneut
getestet wurden. (Mit freundlicher Genehmigung übernommen aus Lit. [18].)
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Abbildung 4. Ein ¹Sandwichª-Experiment, daû die Freisetzung einer
relaxierenden Substanz aus Endothelzellen als Reaktion auf Zusatz von
ACh zeigt. A: Bei einem transversalen Streifen der Kaninchenaorta, von
dem die Endothelzellen durch Reiben entfernt worden waren, führte ACh
nicht zu einer Relaxation des NE-induzierten Tonus (erster Test). B: Bei
einem longitudinalen Streifen aus derselben Aorta mit Endothelzellen
riefen NE und ACh wegen der Orientierung der glatten Muskelzellen nur
unbedeutende ¾nderungen der Anspannung hervor (erster Test). C: Bei
einem ¹Sandwichª aus dem transversalen Streifen ohne Endothel und dem
longitudinalen Streifen mit Endothel, die mit ihren gesamten Intima-
oberflächen aufeinander montiert worden waren und dann reäquilibrieren
konnten, rief ACh jetzt eine Relaxation des NE-induzierten Tonus hervor
(zweiter Test). D: Nach Entfernen des longitudinalen Streifens mit
Endothel vom endothelfreien transversalen Streifen und dessen Reäquili-
brierung kam es zu keiner Relaxation nach ACh-Zugabe. Die Einschübe
geben vertikale Querschnitte der verwendeten Präparate wieder: Ad�
Adventitia, E�Endothel, M1 und M2�mediale Schichten aus glatten
Muskelzellen, die vertikal bzw. horizontal orientiert sind. (Mit freundlicher
Genehmigung übernommen aus Lit. [18].)

freisetzung verursacht wurde, untersuchte er, ob infundiertes
ACh die durch infundiertes Noradrenalin verursachte Vaso-
konstriktion hemmen konnte; dies war nicht der Fall.[9] Etwa
zehn Jahre später, nachdem eine endothelabhängige Relaxa-
tion für eine Vielzahl von Arterienpräparaten nachgewiesen
worden war, wunderten wir uns über den früheren Befund,
daû die perfundierte Ohrarterie, die durch Noradrenalin
kontrahiert worden war, keine Vasodilatation nach ACh-
Gabe aufwies. Dr. Steinsland gab uns die Antwort: Bei seinen

früheren Experimenten hatte er die Entstehung von Luft-
blasen in der Perfusionsvorrichtung nicht verhindert, so daû
diese durch die Ohrarterie gelaufen waren. Als jetzt die
Luftblasen sorgfältig aus dem Perfusionsstrom entfernt wur-
den, führte ACh zu einer Vasodilatation (Relaxation) der
Noradrenalin-induzierten Vasokontraktion.[10] Offensichtlich
hatten die Luftblasen bei den früheren Experimenten eine
mechanische Entfernung der Endothelzellen bewirkt, ohne
daû wir uns dessen bewuût waren.

Erste Untersuchungen von Substanzen, die eine
endothelabhängige Relaxation induzieren oder
inhibieren können

Innerhalb weniger Jahre nach der Entdeckung, daû die
ACh-induzierte Relaxation isolierter Arterien endothelab-
hängig war, wurde eine Reihe weiterer endothelabhängiger
relaxierender Verbindungen bei Organkammer-Experimen-
ten identifiziert, bei denen Ringe oder Streifen von Blut-
gefäûen aus mehreren Spezies einschlieûlich des Menschen
benutzt wurden. Unter diesen Substanzen waren auch das
Calcium-Ionophor A23187, ATP und ADP, Substanz P, Bra-
dykinin, Histamin, Thrombin, Serotonin und Vasopresssin
(für Verweise auf erste Berichte zur endothelabhängigen
Relaxation durch diese und andere Verbindungen siehe
Lit. [11, 12]). Die früh gemachte Entdeckung, daû das Calci-
um-Ionophor A23187 eine sehr starke endothelabhängige
relaxierende Wirkung auf alle untersuchten Gefäûe hatte,
wies auf eine zentrale Rolle von Calcium bei der Freisetzung
oder Synthese des EDRF durch endothelabhängige relaxie-
rende Substanzen hin.[13]

Man erkannte bei diesen frühen Arbeiten schnell, daû
± abhängig von der jeweiligen Substanz ± die endothelabhän-
gige Relaxation auf bestimmte Spezies beschränkt war oder
sogar auf bestimmte Arterien einer gegebenen Spezies.
Während z. B. ACh über diesen Mechanismus nahezu alle
systemischen Arterien aller untersuchten Säugetiere relaxier-
te, führte Histamin ± ein anderer starker Vasodilatator ± zu
einer endothelabhängigen Relaxation von Rattenarterien,[14]

aber nicht von Kaninchenarterien.[15] Ein anderes Beispiel
war Bradykinin, das eine endothelabhängige Relaxation von
isolierten Arterien des Menschen und des Hundes bewirkte,
aber nicht von denen des Hasen und der Katze.[5] Man fand
heraus, daû Noradrenalin die endothelabhängige Relaxation
von isolierten Koronararterien des Hundes über a2-Adreno-
zeptoren der Endothelzellen aktivierte, daû aber die syste-
mischen Arterien des Hundes nicht relaxiert wurden.[16]

Serotonin vermittelte beispielsweise die endothelabhängige
Relaxation von Koronararterien, aber nicht von systemischen
Arterien des Hundes.[16, 17]

Zu den Bedingungen und Substanzen, welche die endo-
thelabhängige Relaxation von Arterien bei den frühen
Experimenten mit Organkammern inhibierten, gehörten
Anoxie und einige Verbindungen, die als Inhibitoren des
Metabolismus der Arachidonsäure (AA) bekannt waren.[4, 18]

Es war schon bekannt, daû in bestimmten glatten Muskel-
zellen eine positive Korrelation zwischen der Zunahme von
cyclischem Guanosinmonophosphat (cGMP) und einer Re-
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laxation bestand[19±22] und daû die Guanylat-Cyclase (G-
Cyclase) von Hydroperoxiden der AA deutlich stimuliert
wurde.[23, 24] Ich spekulierte daher, daû 1) EDRF entweder ein
kurzlebiges Hydroperoxid oder ein freies Radikal war, das als
Zwischenprodukt bei der Oxidation der freigesetzten AA im
Lipoxygenase-Weg entstand, und daû 2) EDRF die G-Cyclase
der glatten Gefäûmuskulatur stimulierte, was zu einem An-
stieg der cGMP-Konzentration führte, wodurch dann auf
unbekannte Weise eine Relaxation hergeigeführt wurde.[18] Es
stellte sich heraus, daû diese frühe Spekulation über die Natur
von EDRF nicht zutraf, daû aber die Vermutung über die
Rolle von cGMP richtig war.

Cyclisches GMP als Vermittler für EDRF und
Nitrovasodilatatoren

Die Spekulation, daû der durch ACh freigesetzte EDRF
einen Anstieg der cGMP-Konzentration stimulierte, erwies
sich bald in einer Vielzahl unabhängiger Studien als richtig,
z. B. denen von Rapoport und Murad,[25] die Rattenaorta
benutzten, Diamond und Chu[26] sowie Furchgott et al.[27]

(Kaninchenaorta), Holzmann[28] (Koronararterien aus Rind)
und Ignarro et al.[29] (Lungenarterien aus Rind). Sie alle
wiesen nach, daû ein Anstieg der cGMP-Konzentration mit
der ACh-induzierten Relaxation von Blutgefäûen einherging.
Dies stimmte mit der Vermutung überein, daû der Anstieg der
cGMP-Konzentration im Muskel eine ursächliche Rolle für
die Relaxation spielt (Abbildung 5). Die endothelabhängige
Relaxation von Rattenaorta durch A23187 und Histamin[25]

und der Kaninchenaorta durch A23187[27] war auch von einem
Anstieg der cGMP-Konzentration begleitet.

Man muû an dieser Stelle betonen, daû Murad und seine
Mitarbeiter[21, 22] schon früher berichtet hatten, daû Stickstoff-
monoxid (NO) ein sehr starkes Stimulans der G-Cyclase war,
und sie hatten vorgeschlagen, daû verschiedene Verbindun-
gen (z. B. Glyceryltrinitrat, Nitroprussid, Azid), von denen

man wuûte, daû sie die cGMP-Konzentration erhöhten und
bestimmte nichtvaskuläre Muskelzellen relaxierten, diese
Wirkung über die Bildung von NO als proximalem Aktivator
der G-Cyclase entfalteten. Ignarro und seine Mitarbeiter[30]

hatten auch gefunden, daû die Relaxation eines Gefäûpräpa-
rates (Koronararterie aus Rind) durch NO oder Nitroprussid
mit einem Anstieg der cGMP-Konzentration verbunden war.
Trotz all dieser frühen Erkenntnisse über NO vermutete
keiner der Forscher, die einige Jahre später zeigten, daû die
endothelabhängige Relaxation von Arterien in Organkam-
mer-Experimenten auch mit einem Anstieg der cGMP-Kon-
zentration korrelierte,[30] daû EDRF das freie Radikal NO
sein könnte. Entscheidende Ergebnisse, die diesen neuen
Vorschlag unterstützen sollten, muûten erst noch erarbeitet
werden.

Weitere Untersuchungen zum EDRF, einschlieûlich
solcher mit der Perfusions-Bioassay-Methode

Hämoglobin und Methylenblau als Inhibitoren

Hämoglobin (Hb) und Methylenblau (MB) wurden häufig
zur Hemmung der endothelabhängigen Relaxation einge-
setzt. Murad et al. hatten gefunden, daû Hb die Guanylat-
Cyclase in Zellextrakten inhibierte.[21] Forscher der Universi-
tät Glasgow[31] hatten gezeigt, daû die Relaxation von Streifen
aus dem Retraktionsmuskel des Penis von Stieren (bovine
retractor penis muscle, BRP) als Antwort auf nichtadrenerge,
nichtcholinerge (NANC) Nervenstimulation oder auf säu-
reaktivierte Extrakte dieses Gewebes von Hb inhibiert wurde.
Gruetter et al.[32] hatten berichtet, daû Methämoglobin
(MetHb) den NO-induzierten Anstieg der vaskulären
cGMP-Konzentration beeinfluûte. Wir begannen im Jahr
1983 in unserem Labor mit Hb zu arbeiten. Zu dieser Zeit
kam William Martin, der die Eigenschaften von Extrakten aus
BRP-Muskel als Student an der Glasgower Universität unter-
sucht hatte,[33, 34] als Postdoktorand in mein Labor (siehe

unten). Schnell wurde klar, daû Hb
ein äuûerst starker und schnell
wirksamer Inhibitor der endothel-
abhängigen Relaxation und des
damit verbundenen Anstiegs der
cGMP-Konzentration war, die
durch ACh, A23187 und andere
Verbindungen in der Ratten- und
Kaninchenaorta induziert wur-
den.[27, 35, 36] Myoglobin war ebenso
wirksam wie Hb, aber MetHb in-
hibierte nur sehr schwach[37] (Ab-
bildung 6).

Das Ausmaû der Verstärkung
der arteriellen Kontraktion, die zu-
vor durch Vasokonstriktoren wie
Phenylephrin ausgelöst worden
war, durch Hb lieferte uns ein
Maû für die relaxierende Wirkung
von basal freigesetztem EDRF.[36]

Seine Wirkung schien bei Aorten-

Angew. Chem. 1999, 111, 1990 ± 2000 1995

Abbildung 5. Zeitlicher Verlauf der ¾nderungen der Konzentration von cyclischem GMP (cGMP, *) und
der Relaxation (*) von endothelhaltigen Ringen aus der Brustaorta von Kaninchen nach Zugabe von ACh.
Noradrenalin (0.1 mm) wurde zuerst zugegeben, um eine anhaltende Kontraktion hervorzurufen. Dann
folgte die Zugabe von ACh (1 mm), und nach der gewünschten Expositionszeit wurde das Gewebe sofort in
flüssigem Stickstoff tiefgefroren. Die Konzentration von cyclischem AMP änderte sich während der
endothelabhängigen Relaxation nicht signifikant (nicht gezeigt). (Mit freundlicher Genehmigung über-
nommen aus Lit. [27].)
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Abbildung 6. Beispiele für die Hemmung der endothelabhängigen Rela-
xation von Ringen aus Kaninchenaorta durch Methylenblau (MB) und
Hämoglobin (Hb). A: Zugabe von MB (10 mm) hemmte die durch ACh
(oben) oder das Calcium-Ionophor A23187 hervorgerufene Relaxation
schnell und vollständig (unten). B: Zugabe von Hb (1 mm) hemmte die von
ACh verursachte Relaxation schnell und fast vollständig (oben); die
Zugabe von Methämoglobin (MetHb) in gleicher Konzentration hemmte
die ACh-induzierte Relaxation allerdings nur in sehr geringem Ausmaû
(unten).

ringen aus Ratte wesentlich stärker zu sein als bei Aorten-
ringen aus Kaninchen. Nach Zugabe von Phosphodiesterase-
Inhibitoren (z.B. Zaprinast oder IBMX) relaxierten die Ringe
aus beiden Spezies, was mit einem Anstieg der cGMP-
Konzentration verbunden war.[38] Die Reaktionen auf die
Inhibition dieser Enzyme, die cGMP zu GMP hydrolysieren,
waren bei Rattenaorta ausgeprägter als bei Kaninchenaorta.
Dies wies auf eine höhere basale EDRF-Konzentration und
eine stärkere basale Stimulation der G-Cyclase in Ratten-
aorta hin. Die durch Phosphodiesterase-Inhibitoren verur-
sachte Relaxation von endothelhaltigen Ringen aus beiden
Spezies konnte vollständig von Hb blockiert werden.

Ursprünglich wurde vermutet, daû Hb die Relaxation und
den Anstieg der cGMP-Konzentration inhibiert, indem es
EDRF während der Diffusion aus Endothelzellen bindet und
so verhindert, daû EDRF die G-Cyclase in Muskelzellen
erreicht und aktiviert.[35] Nach der Identifizierung des EDRF
als NO wurde jedoch klar, daû das Abfangen von EDRF
durch Hb unter normalen aeroben Bedingungen auf eine sehr
schnelle Reaktion von HbO2 mit NO zu NO3

ÿ und MetHb
zurückzuführen war, wie zuerst Doyle und Hoekstra[39]

berichtet hatten.
Gruetter et al.[32] hatten erstmals nachgewiesen, daû MB

die Stimulation der G-Cyclase durch Nitrovasodilatatoren in
zellfreien Systemen inhibiert und die durch diese Verbindun-
gen ausgelöste Relaxation und den Anstieg der cGMP-
Konzentration in glatten Gefäûmuskelzellen hemmt. Später
fand man, daû MB sowohl die endothelabhängige Relaxation
als auch den damit einhergehenden Anstieg der cGMP-
Konzentration durch ACh in Rinderarterien[28, 29] und durch
ACh und A23187 in Kaninchenaorta[27, 35] inhibiert. Holz-
man[28] und Ignarro et al.[29] schlossen daraus, daû die inhi-
bierte Relaxation aus der Hemmung der G-Cyclase durch MB
resultierte. Meine Mitarbeiter und ich glaubten zwar auch,
daû eine derartige Enzymhemmung für die Inhibition durch
MB während der Langzeit-Exposition von Kaninchenaorta
verantwortlich war. Wir schlugen aber vor, daû die schnelle
endothelabhängige Relaxation sofort nach der Zugabe von
MB zur Organkammer (siehe Abbildung 6) aus einer direk-
teren Inaktivierung von EDRF durch MB resultierte.[27, 35]

Jetzt glaubt man, daû diese direktere Inaktivierung durch
Superoxid-Anionen verursacht wird, die durch Reaktionen
von MB im Gewebe gebildet werden.[40]

Ergebnisse aus Untersuchungen mit der Perfusions-
Bioassay-Methode

Um die Eigenschaften des EDRF direkter zu untersuchen,
als dies mit Organkammer-Experimenten möglich war, wur-
den Perfusions-Bioassay-Methoden entwickelt. Diese Metho-
den, obwohl sie nicht in meinem Labor entwickelt wurden,
sind insofern hier von Interesse, als sie viel zur Identifizierung
des EDRF beigetragen haben. Bei dieser Versuchsanordnung
befinden sich Endothelzellen am Anfang der Perfusionskas-
kade (oder Superfusionskaskade), und ein vom Endothel
befreites Arterienpräparat (gewöhnlich ein Ring oder ein
oder mehrere Streifen), deren Kontraktionszustand über-
wacht wird, ist diesbezüglich dahinter angebracht, um EDRF
in der Perfusionsflüssigkeit bestimmen zu können (Bioassay).
Bei manchen Versuchsanordnungen waren die Endothelzel-
len native Zellen auf der luminalen Oberfläche einer perfun-
dierten Arterie,[41±44] bei anderen waren es Kulturzellen
(gewöhnlich aus Rinder- oder Schweinaorta) auf der Ober-
fläche von Trägerkügelchen, die sich in einer perfundierten
Säule befanden.[45, 46]

Mit diesen Perfusions-Bioassay-Methoden konnte eindeu-
tig nachgewiesen werden, ob ein Inhibitor der endothelab-
hängigen Relaxation die Synthese/Abgabe des EDRF beein-
fluûte oder ihn nach der Freisetzung inaktivierte. Durch
Veränderung der Passagezeit zwischen Endothelzellen und
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Bioassay-Präparat war es zusätzlich möglich, die Abbau-
geschwindigkeit des EDRF zu untersuchen. Überraschender-
weise lag die geschätzte Halbwertszeit des EDRF zwischen
niedrigen Werten von nur 4 ± 6 s und hohen Werten von 50 s,
je nach Art der biologischen Präparate und Versuchsbedin-
gungen. Diese unterschiedlichen Werte lieûen sich erklären,
als man herausfand, daû Superoxid-Dismutase (SOD) den
EDRF aus arteriellen Endothelzellen oder aus kultivierten
Endothelzellen auf Mikroträgerkügelchen deutlich stabili-
sierte.[47] Somit war klar, daû das Superoxid-Anion (O2

ÿ) den
EDRF sehr schnell inaktivierte. Die unterschiedlichen Halb-
wertszeiten für EDRF aus verschiedenen Laboratorien konn-
ten gröûtenteils den unterschiedlichen O2

ÿ-Konzentrationen
in der Perfusionsflüssigkeit zugeschrieben werden, die die
Endothelzellen unter den verschiedenen experimentellen
Bedingungen verlieû. Moncada et al.[48] wiesen mit ihrem
Perfusions-Bioassay-Verfahren nach, daû die Inhibition der
endothelabhängigen Relaxation durch bestimmte reduzieren-
de Agentien (z. B. Hydrochinon, Phenidon und Pyrogallol)
prinzipiell aus der Inaktivierung des EDRF durch O2

ÿ

resultierte, das in einer Ein-Elektronen-Oxidation des Re-
duktionsmittels durch O2 gebildet worden war.

Die Entwicklung von Perfusions-Bioassay-Methoden führ-
te auch zu der wichtigen Entdeckung, daû verstärkter Perfu-
sionsfluû zu erhöhtem Scherstreû der Endothelzellen der
perfundierten Arterien führt und in der Folge zu einer
erhöhten Geschwindigkeit der EDRF-Freisetzung.[49, 50] Er-
höhter Fluû durch Arterien führte sowohl in situ[49, 51, 52] als
auch in vitro zu Vasodilatation, die nicht durch Inhibitoren
der Cyclooxygenase blockiert werden konnte, aber durch die
Entfernung des Endothels aufgehoben wurde. Die Erkennt-
nis, daû erhöhter Scherstreû mit vermehrter Freisetzung von
EDRF korrelierte, war insofern von Bedeutung, als somit
belegt war, daû EDRF eine physiologische Rolle bei der
Kontrolle des regionären Blutflusses und der Regulation des
Blutdrucks spielte.

Ergebnisse, die zur Identifizierung von EDRF als
NO führten

Während Billy Martin in meinem Labor arbeitete (1983 ±
1985), begann ich mich für die Arbeit zu interessieren, die er
und andere im Labor von John Gillespie in Glasgow durch-
geführt hatten. Sie hatten versucht, den Neurotransmitter zu
identifizieren, der von nichtadrenergen, nichtcholinergen
(NANC) Nerven freigesetzt wurde und zur Relaxation des
BRP-Muskels und anderer Präparate der glatten Muskulatur
führte. Ich erfuhr, daû sowohl die durch Stimulation von
NANC-Nerven verursachte Relaxation als auch die durch
einen von Martin hergestellten, teilweise gereinigten Extrakt
aus BRP-Muskel (als BRP-hemmender Faktor, BRPIF,
bezeichnet) verursachte Relaxation von Hb gehemmt wur-
den[31] und beide mit einem Anstieg der cGMP-Konzentration
im Muskel einhergingen.[53] Ein wichtiger Aspekt der Arbeit
Martins mit BRPIF-Extrakt war, daû dieser vor dem Test kurz
angesäuert werden muûte, um eine relaxierende Wirkung auf
Präparate der glatten Muskulatur aus dem Retraktionsmuskel
des Penis und auf Arterien in Organbädern auszuüben.[33]

Einmal durch Ansäuern aktiviert, bewirkte der BRPIF-
Extrakt eine deutliche Relaxation der Muskelpräparate, die
aber vorübergehend war und nur wenige Minuten anhielt.

Im Rahmen eines Symposiums in Rochester, Minnesota, im
Juli 1986 berichtete ich[54] über die verblüffende ¾hnlichkeit
zwischen der transienten Relaxation durch Martins säureak-
tivierte BRPIF-Extrakte und der transienten Relaxation der
Kaninchenaorta durch angesäuerte Natriumnitrit-Lösungen
(NaNO2). Daû angesäuerte, nicht aber neutrale NaNO2-
Lösungen starke transiente Relaxationen der Kaninchenaorta
auslösten, war 15 Jahre vorher in meinem Labor erkannt
worden. Damals stellte ein neuer Postdoktorand, der kumu-
lative Dosis-Wirkungs-Beziehungen für NaNO2 untersuchen
sollte, seine Standardlösungen dieses Salzes zufällig mit
angesäuerter Verdünnungslösung her (diese wurde in meinem
Labor für die Herstellung stabilisierter Catecholamin-Stan-
dardlösungen benutzt) statt mit neutraler Verdünnungslösung
(Abbildung 7). Mir wurde damals klar, daû aus durch An-
säuern von NaNO2-Lösung entstandener HNO2 (pKa� 3.2)

Abbildung 7. Vergleich der relaxierenden Wirkung kumulativer Gaben
von neutralen und angesäuerten Natriumnitrit-Lösungen auf Ringe aus
Kaninchenaorta. Bei diesem typischen Experiment wurden zwei Ringe aus
derselben Aorta nach Kontraktion mit Phenylephrin (PE) mit NaNO2-
Lösung versetzt, die mit neutraler oder mit angesäuerter physiologischer
Kochsalzlösung (11 mm HCl) verdünnt worden war. Die angegebenen
Konzentrationen sind die endgültigen Nitrit-Konzentrationen (Logarith-
mus der molaren Konzentration) in den Organkammern. Man beachte die
starken transienten Relaxationen im Fall der angesäuerten Nitritlösungen.
Die Ringe in diesem Experiment enthielten keine Endothelzellen mehr,
aber die Ergebnisse waren ähnlich, wenn Endothelzellen vorhanden waren.
(Mit freundlicher Genehmigung übernommen aus Lit. [54].)

sofort NO und NO2 in niedrigen Konzentrationen als Resultat
einer reversiblen Dismutation gebildet wurden [Gl. (1) und
(2)]. Wurde jedoch eine angesäuerte Nitritlösung zu der in

NO2
ÿ � H� > HNO2 (1)

2HNO2 > NO � NO2 � H2O (2)

unseren Organkammern benutzten, mit Sauerstoff gesättigten
und gut gepufferten physiologischen Salzlösung gegeben, so
wurde vorhandenes NO sehr schnell abgebaut. Dies erklärte
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also die nur transiente Relaxation der Aorten-
ringe bei Zusatz einer angesäuerten Nitritlö-
sung.

Im Frühjahr 1986 erinnerte ich mich an die
viel früheren, zufälligen Ergebnisse der Ver-
suche mit angesäuerten Natriumnitrit-Lösun-
gen und erwog die Möglichkeit, daû es sich bei
Martins säureaktivierbarem BRPIF um anor-
ganisches Nitrit handelte. Ein erstes, ermuti-
gendes Ergebnis war, daû die Abhängigkeit der
transienten Relaxation der Kaninchenaorta als
Funktion des pH-Wertes der zugesetzten Na-
NO2-Lösung derjenigen ähnelte, die Martin für
den Zusatz seines Extraktes zu einem BRP-
Präparat erhalten hatte: maximale transiente
Relaxation bei pH-Werten von 2 oder niedri-
ger und annähernd halbmaximale transiente
Relaxation bei einem pH-Wert von 3.

Als ich 1986 begonnen hatte, bei Experi-
menten mit Kaninchenaorta angesäuerte Ni-
tritlösungen als NO-Quelle zu verwenden,
erfuhr ich von den neuen Ergebnissen von
Gryglewsky, Palmer und Moncada[46] sowie von
Rubanyi und Vanhoutte[47] , die gezeigt hatten,
daû EDRF sehr schnell vom Superoxid-Anion (O2

ÿ) inak-
tiviert wird und daû Superoxid-Dismutase vor dieser
Inaktivierung schützt. Ich vermutete, daû das freie
Radikal NO sehr schnell mit dem freien Radikal O2

ÿ zu
inaktivem NO3

ÿ reagierte, und erwog die Möglichkeit,
daû es sich bei EDRF um NO handelte. (Später wurde
von Beckman et al.[55] gezeigt, daû das unmittelbare Produkt
der Reaktion zwischen NO und O2

ÿ Peroxynitrit (ONOOÿ)
ist; es wird zu HONOO protoniert (pKa� 6.8), das bei
physiologischen pH-Werten innerhalb weniger Sekunden
zerfällt).

Meine Spekulation vom Frühjahr 1986 über die Identität
von EDRF und NO führten zu einer Vielzahl von Experi-
menten mit Kaninchenaorta, die wir zusammen mit D.
Jothianandan und M. T. Khan durchführten. Wir verglichen
die Charakteristika der Relaxation durch NO (in Form
angesäuerter NaNO2-Lösungen) mit denen der durch EDRF
(freigesetzt nach ACh-Zugabe) hervorgerufenen Relaxation.
Wir fanden, daû die Relaxation durch NO und durch EDRF
sehr stark von Hb, MB und Superoxid-Produzenten (z. B.
Hydrochinon, Phenidon, Eisen(ii)-sulfat) inhibiert und durch
SOD verstärkt wurde, während Superoxid den Grad der
Relaxation limitierte (Abbildung 8). Es war bereits bekannt,
daû die Relaxation von glatter Muskulatur durch NO ±
ebenso wie die durch EDRF ± von einem Anstieg der cGMP-
Konzentration begleitet war. Da sich die Eigenschaften von
NO und EDRF so ähnlich waren, hatte ich keine Bedenken,
im Juli 1986 auf dem erwähnten Symposium vorzuschlagen,
daû EDRF und NO identisch sind.[54] (Kurz nach diesem
Symposium begannen wir damit, NO-Gas anstelle von ange-
säuerten Nitritlösungen als NO-Quelle in unseren Experi-
menten zu benutzen, und erhielten identische Ergebnisse
(Abbildung 9)). Ich schlug auûerdem vor, daû es sich beim
säureaktivierbaren hemmenden Faktor in den BRP-Extrak-
ten von Martin und Gillespie um anorganisches Nitrit

Abbildung 9. ¾hnlichkeiten zwischen der relaxierenden Wirkung einer
angesäuerten Natriumnitrit-Lösung (2.5 mm, pH 2.0) und einer Lösung von
gasförmigem Stickstoffmonoxid (15 mm) auf Ringe aus Kaninchenaorta in
Abwesenheit und Anwesenheit (30 U mLÿ1) von Superoxid-Dismutase.
(Für die Herstellung der NO-Lösungen siehe Lit. [60]). Die Zugaben
erfolgten zu jeweils 20 mL Krebs-Lösung in den Organkammern, so daû
der Zusatz von 2 mL NO-Lösung eine Anfangskonzentration von 1.5 nm
ergab. Beide Ringe waren mit Phenylephrin vorkontrahiert worden. Die
Verstärkung der transienten Relaxationen, die von NO in der angesäuerten
Nitritlösung und in der NO-Lösung induziert wurden, durch SOD bewies,
daû eine beträchtliche endogene Produktion von Superoxid-Anion (O2

ÿ) in
den Organkammern stattfand.

handelte und daû zu erwägen war, ob der Neurotransmitter
aus NANC-Nerven ebenfalls NO war.[54]

Auf demselben Symposium machte Ignarro, auf der Grund-
lage von Untersuchungen an isolierten Lungenarterien des
Rindes in seinem Labor, unabhängig von mir den gleichen
Vorschlag bezüglich der Identität von EDRF und NO.[56]

(Unglücklicherweise verzögerte sich die Publikation der auf
diesem Symposium präsentierten Vorträge bis 1988). Bald
nach dem Symposium von 1986 verwendeten drei Laborato-
rien Perfusions-Bioassays, um die biologischen und chemi-
schen Eigenschaften von EDRF und NO detaillierter zu
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Abbildung 8. Transiente Relaxationen von endothelfreien Ringen aus Kaninchenaorta
durch Stickstoffmonoxid in angesäuerten NaNO2-Lösungen (pH 2), Verstärkung der Relaxa-
tion durch Superoxid-Dismutase (SOD; 25 UmLÿ1) und Hemmung durch FeSO4 (3� 10ÿ4m),
in dessen Gegenwart verstärkt Superoxid gebildet wird. Drei Ringe aus derselben Aorta
wurden durch Phenylephrin über den basalen Tonus (gestrichtelte Linie) hinaus kontrahiert.
SOD und FeSO4 wurden etwa 5 min vor der ersten Zugabe der angesäuerten Nitritlösung
zugesetzt. (Mit freundlicher Genehmigung übernommen aus Lit. [54].)
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vergleichen. Ignarro und Mitarbeiter benutzten Lungenge-
fäûe aus Rindern,[57] Moncada und Mitarbeiter benutzten
kultivierte Endothelzellen aus Schweineaorta,[58] und Khan
und ich arbeiteten mit Kaninchenaorta[44] als EDRF-Quelle.
Alle Arbeitsgruppen fanden heraus, daû EDRF und NO, die
zu Beginn der Perfusionskaskade freigesetzt bzw. infundiert
wurden, ähnliche Abbaugeschwindigkeiten aufwiesen, ähn-
lich auf Inhibitoren wie Hb und Superoxid-Produzenten
reagierten sowie auf ähnliche Weise von SOD stabilisiert
wurden. Zusätzlich wurden in Ignarros Labor spektroskopi-
sche Beweise dafür erhalten, daû das Produkt der Reaktion
von freigesetztem EDRF und Hb identisch mit dem Produkt
der Reaktion von NO und Hb war. Moncadas Arbeitsgruppe
zeigte, daû die NO-Menge, die von Bradykinin freigesetzt
wurde (mit einem Chemolumineszenz-Assay bestimmt), für
die Relaxation des im Bioassay verwendeten Streifens durch
EDRF, der durch das Peptid freigesetzt wurde, ausreichte. Ein
Jahr später machten Moncada und seine Mitarbeiter die
bedeutende Entdeckung, daû das endotheliale NO aus einem
Stickstoffatom der Guanidiniumgruppe von l-Arginin
stammte und daû das für diese Reaktion erforderliche Enzym
eine Oxygenase war (die heute als endotheliale Stickstoff-
monoxid-Synthase, eNOS, bezeichnet wird).[59] Mit diesen
Ergebnissen begann die weltweite Forschung zur Rolle von
NO in der Gefäûphysiologie und der Pathophysiologie.

Trotz der Beweise für die Identität von EDRF und NO
stimmten einige Ergebnisse aus verschiedenen Laboratorien
in den späten achtziger Jahren mit dieser Schluûfolgerung
nicht vollständig überein.[60] Trotzdem herrscht heute all-
gemein Einigkeit darüber, daû EDRF entweder NO ist oder
ein Addukt, das leicht NO freisetzt, oder möglicherweise ein
Gemisch aus NO und einem NO-Addukt. Das schlieût nicht
die Möglichkeit aus, daû an der endothelabhängigen Relaxa-
tion einiger Blutgefäûe auch ein Stickstoffmonoxid-freier, aus
dem Endothel stammender hyperpolarisierender Faktor (en-
dothelium-derived hyperpolarizing factor, EDHF) zusammen
mit EDRF beteiligt ist.[61]

Die in diesem Aufsatz beschriebenen Forschungsarbeiten im
Labor des Autors wurden vom National Heart, Lung, and
Blood Institute der National Institutes of Health gefördert.
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