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1 EINLEITUNG

1.1 Das kardiovaskulare System

Das kardiovaskulare System stellt die Versorgung der Gewebe des Korpers mit
Nahrstoffen und Sauerstoff sicher, indem die Zielorgane tUber Gefalte mit Blut versorgt
werden. Uber den vendsen Abfluss kdénnen Stoffwechselendprodukte abtransportiert
werden. Flr eine adaquate Durchblutung ist der Blutdruck unverzichtbar, um den
Blutfluss zu gewahrleisten und die individuelle Organ-Durchblutung zu garantieren
(Guyton, 1981). Durch ihre kontraktilen Eigenschaften spielen Arterien, insbesondere
kleine systemische Arterien und Arteriolen, eine essentielle Rolle in der
Aufrechterhaltung des peripheren GefalRwiderstandes und damit in der Sicherung des
Blutdrucks als auch in der Regulation des Blutflusses zu einzelnen Organen (Nelson
and Quayle, 1995).

1.2 Aufbau von Arterien

Arterien sind dreigeschichtete Hohlorgane. Die Schichtung wird aus einer Tunica
intima, einer Tunica media und einer Tunica adventitia gebildet (Abb. 1).

Die Intima bestent aus dem Endothel und einer darunter angrenzenden
Bindegewebsschicht, dem Stratum subendotheliale. Als dunne Schicht flacher
Epithelzellen kleidet das Endothel Gefale, sowie das Herz von innen aus.

Somit stellt es die Grenze zwischen Blut und extravasalem Raum dar und ist als
selektiv-permeable Membran fur den Austausch von Gasen und Metaboliten zwischen
Gefal® und Gewebe verantwortlich. DarUber hinaus nimmt das Endothel wichtige
Funktionen in der Gerinnungshemmung, in der Leukozytenadhasion, sowie
immunmodulierende Aufgaben ein. Durch Synthese vasoaktiver Substanzen wie dem
Vasodilatator Stickstoffmonoxid (NO) beeinflusst das Endothel den Gefaldtonus und
damit den lokalen Blutfluss (Deller, 2018).

Die Media bildet die kraftigste Schicht einer Arterie und besteht aus drei bis dreil3ig
Lagen konzentrisch angeordneter glatter Muskelzellen. Umgeben sind die glatten
Muskelzellen von Proteoglykanen, Typ llI-Kollagen und elastischen Fasern, die alle

durch die glatte Muskulatur selbst synthetisiert werden. Uber Gap Junctions sind die
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glatten Muskelzellen miteinander gekoppelt und bilden somit ein funktionelles
Synzytium. Durch Kontraktion und Relaxation der glatten GefaBRmuskulatur wird der
Durchmesser von Arterien und damit der periphere GefalRwiderstand maldgeblich
reguliert (Deller, 2018).

Die aulierste Schicht von Arterien wird als Adventitia bezeichnet. Sie besteht aus Typ-
I-Kollagen, Bindegewebe, elastischen Fasern, einzelnen Immunzellen und kleinen
BlutgefalRen. Sie verankert die Arterie im umliegenden Gewebe und ist flr die
Blutversorgung der auleren GefalRschichten verantwortlich. Auflierdem ist die
Adventitia stark durch Nervenfasern des vegetativen Nervensystems (v.a.

sympathische Fasern) innerviert (Deller, 2018).

Tunica media

Tunica externa Tunica intima

glatte Muskelzellen Endothel

Abb. 1: Schematische Darstellung des Aufbaus einer Arterie

Quelle: “Structure of an Artery Wall” von BruceBlaus.
https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Blausen 0055 _ArteryWallStructure.png
lizensiert unter der Creative Commons Lizenz:
https://creativecommons.org/licenses/by/3.0/deed.en

modifizierte Abbildung.
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1.3 Aufbau glatter Muskulatur

Die spindelféormigen Zellen der glatten Muskulatur sind ca. 20 bis 200 um lang und
besitzen einen Durchmesser von etwa 3 bis 10 um. Das im Sarkoplasma enthaltene
sarkoplasmatische Reticulum (SR) ist ein intrazellularer Calciumspeicher; Calcium ist
malfdgeblich am Kontraktionsmechanismus beteiligt. Im Sarkoplasma der glatten
Muskelzelle bilden Aktin- und Myosinfilamente den kontraktilen Apparat und verlaufen
ohne eine mit dem Skelettmuskel vergleichbare Struktur durch die Muskelzelle. Die
Kontraktion glatter Muskulatur findet, wie in jeder anderen Muskulatur auch, durch die
Interaktion der Aktin- und Myosinfilamente statt. Dabei schiebt sich Myosin an den

Aktinfilamenten entlang und die Muskelzellen verkurzen sich (Deller, 2018).

1.4 Kontraktions- und Relaxationsmechanismen glatter Muskulatur

Durch neurale und humorale Signale, sowie durch mechanische Krafte und Anderung
der lonenkonzentrationen des extrazellularem Raums werden die Mechanismen der
Kontraktion und Relaxation der glatten Gefalmuskulatur gesteuert (Woodrum and
Brophy, 2001).

1.4.1 Kontraktion glatter Gefal-Muskulatur

Abb. 2 zeigt die Kontraktionsmechanismen glatter GefalRmuskulatur.
Vasokonstriktoren wie Angiotensin |l aktivieren spezifische Rezeptoren der
Zellmembran glatter Muskulatur und bedingen eine G-Protein-vermittelte Aktivierung
der Phospholipase C. Dieses Enzym katalysiert die Synthese von Diacylglycerol
(DAG) und Inositoltrisphosphat (IP3). IP3 wirkt als Ligand fir Rezeptoren auf dem SR
und fuhrt durch deren Aktivierung zur Freisetzung groRer Mengen Calcium in die
Muskelzelle. Aulerdem aktiviert Calcium, sowie DAG die Calcium-abhangige
Proteinkinase C (PKC). Die aktivierte PKC besitzt einige Zielstrukturen, die sie
phosphoryliert und damit aktiviert, u.a. Calcium-Kanale vom L-Typ. Die Folge ist ein
Anstieg der intrazellularen Calcium-Konzentration (Webb, 2003).

Im Sinne einer Calcium-induzierten Calcium-Freisetzung (Calcium induced Calcium
release, CICR) wird durch die ansteigende intrazellulare Calcium-Konzentration ein

verstarkter Calcium-Fluss aus Ryanodin-Rezeptoren getriggert (Tykocki et al., 2017).
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Weiterhin inhibieren Isoformen der PKC membranstandige Kaliumkanale, sodass
Kalium dem elektrochemischen Gradienten folgend nicht aus der Muskelzelle flieRen
kann und somit die Zell-Depolarisation begunstigt wird (Ko et al., 2008).

Die durch die Deaktivierung von Kaliumkanalen induzierte Depolarisation (Ko et al.,
2008) mundet in einer Aktivierung membranstandiger spannungsabhangiger Calcium-
Kanale, wodurch vermehrt Calcium in die Muskelzelle einstromt (Somlyo and Somlyo,
1994). Das in grof3en Mengen freigesetzte Calcium bildet mit dem Protein Calmodulin
einen Komplex, der in der Lage ist die Myosin-Leichtketten-Kinase (MLCK) zu
aktivieren. Die MLCK wiederum phosphoryliert die leichten Ketten der
Myosinfilamente. Nun kann Myosin mit Aktin interagieren und die Voraussetzungen fur
den Kontraktionsmechanismus sind erfullt (Webb, 2003).

Die Myosin-Leichtketten-Phosphatase (MLCP) antagonisiert die Funktion der MLCK,
indem sie die Myosin-Leichtketten dephosphoryliert. Damit ist eine Interaktion
zwischen Aktin und Myosin nicht mehr moglich und somit auch keine Kontraktion.
Daher wird im Sinne einer Stabilisierung der Kontraktion Uber das GTP-bindende
Protein RhoA das Enzym Rho-Kinase aktiviert. Die Rho-Kinase phosphoryliert eine
Untereinheit der MLCP und inaktiviert sie (Webb, 2003).

Das Protein CPI-17 wird durch die PKC phosphoryliert und dadurch aktiviert. Die aktive
Form von CPI-17 ist ebenfalls imstande, die Aktivitat der MLCP zu hemmen (Eto et al.,
1995). Somit kann die Kontraktion nicht mehr abgeschwacht werden. Sogenannte
Guanine Exchange Factors (GEFs) tauschen an RhoA gebundenes Guanindiphosphat
(GDP) durch Guanintriphosphat (GTP) aus und fuhren RhoA in einen aktivierten
Zustand uber (Webb, 2003).
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Vasokonstriktor

Y

DAG - Phospholipase C - IP3
Y Y

Inhibierung von 2 PKC Aktivierung SR-stéandiger

Kalium-Kanalen Rezeptoren
Y Y
Aktivierung von Erhéhung des
L-Typ-Calcium-Kanélen - intrazelluldren Calciums
und Ryanodin-Rezeptoren I

Aktivierung von
spannungsabhéngigen Y
Calcium-Kanélen

-

Depolarisation

Komplexbildung aus Calcium
und Calmodulin

Y
—=  RhoA Rho-Kinase —————/ MLCP | Aktivierung MLCK

Y

Interaktion Moysin
und Aktin

Y

Kontraktion

Abb. 2: Schematische Darstellung der Kontraktions-Mechanismen glatter Gefal3-
Muskulatur

Durch einen Vasokonstriktor, wie z.B. Angiotensin Il, wird G-Protein-vermittelt die Phospholpase C
aktiviert, die ihrerseits Diacylglycerol (DAG) und Inositoltrisphosphat (IP3) synthetisiert. Freies Calcium
und DAG aktivieren die Proteinkinase C (PKC), welche wiederum Kaliumkanéle deaktiviert. Es folgt eine
Depolarisation der Zellmembran und somit eine Aktivierung spannungsabhéngiger Calcium-Kanéle.
AuBerdem aktiviert die PKC L-Typ-Calcium-Kandle sowie Ryanodin-Rezeptoren des
Sarkoplasmatischen Retikulums (SR), wodurch die Calcium-Konzentration intrazelluldr anstiegt. IP3
seinerseits aktiviert Rezeptoren am SR. Als Folge werden grolBe Mengen Calcium intrazelluldr

freigesetzt. Der Komplex aus Calcium und Calmodulin ist in der Lage die Myosin-Leichtketten-Kinase
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(MLCK) zu aktivieren, welche die leichten Ketten der Myosinfilamente phosphoryliert und damit die
Interaktion zwischen Myosin und Aktin und folglich eine Kontraktion erméglicht.

Das Protein Rho A aktiviert die Rho-Kinase, welche in der Lage ist die MLCP im Sinne einer
Kontraktionsstabilisierung zu inaktivieren. Aus Ubersichtsgriinden ist die Aktivierung des Proteins CPI-

17 durch die PKC sowie die daraus resultierende Inaktivierung der MLCP nicht dargestellt.

1.4.2 Relaxation glatter Muskulatur

Die Mechanismen der Relaxation glatter Muskulatur basieren auf der Senkung der
intrazellularen Calcium-Konzentration sowie auf der gesteigerten Aktivitat der MLCP.
Dabei reduzieren Natrium-Calcium-Austauscher in der Zellmembran intrazellulares
Calcium durch Ausschleusung aus der Zelle (Webb, 2003). Daruber hinaus enthalt die
Membran des SR Isoformen der Calcium-ATPase SERCA (sarcoplasmic or
endoplasmic reticulum calcium ATPase). Diese reduziert die Konzentration des freien
Calciums durch ATP-abhangigen Transport von Calcium-lonen in das SR (Wu et al.,
2001). Im SR lokalisierte Calcium-bindende Proteine wie Calreticulin verbessern die

Aufnahme-Kapazitat der Calciumspeicher (Milner et al., 1991).

Ein wichtiger Mechanismus, der zur Relaxation der glatten Muskulatur fuhrt, ist die
Aktivierung von Kaliumkanalen in der Zellmembran (Abb. 3). Die Bindung von
Vasodilatatoren an Rezeptoren der Zellmembran aktiviert G-Protein-vermittelt Enzyme
wie die Adenylatcyclase oder die Guanylatcyclase. Diese synthetisieren zyklische
Nukleotide, welche wiederum bendtigt werden, um Kinasen wie die Proteinkinase A
oder die Proteinkinase G zu stimulieren. Die Proteinkinasen sind in der Lage
spezifische Kaliumkanale durch Phosphorylierung zu 6ffnen. Kaliumkanale kénnen
auch durch eine hohe intrazellulare Calciumkonzentration oder durch Anderungen des
Membranpotentials gedffnet werden. Die unterschiedlichen Mechanismen der
Aktivierung von Kaliumkanalen resultieren dem elektro-chemischen Gradienten
folgend im Austritt von Kalium-lonen aus der Muskelzelle. Dadurch wird eine
Hyperpolarisation ausgeldst, wodurch die spannungsabhangigen Calcium-Kanale
deaktiviert werden und die intrazellulare Calcium-Konzentration reduziert wird (Ko et
al., 2008).



Einleitung

Vasodilatator

Aktivierung von Proteinkinase A und G

Anderung des Aktivierung von Kaliumkanilen hohe intrazelluldre
Membranpotentials o 9 . Calcium-Konzentration

Hyperpolarisation

Y

Deaktivierung spannungsabhéngiger
Calcium-Kanile

Abb. 3: Schematische Darstellung der Rolle von Kaliumkanélen in der Relaxation

glatter Gefél3-Muskulatur

Durch einen Vasodilatator wird G-Protein-vermittelt die Synthese zyklischer Nukleotide vermittelt (nicht
dargestellt), welche wiederum die Proteinkinasen A und G aktivieren. Diese phosphorylieren spezifische
Kaliumkanéle und 6&ffnen sie damit. Auch die Anderung des Membranpotentials kann
spannungsabhéngige Kaliumkanéle aktivieren. Andere, Calcium-sensible Kaliumkanéle werden durch
eine hohe intrazelluldre Calcium-Konzentration aktiviert. Dem elektro-chemischen Gradienten folgend
stréomt Kalium aus der Zelle heraus und es folgt eine Hyperpolarisation. Damit kommt es zur
Deaktivierung spannungsabhéngiger Calcium-Kanéle. Folglich steht weniger Calcium bereit und die

Kontraktion wird abgeschwécht.

1.5 Das Membranpotential glatter Gefalmuskulatur

Das Membranpotential glatter Gefalmuskulatur liegt zwischen -40 mV und -55 mV. Es
entsteht durch die intra- und extrazellulare lonen-Verteilung und die dadurch Uber die
Zellmembran erzeugten elektrochemischen Gradienten, sowie der
Membranpermeabilitat fur diese lonen. Kalium weist eine sehr hohe intrazellulare
Konzentration (140 — 160 mM) im Vergleich zur extrazellularen Konzentration (3 — 5
mM) auf, wodurch ein Kalium-Gleichgewichtspotential Ex von -90 mV gebildet wird.
Aulerdem ist die Permeabilitat der Zellmembran flr Kalium im Vergleich zu der

anderer lonen hoch, daher ist Kalium maRgeblich an der Einstellung der GroRRe des
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Membranpotentials (Hirst and Edwards, 1989) und damit auch an der Regulation des
Gefaltonus beteiligt. Vermutlich ist die Permeabilitat der Zellmembran fur Chlorid
ursachlich fur positivere Werte des Membranpotentials als das Kalium-

Gleichgewichtspotential (Nelson and Quayle, 1995).

1.6 Kaliumkanale der glatten Gefalimuskulatur

Kaliumkanale spielen eine wesentliche Rolle in der Regulation des Gefaltonus. Eine
Aktivierung dieser Kanale hat zur Folge, dass Kalium-lonen dem elektrochemischen
Gradienten folgend aus der Zelle flielen, wodurch eine Hyperpolarisation des
Membranpotentials in der glatten GefalRmuskulatur ausgelost wird. Daraufhin
schlielen sich spannungsabhangige Calcium-Kanale, sodass als Folge der niedrigen
Calcium-Konzentration die Kontraktion abgeschwacht wird oder in eine Relaxation der
Muskulatur dbergeht. Auf der anderen Seite fuhrt eine Deaktivierung von
Kaliumkanalen zu einer Kontraktion der glatten GefalBmuskulatur (Ko et al., 2008).

Bisher konnten funf Familien von Kaliumkanalen in glatter Gefallmuskulatur

identifiziert werden (Gurney and Manoury, 2009; Tykocki et al., 2017).

1.6.1 Calcium abhangige Kaliumkanale (BKca)

BKca -Kanale stellen die am haufigsten vorkommende Gruppe der Kaliumkanale in
glatter Gefallmuskulatur dar. Sie werden durch erhdhte Konzentrationen
intrazellularen Calciums sowie durch Depolarisation der Zellmembran aktiviert
(Tykocki et al., 2017). Zudem findet eine Regulation der Kanalaktivitdt Uber die
Proteinkinasen A, G und C statt (Schubert and Nelson, 2001). BKca-Kanale regulieren
den sogenannten myogenen Tonus, eine entscheidende Reaktion, um den peripheren
GefalBwiderstand zu stabilisieren. Als Folge eines erhdhten intravasalen Drucks
depolarisiert die Muskulatur peripherer Widerstandsgefale und fuhrt zur
Vasokonstriktion. Die Depolarisation und das erhohte intrazellulare Calcium bedingen
eine Aktivierung der BKcs-Kanale, womit im Rahmen eines negativen Feedback-
Mechanismus eine Uberschielende Kontraktion und Vasospasmen begrenzt werden
(Nelson and Quayle, 1995; Tykocki et al., 2017).
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1.6.2 Einwartsgleichrichtende Kaliumkanale (Kir)

Kir-Kanale stabilisieren das Membranpotential und reduzieren den Verlust
intrazellularen Kaliums. Darauf lasst die Tatsache schlieBen, dass Kir-Kanale eine
erhdhte Aktivitat bei negativen Membranpotentialen aufweisen. Membranpotentiale,
die negativer als das Kalium-Gleichgewichtspotential sind, bewirken einen Einstrom
von Kalium-lonen Uber Kir-Kanale; Membranpotentiale, die positiver als das Kalium-
Gleichgewichtspotential sind, fihren zu einem Kalium-Ausstrom. Des Weiteren sind
Kir-Kanale mitverantwortlich flr die Kalium-induzierte Vasodilatation. Dabei wird
vermutlich durch eine erhdhte extrazellulare Kalium-Konzentration der Kir-Kanal
aktiviert und eine Vasodilatation ausgeldst, wodurch der Blutfluss reguliert werden
kann (Ko et al., 2008; Nelson and Quayle, 1995; Tykocki et al., 2017).

1.6.3 ATP-abhangige Kaliumkanale (Katr/Kir6)

Katp-Kanale gehdren zu den o.g. einwartsgleichrichtenden Kaliumkanalen und werden
durch eine erhdhte intrazellulare Adenosintriphosphat (ATP) - Konzentration inhibiert.
Eine erniedrigte  ATP-Konzentration, sowie vermutlich eine  erhdhte
Adenosindiphosphat (ADP) - Konzentration und eine intrazelluldre Ubersduerung
fuhren zu einer Aktivierung dieser Kanale. Daher liegt die Vermutung nahe, dass Katp-
Kanale eine relevante Rolle in der Regulation von hypoxischen Stoffwechsellagen
einnehmen. Auferdem sind Karp-Kanale an der reaktiven Hyperamie nach
unterbundenem Blutfluss beteiligt, indem sie eine Vasodilatation induzieren und damit
den Blutfluss in minderperfundierten Gefalkarealen verbessern. Darlber hinaus
beteiligen sich die Karp-Kanale an der Aufrechterhaltung des basalen Gefaldtonus
(Cole and Clement-Chomienne, 2003; Nelson and Quayle, 1995; Tykocki et al., 2017).

1.6.4 Zwei-Porendomanen-Kaliumkanale (K2p/TASK)

Kor-Kanale besitzen zwei Kalium-selektive Kanal-Poren. lhre Rolle in glatter
GefalBmuskulatur ist nicht vollstandig geklart; zum einen wird vermutet, dass sie
aufgrund ihrer Empfindlichkeit gegenuber Sauerstoff und dem pH-Wert sowie
chemischen Signalen wie Arachidonsaure als Chemosensoren dienen. Zum anderen
spielen Kzp-Signale wahrscheinlich eine Rolle in der durch Hypoxie vermittelten

Vasokonstriktion von Pulmonalarterien (Gurney and Manoury, 2009).



Einleitung

1.6.5 Spannungsabhangige Kaliumkanale (Kv)

Die zuerst von Beech & Bolton (Beech and Bolton, 1987, 1989), sowie von Okabe et
al. (Okabe et al., 1987) beschriebenen Ky-Kanadle der glatten Gefalmuskulatur
kennzeichnet ihr Offnungsverhalten bei Anderungen des Membranpotentials. Sie
werden durch eine Depolarisation der Zellmembran aktiviert und inaktivieren bei
anhaltend positivem Membranpotential. Die als Folge ihrer Aktivierung ausgeldste
Hyperpolarisation ist ein wichtiger Mechanismus, um das Membranpotential zu
stabilisieren und eine Kontraktion der glatten Gefalimuskulatur zu begrenzen, bzw.
den Ruhetonus des Gefal3es wieder herzustellen (Ko et al., 2008; Nelson and Quayle,
1995).

Kv-Kanale konnen anhand ihrer Kinetik bezlglich der Aktivierung und Inaktivierung
eingeteilt werden. Es wird zwischen einem A-Typ (schnelle Inaktivierung nach
beginnender Depolarisation) und einem Delayed Rectifier-Typ (langsame
Inaktivierung nach beginnender Depolarisation) unterschieden, wobei letzterer
Mechanismus am haufigsten in glatter Gefalmuskulatur vorkommt (Cox, 2005;
Gonzalez et al., 2012; Tykocki et al., 2017)

Kv-Kanale lassen sich 12 Familien zuordnen (Kv1-12), die durch 40 Gene codiert
werden (Jackson, 2018; Tykocki et al., 2017). Ursachlich fur die Vielfalt der Ky-Kanale
ist neben alternativem RNA-Splicing und post-translationaler Modifikation die sog.
Heteromultimerisation, ein Prozess, bei dem sich ein Kanal aus unterschiedlichen

Untereinheiten zusammensetzt (Gutman et al., 2005).

1.6.6 Struktur der Ky-Kanale

Die Struktur eines Ky-Kanals besteht aus einem Tetramer, der aus 4 a-Untereinheiten
gebildet wird. Jede der a-Untereinheiten besteht aus 6 Transmembrandomanen (S1-
S6) sowie einer Schleifendomane (P-Domane) zwischen den Transmembrandomanen
S5 und S6. S5, S6 und die P-Domane bilden gemeinsam die Kalium-selektive Pore
des Kanals. Der N-Terminus und der C-Terminus der o-Untereinheiten sind
intrazellular positioniert (Cox, 2005). Durch positiv geladene Aminosauren in den
Transmembrandomane S4 werden Veranderungen des Membranpotentials registriert.

Daher Ubernimmt S4 mit den Transmembrandomanen S1-S3 die Funktion des
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Spannungssensors des Kanals (Jackson, 2018). Neben den a-Untereinheiten nehmen
akzessorische p-Untereinheiten Einfluss auf die Kanalfunktion und kdnnen die
Kanalinaktivierung mit regulieren (Gutman et al., 2005; Robertson, 1997; Torres et al.,
2007). Ein am N-Terminus befestigter ,Ball“ fungiert im Rahmen der schnellen
Inaktivierung des Kv-Kanals, der N-Inaktivierung, als Verschluss der Kanalpore. Der
Ball besitzt geladene und hydrophobe Anteile, die seine Affinitat zum Kanal modulieren
(Robertson, 1997). Intrazellulare Signalkaskaden kdnnen durch Phosphorylierung den
Ball und damit auch die Inaktivierungskinetik des Kanals beeinflussen (Covarrubias et
al., 1994; Drain et al., 1994; Roeper et al., 1997). Die N-Inaktivierung ist vor allem in
A-Typ-Kv-Kanalen vertreten. Die insbesondere bei Delayed Rectifier-Ky-Kanalen
vorkommende C-Inaktivierung ist ein deutlich langsamerer Prozess, bei der bei
anhaltender Depolarisation durch eine Konformationsanderung des Selektivitatsfilters
eine Inaktivierung des Kvy-Kanals erfolgt (Leung, 2012). Erst bei erneuter
Depolarisation andert sich die Kanalkonformation, sodass der Ky-Kanal sich wieder

offnen kann (Jensen et al., 2012).

1.6.7 Modulation der Ky-Kanal-Aktivitat durch Vasodilatatoren und Vasokonstriktoren

Eine durch Vasodilatatoren bedingte Aktivierung von Ky-Kanadlen basiert auf der
Stimulation Gs-Protein gekoppelter Rezeptoren, der cAMP-Signalkaskade, und der
daraus resultierenden Stimulation der Proteinkinase A, welche Ky-Kanale aktiviert.
Das vom Endothel sezernierte NO wirkt Uber Aktivierung der cGMP Signalkaskade.
Die dabei aktivierte Proteinkinase G ist in der Lage Kv-Kanale durch Phosphorylierung
zu aktivieren (Jackson, 2018; Tykocki et al., 2017).

Vasokonstriktoren wirken Uber Gqg-Protein gekoppelte Rezeptoren, die die
Phospholipase C-Signalkaskade in Gang setzen. Folglich werden Proteinkinasen, wie
die Proteinkinase C, aktiviert und deaktivieren Ky-Kanale. Auch uber die Rho-Kinase
konnen Ky-Kanale deaktiviert werden. Daneben bewirkt eine erhdhte intrazellulare
Calcium-Konzentration, wahrscheinlich im Rahmen einer Selbstverstarkung bei einer
Depolarisation, eine Deaktivierung von Ky-Kanalen (Jackson, 2018; Tykocki et al.,
2017).
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1.6.8 Der Ky11.1-Kanal

Der Kv11.1-Kanal ist Mitglied der ether-a-go-go related gene (ERG) Kanale, zu denen
auch der Ky11.2- und der Kyv11.3-Kanal gehéren (Bauer and Schwarz, 2018). Das
menschliche Aquivalent des Ky11.1-Kanals wird als hERG (human ether-a-go-go
related gene) bezeichnet und liegt auf Chromosom 7 (Vandenberg et al., 2012).
Kv11.1-Kanale werden durch die KCNH-Gen-Familie codiert (Bauer and Schwarz,
2018), wobei KCNH2 fur den Ky11.1-Kanal codiert (Warmke and Ganetzky, 1994).
Durch Kaplan & Trout konnte schon 1969 gezeigt werden, dass bei Mutanten von
Drosophilia melanogaster unter Ether-Anasthesie charakteristische Zuckungen der
Beine auftreten. Diese an den Go-Go-Tanz erinnernde Bewegungen fuhrten zu dem
eigentumlichen Namen ,ether a go go“ (Kaplan and Trout, 1969).

Spater konnte herausgefunden werden, dass diese Mutation zu einer erhdhten
Spontanaktivitat von Motorneuronen und Freisetzung von Neurotransmittern in den
synaptischen Spalt fuhrt und im EAG - (Ether-a-go-go) Genlokus von Drosophilia
melanogaster lokalisiert ist (Ganetzky and Wu, 1983), welcher ein homologes Protein
von hERG codiert (Warmke et al., 1991).

1.6.9 Kv11.1 Kanal-Struktur und Kinetik

Der Kv11.1-Kanal besteht, genauso wie andere Gruppen der Ky-Familie, aus einem
Tetramer mit jeweils 6 Transmembrandomanen, einem Spannungssensor und einer
Kanalpore (Vandenberg et al., 2012). Am N-Terminus befindet sich eine sog. PAS-
Domane (Morais Cabral et al., 1998), welche vermutlich eine Rolle in der Regulation
der Kanal-Kinetik spielt (Harley et al., 2016). Eine weitere Besonderheit ist das
Vorkommen einer cyclic nucleotide binding-Doméane (cNBD) am C-Terminus, welche
denen von cyclic nucleotide-gated cation (CNG)- Kanalen sehr ahnelt (Warmke and
Ganetzky, 1994) und wahrscheinlich ebenfalls regulatorische Aufgaben Ubernimmt
(Cui etal., 2001). Interaktionen zwischen N-Terminus und C-terminaler cNBD-Domane
sind entscheidend fur die Deaktivierungs-Kinetik des Kanals (Ng et al., 2014).
Akzessorische Untereinheiten wie minK oder MiRP1 werden durch die KCNE-Gen-
Familie codiert und bilden gemeinsam mit dem Ky11.1-Kanal funktionelle Komplexe.
AuRerdem nehmen die Untereinheiten Kanal-modulierende Rollen ein (Abbott et al.,
1999; McCrossan and Abbott, 2004; McDonald et al., 1997).

12



Einleitung

Den Kv11.1-Kanal kennzeichnet eine besondere Kinetik. Er wird schneller inaktiviert
als aktiviert. Dies bedeutet, dass bei Depolarisation der Zelle eine langsame
Aktivierung des Kanals ausgeldst wird, auf die eine schnelle spannungsabhangige
Inaktivierung folgt, sodass bei positiven Membranpotentialen nur ein geringer Kalium-
Auswartsstrom auftritt (Smith et al., 1996; Spector et al., 1996; Trudeau et al., 1995).
Da sich der Ky11.1-Kanal wahrend der Repolarisation schneller von dem inaktivierten
Zustand ,erholen® kann, als er deaktiviert wird, folgt dabei ein weiterer, gro3er Kalium-
Auswartsstrom, bis der Kanal in den deaktivierten Zustand Ubergeht (Shibasaki, 1987;
Trudeau et al., 1995).

1.6.10 Expression des Ky11.1-Kanals

Eine Vielzahl von unterschiedlichen Geweben exprimiert den Ky11.1-Kanal. Er konnte
u.a. im humanen Hippocampus (Huffaker et al., 2009), im zentralen Nervensystem der
Maus (Guasti et al., 2005), in humanen B-Zellen des Pankreas (Rosati et al., 2000),
sowie in laktotropen Zellen der Adenohypophyse der Ratte (Schafer et al., 1999)
nachgewiesen werden.

Daruber hinaus spielt der Ky11.1-Kanal aufgrund seiner besonderen kinetischen
Eigenschaften eine entscheidende Rolle in der Repolarisation der Plateauphase des
Aktionspotentials in Kardiomyozyten und verhindert unter physiologischen
Bedingungen Arrhythmien. Loss-of-function Mutationen im KCNH2-Gen kdnnen zum
Long-QT-Syndrom Typ 2 fuhren, bei dem durch eine verzégerte Repolarisation das
Auftreten des plotzlichen Herztodes durch Arrhythmien begunstigt wird (Sanguinetti
and Tristani-Firouzi, 2006; Smith et al., 1996).

1.6.11 Die Rolle des Ky11.1-Kanals in glatter Muskulatur

In glatter zirkuldrer Muskulatur des Opossum-Osophagus konnten spezifische Ky11.1-
Kalium-Strome durch Ky11.1-Kanal-Blocker vollstandig aufgehoben und phasische
Kontraktionen ausgelost werden (Akbarali et al., 1999). Ahnliche Resultate wurden in
glatter Muskulatur des Rattenmagens (Ohya et al., 2002a) und im Jejunum des
Pferdes (Lillich et al., 2003) beobachtet. In glatter Muskulatur der Meerschweinchen-
Gallenblase verlangerte ein spezifischer Kv11.1-Kanal-Blocker die Plateauphase des

Aktionspotentials und fuhrte zur Depolarisation sowie Kontraktion glatter Muskelzellen
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(Parr et al., 2003). In glatter Muskulatur des Nebenhodengangs von Rindern wurden
durch Ky11.1-Kanal-Blocker spontane Kontraktionen ausgelost; Ky11.1-Kanal-Offner
hingegen hoben rhythmische Kontraktionen vollstandig auf (Mewe et al., 2008).
Spontane Kontraktionen durch Ky11.1-Kanal-Blocker konnten ebenfalls in glatter
Muskulatur der Meerschweinchen-Harnblase (Imai et al., 2001), sowie im Myometrium
von nicht schwangeren Mausen ausgeldst werden. Ky11.1-Kanal-spezifische Offner
fuhrten im Myometrium zur vollstandigen Relaxation (Greenwood et al., 2009).

Diese Tatsachen veranlassten die Autoren der hier aufgefihrten Untersuchungen zur
Schlussfolgerung, dass der Kv11.1-Kanal eine wichtige Funktion in der Repolarisation
sowie in der Stabilisierung des Membranpotentials glatter Muskulatur einnimmt
(Akbarali et al., 1999; Greenwood et al., 2009; Imai et al., 2001; Lillich et al., 2003;
Mewe et al., 2008; Ohya et al., 2002a; Parr et al., 2003).

1.6.12 Kv11.1-Kanale und glatte GefalRmuskulatur

Ohya, Horowitz & Greenwood waren die ersten, die die Expression von Ky11.1-
Kanalen in glatter GefaBmuskulatur belegten. Es gelang ihnen zwei Isoformen des
Kv11.1-Kanals in glatter Muskulatur der Pfortader der Maus nachzuweisen. Darlber
hinaus wiesen sie Ky11.1-Kanal-spezifische Strome nach. Die Autoren vermuteten,
dass der Kv11.1-Kanal eine zu beachtende Rolle in der Repolarisation des
Membranpotentials glatter GefaRmuskulatur spielt (Ohya et al., 2002b).

Yeung & Greenwood konnten unter quasi-physiologischen Bedingungen nachweisen,
dass in der Pfortader der Maus Kvy11.1-Kanal-Strome flieRen und diese durch
spezifische Kv11.1-Kanal-Blocker unterbunden werden kdnnen. Aul3erdem flhrte eine
Stimulation der Ky11.1-Kanale mit spezifischen Offnern zur Hyperpolarisation des
Membranpotentials. Damit bestatigten Yeung & Greenwood die Ergebnisse von Ohya,
Horowitz & Greenwood, dass Kvy11.1-Kanale eine relevante Funktion in der
Repolarisation und Stabilisierung des Membranpotentials der Pfortader einnehmen
(Yeung and Greenwood, 2007).

Barrese et al. wiesen die Expression von Ky11.1-Kanalen mittels quantitativer PCR in
der Pfortader, in der A. carotis, A. femoralis, sowie in der Aorta der Maus nach. Sie
konnten, wie schon Yeung & Greenwood zuvor, Ky11.1-Kanal-Strome mittels Patch-
Clamp-Technik in glatten Muskelzellen der Pfortader messen, die durch einen

spezifischen Ky11.1-Kanal-Blocker gehemmt wurden. Allerdings konnten sie keine
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Kv11.1-Strdme in glatter Muskulatur der Aorta und A. carotis nachweisen. Nach Gabe
der Kv11.1-Kanal-Offner NS1643 und PD-118057 wurden zwar verstarkte
Kaliumstrome aus der Zelle hinaus gemessen, welche jedoch durch Gabe des BKca-
Kanal-Blockers Paxillin unterbunden wurden. Dies lies die Autoren vermuten, dass die
benutzten Ky11.1-Kanal-Offner ebenfalls BKca-Kanale 6ffnen (Barrese et al., 2017).
Untersuchungen mittels isometrischer Myographie ergaben, dass der spezifische
Kv11.1-Kanal-Blocker Dofetilid den Ruhetonus von A. carotis-Segmenten nicht
beeinflusst. AuRerdem verstarkte Dofetilid nicht die Kontraktion der Aorta und A.
carotis, die zuvor mit dem a-Rezeptor-Agonisten Phenylephrin induziert wurde
(Barrese et al., 2017).

Barrese et al. konnten nachweisen, dass in Zellkulturen mit glatten Muskelzellen der
A. femoralis die Proliferation in Anwesenheit von Dofetilid abgeschwacht wurde,
wahrend in Anwesenheit des Ky11.1-Kanal-Offners NS1643 die Proliferation verstarkt
wurde (Barrese et al., 2017).

Aus ihren Ergebnissen schlussfolgerten Barrese et al., dass der Ky11.1-Kanal keine
relevante Rolle bezuglich der Membranerregung und Kontraktion in glatter Muskulatur
von Arterien spielt. Sie argumentierten, dass die Voruntersuchungen sich insofern
unterschieden, dass die Pfortader spontane Kontraktionen und Aktionspotentiale
generiert; Eigenschaften, die in Arterien des grofl3en Kreislaufs nicht auftreten (Barrese
et al., 2017).

Voruntersuchungen in unserem Labor setzten sich mit dem Effekt von Ky11.1-Kanal-
Blockern wie BeKm auf vorkontrahierte Arterien der Ratte auseinander. Diese Blocker
konnten allein keine Verstarkung der Vorkontraktion bewirken. Auch nachdem jeweils
einzelne Kaliumkanale (Kr2-Kanal, Kv1-Kanal, Kv2-Kanal, Ky7-Kanal, BKca-Kanal)
zuvor durch ihre spezifischen Blocker funktionell ausgeschaltet wurden, hatten die
spezifischen Kv11.1-Kanal-Blocker keinen Einfluss auf die Vorkontraktion (Krauth,
2017).

1.7 Fragestellung und Zielsetzung

Eine Vielzahl von Arbeitsgruppen konnte nachweisen, dass der Ky11.1-Kanal eine
relevante Rolle in der Repolarisation glatter Muskulatur einnimmt (Akbarali et al., 1999;
Greenwood et al., 2009; Imai et al., 2001; Lillich et al., 2003; Mewe et al., 2008; Ohya
et al., 2002a; Parr et al., 2003).
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Untersuchungen zur Funktion des Kanals in glatter GefalRmuskulatur, insbesondere in
Arterien, sind jedoch rar. Ohya, Horowitz & Greenwood wiesen Ky11.1-Kanale in
glatter GefaRmuskulatur der Pfortader nach (Ohya et al., 2002b). Yeung & Greenwood
und Barrese et al. stellten fest, dass der Kanal Einfluss auf die Kontraktion der
Pfortader nimmt (Barrese et al., 2017; Yeung and Greenwood, 2007). Da die Pfortader
jedoch selbst spontane Kontraktionen erzeugt, ahnlich wie die glatte Muskulatur des
Magen-Darm-Traktes, eignet sie sich nicht als Modell-Gefal} fur das kardio-vaskulare
System.

Die Untersuchungen von Barrese et al. und die Voruntersuchungen aus unserem
Labor sind bisher die einzigen Studien, die sich mit dem Einfluss des Kv11.1-Kanals
auf die Kontraktilitat in Arterien des grof3en Kreislaufs beschaftigen.

Barrese et al. zweifelten aufgrund ihrer Ergebnisse an einer relevanten Rolle des
Kv11.1-Kanals hinsichtlich der Kontraktilitat von Arterien (Barrese et al., 2017).

Auch die von uns durchgefuhrten Voruntersuchungen konnten keinen kontraktilen
Effekt durch Ky11.1-Kanal-Blocker allein oder nach funktioneller Ausschaltung
einzelner anderer Kaliumkanale beobachten (Krauth, 2017). Neuere Daten aus
unserer Arbeitsgruppe =zeigten jedoch, dass die Funktion eines bestimmten
Kaliumkanals durch einen anderen, dominanten Kaliumkanal maskiert werden kann
(Ma et al., 2020; Zavaritskaya et al., 2020). Offen bleibt damit, ob nach funktioneller
Ausschaltung anderer an der Repolarisation beteiligter Kaliumkanale, bzw. nach
Blockade mehrerer Kaliumkanale ein Effekt des Ky11.1-Kanals auf die Kontraktilitat
von Arterien beobachtet werden kann.

Daher untersucht die vorliegende Arbeit die Hypothese, dass der Ky11.1-Kanal eine
Rolle in der Kontraktilitat glatter GefaRmuskulatur nach Blockade von dominierenden
Kaliumkanalen in Arterien des grof3en Kreislaufs spielt. Die Fragestellung soll mittels
isometrischer Myographie an der A. saphena der Ratte und der Maus durch
funktionelle Ausschaltung an der Repolarisation beteiligter Kaliumkanale untersucht
werden. Durch Blockade diverser Kaliumkanale soll Gberpruft werden, ob der Ky11.1-
Kanal-Offner NS3623 Kontraktionen abschwécht, sowie auf andere Kaliumkanale
wirkt. Mittels quantitativer Echtzeit-PCR soll die Expression von Ky11.1-Kanalen und

anderen KCNH-Kanalen in der A. saphena der Ratte und Maus Uberpruft werden.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Versuchstiere

Fir die Versuche wurden mannliche Wistarratten, sowie mannliche und weibliche,
nicht geschlechtsreife C57BL/6JRj-Mause benutzt. Alle Tiere wurden uUber Janvier
Labs, Frankreich, zugekauft. Die Anzeige der Versuche erfolgte Uber das
Regierungsprasidium Karlsruhe (Aktenzeichen [-17/17); alle Versuche waren im
Einklang mit dem Tierschutzgesetz. Die Ratten waren zwischen acht bis zwolf Wochen
alt; das Alter der Mause betrug sechs Wochen. Alle Tiere wurden unter
standardisierten Bedingungen gehalten. Dabei wurde ein Tag-Nacht-Zyklus von
jeweils zwolf Stunden bei einer Temperatur von 22°C eingehalten. Die Tiere hatten

stets gentgend Nahrung und Wasser zur freien Verfigung.

2.2 Chemikalien
2.2.1 Puffer

Die fur den Puffer verwendeten Chemikalien sind in Tab. 1 aufgelistet.

Als Praparationspuffer diente eine 4°C kalte physiologische Kochsalzlésung. Da ein
stabiler pH-Wert flr die Funktion der Arterien entscheidend ist, wurde dem
Praparationspuffer HEPES hinzugefugt (Tab. 2). Somit konnte der pH-Wert wahrend
der Praparation konstant gehalten werden.

Wahrend der Versuche wurde in den Messkammern des Myographen eine
physiologische Kochsalzlosung mit einem pH-Wert von 7,4 als Arbeitspuffer genutzt
(Tab. 2). Diese wurde zuvor in einem Wasserbad auf 37°C vorgewarmt. Der
Arbeitspuffer enthielt NaHCO3; sowie HEPES als pH-Puffer und wurde wahrend des
Versuchs mit Carbogen begast, ein Gasgemisch, welches zu 95% aus O2 und zu 5%
aus CO2 besteht. Auf diese Weise konnte der pH-Wert in den Messkammern bei 7,4
stabil gehalten werden. Der pH-Wert des Arbeitspuffers wurde wahrend eines
Experiments regelmallig neu eingestellt. Eine modifizierte Version des Arbeitspuffers
enthielt 50 bzw. 120 mM KCI und wurde vor dem eigentlichen Versuch zur
Gefaliaktivierung benutzt (Tab. 2).

Alle Puffer wurden taglich frisch angesetzt und bei 4°C aufbewahrt.
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Tabelle 1: Fiir die Puffer verwendete Chemikalien

Chemikalie Hersteller

Calciumchlorid (CaCly)
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)

Merck, Deutschland
Merck, Deutschland
Roth, Deutschland
D(+)-Glucose Roth, Deutschland
2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsaure Roth, Deutschland
(HEPES)

Kaliumchlorid (KCI)
Magnesiumsulfat (MgSOa)
Natriumchlorid (NaCl)
Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3)

Roth, Deutschland
Merck, Deutschland
Roth, Deutschland
Roth, Deutschland

Natriumhydrogenphosphat (NazHPO4) Merck, Deutschland

Tabelle 2: Zusammensetzung der verwendeten Puffer

Praparationspuffer Arbeitspuffer (Konz. in  Arbeitspuffer modifiziert (Konz. in mM)

(Konz. in mM) mM)

CaCly: 0,1 CaClx: 1,6 CaClx: 1,6

EDTA: 0,025 EDTA: 0,025 EDTA: 0,025

HEPES: 5 HEPES: 5 HEPES: 5

KCI: 4,5 KCI: 4,5 KCI: 50 bzw. 120

MgSOs4: 1 MgSOs4: 1 MgSOs4: 1

NaCl: 145 NaCl: 120 NaCl: 74,5 bzw. 4,5

NaH.PO4: 1,2 NaH.PO4: 1,2 NaH.PO4: 1,2
NaHCOg: 26 NaHCOs: 26
Glucose: 5,5 Glucose: 5,5
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2.2.2 Verwendete vasoaktive Substanzen

FUr die Versuche wurden die in Tab. 3 aufgefuhrten vasoaktiven Substanzen benutzt.

Sie wurden zunachst nach Herstellerangaben zu Stammlésungen angesetzt und

anschliefend

so verdinnt,

dass die gewlnschte

Konzentration in

der

Myographenkammer erreicht werden konnte. Die angesetzten Stammlésungen
wurden bei -20°C aufbewahrt.

Tab. 3: Liste der verwendeten vasoaktiven Substanzen

Substanz

Acetylcholinchlorid
(Ach)

AVE 1231

BeKm

Bariumchlorid (BaCl,)
Diphenylphosphinoxid
(DPO-1)
Glibenclamid (Glib)
Iberiotoxin (IBTX)

Methoxamin (MX)

NS3623
Stromatoxin (STX)

XE991

verwendete Wirkmechanismus

Konzentration in M

10° Agonist am
cholinergen
Rezeptor

10° TASK-1-Kanal -
Blocker

107 Kv11.1-Kanal-
Blocker

3x10° Kir2 -Kanal- Blocker

10° Kv1-Kanal-Blocker

10® Kr6-Kanal-Blocker

107 BKca-Kanal-Blocker

10%-10° al1- Adrenorezeptor-
Agonist

10%-10° Kv11.1-Kanal-Offner

107 Kv2-Kanal-Blocker

3x10° Kv7-Kanal-Blocker

Hersteller

Sigma Aldrich,

Deutschland

Sanofi, Frankreich

Alomone Labs,
Israel

Riedel- de Haén,
Deutschland

Tocris, England

Tocris, England
Alomone Labs,
Israel

Sigma Aldrich,
Deutschland
Tocris, England
Alomone Labs,
Israel

Alomone Labs,

Israel
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2.3 Isometrische Myographie

Die Versuche dieser Arbeit wurden mittels isometrischer Myographie durchgefihrt.
Dabei wurden jeweils ca. zwei Millimeter lange GefalRsegmente in vier Messkammern
(jeweils ein Volumen von funf Millilitern) des Multi-Wire-Myographen M610 und 620M
(Abb. 4A) (Danish Myo Technology, Danemark) an zwei rostfreien Stahldrahten
(Durchmesser 40um) aufgefadelt, welche mit Tragerbacken verbunden waren. Eine
der Backen stand in Verbindung mit einer Mikrometerschraube, welche durch Drehen
die Distanz der Backen und damit auch der an den Backen befestigten Drahte in pm-
Schritten beeinflusste. Auf diese Weise konnte ein Gefalisegment zwischen den zwei
Drahten aufgespannt werden. Die andere Backe stand in direkter Verbindung zu einem
Kraftaufnehmer (Abb. 4B). Durch eine Anderung der Wandspannung bei gleich
bleibendem Durchmesser konnte das Kontraktionsverhalten von GefalRsegmenten
untersucht werden (Mulvany and Halpern, 1976).

Die Messdaten wurden Uber den Kraftaufnehmer abgeleitet, von einer Kontrolleinheit
verarbeitet, digitalisiert und mittels der Software PowerLab/LabCharts 6 Pro
(ADInstruments, Neuseeland) aufgezeichnet.

Mittels einer im Myographen integrierten Warmeplatte wurden die Messkammern auf
37°C erwarmt; die Temperatur konnte durch eine Temperatursonde Uberpruft werden.
Daruber hinaus wurde jede Kammer mit einer im Myographen integrierten Vorrichtung
mit Carbogen begast, um den pH-Wert in den Messkammern konstant zu halten. Uber
eine Vakuum-Pumpe konnte der Puffer in den einzelnen Messkammern abgesaugt
werden, wodurch ein Spulen der Kammern wahrend eines Versuchs ermdglicht wurde.

Ein Plastikdeckel Uber jeder Messkammer verhinderte das Verdunsten des Puffers.
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B

Mikrometer-

Kraftaufnehmer Tragerbacken
schraube

Abb. 4: Multi-Wire-Myograph System
mit freundlicher Genehmigung von Danish Myo Technology. (www.dmt.dk, Stand
19.08.2021), modifizierte Darstellung

A: Dargestellt ist der Multi-Wire-Myograph 620 M, welcher u.a. in dieser Arbeit benutzt wurde.

B: Dargestellt ist eine der vier Messkammern des Multi-Wire-Myographen 620M. Mittels
Mikrometerschraube kann der Abstand zwischen den Trégerbacken veréndert werden. Uber einen
Kraftaufnehmer wird die einwirkende Kraft abgeleitet.
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2.3.1 Praparationsvorbereitung

Die Ratten wurden mit CO2 narkotisiert und durch Dekapitation getdtet. Die Mause
wurden mit Isofluran betaubt und anschlielend ebenfalls durch Dekapitation getotet.

Fur die Versuche an der Ratte und der Maus wurde ein oberflachlicher Seitenast der
A. femoralis, die A. saphena, benutzt. Die Praparation erfolgte unter einem
Stereomikroskop mit Kaltlichtquelle mit Hilfe zweier feiner Pinzetten sowie einer Feder-

Schere.

2.3.2 Praparation der A. saphena

Das Bein der Ratte und der Maus wurde vom Rumpf entfernt, indem es am Huftgelenk
abgetrennt wurde. Das Fell wurde am Innenschenkel abgeschnitten. Danach wurde
das Bein in eine Petrischale mit 4°C kaltem Praparationspuffer Ubertragen und fixiert.
Abb. 5 zeigt ein zur Praparation vorbereitetes Rattenbein. Zunachst wurde das
Bindegewebe entfernt, welches uUber der Gefal3-Nervenstralle des Innenschenkels
liegt. AnschlieRend wurde das Bindegewebe zwischen Arterie und Nerv, sowie
zwischen Arterie und Vene vorsichtig durchtrennt, um die A. saphena zu isolieren.

Restliches Bindegewebe, das sich an der Arterie befand, wurde behutsam abgetragen.
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Abb. 5: Rechter Innenschenkel des Hinterbeins einer Ratte mit freier Sicht auf die
Gefal3- und Nervenanatomie

mit freundlicher Genehmigung von D. Ma. (Ma, 2018). Modifizierte Darstellung.

Dargestellt ist der Innenschenkel eines rechten Rattenhinterbeins nachdem das Fell zur Préparation
entfernt wurde. Sichtbar ist die Gefal3-Nervenstral3e, in die die A. saphena zwischen begleitendem Nerv

und Vene eingebettet liegt und von einer Bindegewebsschicht bedeckt ist.

2.3.3 Installation der Gefalle im Multi-Wire-Myographen

Nach der Praparation wurden die Messkammern des Myographen mit funf Millilitern
des 4°C kalten Praparationspuffers befullt und ca. zwei Millimeter lange
GefalRsegmente von den Arterien abgeschnitten und in die Kammern Ubertragen.

Zunachst wurde ein Stahldraht zwischen den Backen so eingespannt, dass nur eine
Seite des Drahtes mit einer Schraube an der Backe fixiert wurde. Auf diese Weise
konnte das Gefallsegment behutsam uber das nicht fixierte Ende des Drahtes
geschoben werden, in dem der Draht durch das Lumen des Gefallsegmentes

eingefadelt wurde. Nachdem das Segment zwischen den Backen platziert wurde,
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konnte das andere Drahtende ebenfalls mittels Schraube befestigt werden. In einem
nachsten Schritt wurde ein zweiter Draht durch das Lumen geflhrt und an den
Schrauben der anderen Backe fixiert. Auf diese Weise wurde das Gefal} eingespannt
(Abb. 6). Die Mikrometerschraube wurde so adjustiert, dass die Drahte einen
minimalen Abstand zueinander besal3en ohne sich zu berthren, sodass das Gefal
nicht gedehnt wurde.

Restliches Bindegewebe wurde mit Vorsicht abgetragen. AnschlieRend wurde das
Endothel entfernt, indem ein Rattenbarthaar durch das Lumen des Segmentes gefluhrt
und an den beiden Enden mit zwei feinen Pinzetten festgehalten wurde, um es dann
einige Male kreisférmig zu bewegen. Somit konnte das Endothel abgeschabt werden,
ohne das Gefall zu verletzen. Daraufhin wurden die Messkammern auf dem
Myographen platziert und mit der Kontrolleinheit verbunden. Die Begasung mit
Carbogen wurde eingeschaltet und die Plastikdeckel auf den Messkammern als
Verdunstungsschutz aufgelegt. Die Temperatursonde wurde in eine der
Messkammern gelegt und etwa 15 bis 20 Minuten gewartet, bis die Messkammern auf

37°C aufgewarmt wurden.

Anschluss
fur Kraftaufnehmer

Anschluss
fur Mikrometerschraube

Draht

Abb. 6: Schematische Darstellung eines aufgespannten Arteriensegmentes in einer

Myographenmesskammer

Dargestellt ist eine zwischen den beiden Trédgerbacken an zwei Dréhten aufgespannte Arterie. Die
Dréhte werden auf jeder Backe mittels zweier Schrauben fixiert. Durch Drehen an der
Mikrometerschraube (hier nur der Anschluss dargestellt) kann der Abstand zwischen den Backen, und
damit der Gefé3durchmesser, veréndert werden. Uber einen Kraftaufnehmer (hier nur der Anschluss
dargestellt) kann die auf die Drédhte einwirkende Kraft abgeleitet werden. Nicht dargestellt ist die

Begasungs- und Absaugungsvorrichtung.
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2.3.4 Normalisierung

Die Normalisierung bezeichnet den Prozess, bei dem die Gefallsegmente in solcher
Weise passiv vorgedehnt werden, dass die fir die Kontraktion entscheidenden
Myofilamente der glatten Muskulatur die maximale Kontraktionsstarke erreichen
kénnen. Somit wird die Normalisierung als Standardisierungsverfahren genutzt und

erlaubt Vergleiche der einzelnen Versuche untereinander.

Der innere Gefallumfang, welcher der idealen Vordehnung entspricht (IC+), wurde mit
Hilfe des inneren Umfangs eines relaxierten Gefaldes bei einem transmuralen Druck
von 13,3 kPa errechnet. Der innere Umfang bei 13,3kPa wird als IC100 bezeichnet. Bei
der Berechnung des ICi1 musste neben dem ICi00 auch der gefaldspezifische
Normalisierungsfaktor k bertcksichtigt werden. Bei den in dieser Arbeit untersuchten
Gefallen lag der Normalisierungsfaktor k bei 0,9 (Mulvany and Halpern, 1977). Der IC+

wurde wie folgt berechnet:

IC1=1C100 X k

wobei IC1 der ideale innere Umfang in ym, IC100 der innere Umfang bei einem

transmuralen Druck von 13,3 kPa und k der Normalisierungsfaktor ist.

Um die ideale Vordehnung einzustellen, wurde gewartet, bis die Messkammern des
Myographen nach der Praparation auf 37°C aufgewarmt waren. Da zuvor mittels
Mikrometerschraube der Abstand der Stahldrahte auf ein Minimum eingestellt war, war
das die Drahte umgebende GefalRsegment nicht vorgedehnt und befand sich in einem
relaxierten Zustand. AnschlieRend erfolgte die passive Dehnung der Gefalksegmente,
indem Uber die Mikrometerschraube der jeweiligen Messkammern der innere Umfang
in zuvor festgelegten Schritten vergroRert wurde. Vor jeder weiteren Dehnung wurde
pro Kammer 90 Sekunden gewartet.

Die Software Powerlab/Labchart 6 Pro berechnete den aktuellen inneren Umfang (IC)

wahrend der einzelnen Dehnungsschritte mit folgender Formel:

IC=(2+m)xd+2xb
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wobei IC der aktuelle innere Umfang in um, d der Drahtdurchmesser (40um) und b der

Abstand der Drahte in uym ist.

Gleichzeitig wurde durch Powerlab/Labchart 6 Pro fur jeden der Dehnungsschritte die
entsprechende Wandspannung T berechnet, da ein direkter Kraftvergleich der
GefalRsegmente bei variierender Lange nicht sinnvoll ware. Folgende Formel wurde

zur Kalkulation benutzt:

T=F+ (2%

wobei T die Wandspannung in mN/mm, F die Kraft in N und / die Gefallange in mm

ist.

Die ermittelten Werte aus Wandspannung T und aktuellem innerem Umfang IC
ergaben die Funktion T = f(IC), die die Gerade der 13,3 kPa Isobaren im IC1qo schnitt
(Abb. 7). Da durch den Schnittpunkt der IC100 bestimmt werden konnte, war es mdglich,
den IC1 zu kalkulieren und ihn durch die Mikrometerschraube einzustellen.

Somit befanden sich die Gefallsegmente in einem Zustand der idealen Vordehnung

und waren fiur den weiteren Versuch vorbereitet.
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Abb. 7: Funktion T = f(IC)
mit freundlicher Genehmigung von Danish Myo Technology. (www.dmt.dk, Stand

25.08.2021), modifizierte Darstellung

Dargestellt ist die Funktion T = f(IC), die die Geraden der 13,3 kPa Isobaren im IC100 schneidet. Der
IC100 gibt den inneren Umfang des Gefédl3es bei 13,3 kPa an. Nach Ermittlung des IC100 kann der IC4
ermittelt werden: IC1 = IC100 x Normalisierungsfaktor k. Anhand des IC: kann anschlieBend der

Gefél3durchmesser mit der idealen Vordehnung eingestellt werden.

2.3.5 Uberpriifung der GefaRqualitat

Im Anschluss an die Normalisierung wurde Uberpruft, wie die Qualitat der benutzten
GefalRsegmente war. Diese wurde anhand der Reproduzierbarkeit und Starke von
Kontraktionen beurteilt. Der Praparationspuffer in den Messkammern wurde gegen
Arbeitspuffer ausgetauscht und anschlielfend wurde mit Hilfe des a1-Adrenorezptor-
Agonisten Methoxamin (MX) in einer Konzentration von 10> M Kontraktionen in den
Kammern induziert. Nach fiinf minitiger Inkubation wurde anschlieBend 10° M
Acetylcholin inkubiert, um zu Uberprufen, ob das Endothel vollstandig entfernt wurde.
Bei vollstandig entferntem Endothel wurde durch Acetylcholin die MX-induzierte
Kontraktion nicht abgeschwacht. Nach funf minatiger Inkubation wurden die Kammern

in mehreren Schritten ausgewaschen. Anschlieend wurden funf Milliliter des
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modifizierten Arbeitspuffers mit 120 mM KCI (Tab. 2) und 10-° M MX fir fiinf Minuten
in den Kammern inkubiert. Nach mehrmaligem Auswaschen war die Uberpriifung der

GefalRqualitat abgeschlossen.

2.3.6 Versuch

Nach der Uberprifung der GefaRqualitat wurde in jeder Messkammer MX in einer
Konzentration von 10° M flur finf Minuten inkubiert, um durch die ausgelGste
Kontraktion die maximale Kontraktionskraft Fmax fur jede Kammer festzulegen. Die
Kammern wurden mehrmals ausgewaschen; dann wurden funf Mikroliter destilliertes
Wasser fur 10 Minuten inkubiert. Nachfolgend wurde MX in steigender Konzentration
fur jeweils drei Minuten inkubiert. Die benutzten MX-Konzentrationen waren in ihrer
Reihenfolge: 108M, 3 x 108M, 10" M, 3 x 10" M, 10°M, 3 x 10°M und 10° M.

Tab. 4 stellt ein Schema des Versuchsablaufes dar. Nach Gabe einer vasoaktiven
Substanz, oder einer zeitgleichen Kombination mehrerer Substanzen in einer Kammer,
wurde nach ihrer Inkubationszeit das jeweilige Losungsmittel inkubiert. Daraufhin
wurde MX auftitriert. Die Kammern wurden ausgewaschen und nach dem gleichen
Schema wie zuvor mit vasoaktiven Substanzen versetzt. Nach der Inkubationszeit
wurde nun eine oder mehrere weitere Substanzen inkubiert und mit MX auftitriert. In

Tab. 5 sind die an der A. saphena der Ratte durchgefuhrten Protokolle aufgelistet.
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Tabelle 4: Schematischer Ablauf eines Versuchs

Substanz A, B: beispielhafte vasoaktive Substanzen, bzw. Kombinationen mehrerer Substanzen

Lésungsmittel A, B: beispielhafte Lésungsmittel der Substanzen A, B
H20: destilliertes Wasser
MX-Auftitrierung: verabreichte MX-Konzentrationen in der Reihenfolge: 108 M, 3 x 108M, 107 M, 3 x
107M, 10°M, 3 x 10 M und 10° M.

Schritte

MX-Gabe 10
M

3 %
Auswaschen (je
5 Min.)
Inkubation (10
Min.)
MX-Auftitrierung
(je 3 Min.)

3 %
Auswaschen (je
5 Min.)
Inkubation (10
Min.)

Inkubation (10
Min.)
MX-Auftitrierung
(je 3 Min.)

3 %
Auswaschen (je
5 Min.)
Inkubation (10
Min.)

Inkubation (10
Min.)
MX-Auftitrierung
(je 3 Min.)

Kammer 1

MX 10° M

Auswaschen

H20

MX

Auswaschen

Substanz A

Lésungsmittel A

MX

Auswaschen

Substanz A

Substanz B

MX

Kammer 2

MX 10° M

Auswaschen

H20

MX

Auswaschen

Substanz A

Lésungsmittel A

MX

Auswaschen

Substanz A

Lésungsmittel B

MX

Kammer 3

MX 10° M

Auswaschen

H20

MX

Auswaschen

Lésungsmittel A

Lésungsmittel A

MX

Auswaschen

Lésungsmittel A

Substanz B

MX

Kammer 4

MX 10° M

Auswaschen

H20

MX

Auswaschen

Lésungsmittel A

Lésungsmittel A

MX

Auswaschen

Lésungsmittel A

Lésungsmittel B

MX
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Tabelle 5: Protokolle, die an der A. saphena der Ratte angewendet wurden

AVE1231 =10°% M AVE1231, BaClz2 = 3 x 10°° M Bariumchlorid, BeKm = 107 M BeKm, DPO-1 = 10% M
Diphenylphosphinoxid, Glib = 10° M Glibenclamid, IBTX = 107 M Iberiotoxin, STX = 10" M Stromatoxin,
XE991=3 x 10° M XE991

MX: MX-Auftitrierung mit den Konzentrationen 108M, 3 x 108 M, 10" M, 3 x 107 M, 105M, 3 x 10°M
und 10°M.

Zwischen jedem Schritt wurde eine Inkubationszeit von 3 Minuten eingehalten. Nach jeder Auftitrierung
wurden die Messkammern in mehreren Schritten ausgewaschen.

Es wurde eine Inkubationszeit von jeweils 10 Minuten (Ausnahme BaClz2: 5 Minuten) zwischen den
einzelnen Kombinationen eingehalten, aul3er bei der Kombination von IBTX + XE991, sowie DPO-1 +
STX, die zum gleichen Zeitpunkt inkubiert wurden. Es folgte auf die gegebenen Kombinationen stets

eine MX-Auftitrierung. H20 ist das jeweilige Lésungsmittel der Substanzen.

Protokoll | Kammer Benutzte M Benutzte M | Benutzte Kombinationen
Kombination X Kombination X
1 1 IBTX H20 IBTX BeKm IBTX+ BeKm
XE991
2 IBTX H20 IBTX H20 IBTX+ H20
XE991
H20 H20 H20 BeKm H20 BeKm
H20 H20 H20 H20 H20 H20
2 1 Glib H20 Glib BeKm I Ba DPO BeKm
B C -1 +
T STX
2 Glib H20 Glib H20 X DPO H20
1 +
STX
3 AVE 1231 H20 AVE BeKm H20 BeKm
1231
4 AVE 1231  H20 AVE H20 H20 H20
1231

Das Protokoll an der A. saphena der Ratte unter Verwendung des Kv11.1-Kanal-
Offners NS3623 unterschied sich in seinem Ablauf von den Ubrigen Protokollen,
insofern, dass nach der ersten MX-Auftitrierung nach der Gabe von destilliertem
Wasser keine weitere MX-Auftitrierung erfolgte. Stattdessen wurde nach der
Inkubation von mehreren Kombinationen vasoaktiver Substanzen NS3623 auftitriert
(Tabelle 6).
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Tabelle 6: Protokoll, das an der A. saphena der Ratte unter Verwendung von NS3623
angewendet wurde

Mix = gleichzeitige Gabe von 3 x 10° BaClz, 107 M BeKm, 10°° M DPO-1, 10°° M Glib, 107 M IBTX, 10
"M STX, 3 x 10° M XE991

50 mM KCI = Gabe des modifizierten Arbeitspuffers mit 50 mM Kaliumchlorid

Die Kombinationen wurden fiir jeweils 15 Minuten inkubiert. Nach Inkubation der Kombinationen wurde
NS3623 aulftitriert.

NS3623-Auttitrierung: NS3623-Autftitrierung mit den Konzentrationen 106 M, 3 x 10 M, 10° M.
Zwischen jedem Schritt wurde fiir 15 Minuten gewartet. Nach jeder Auftitrierung wurden die
Messkammern in mehreren Schritten ausgewaschen.

DMSO diente als Lésungsmittel fir NS3623 und wurde im Abstand von jeweils 15 Minuten mit folgenden
Konzentrationen auftitriert: 10°M, 3 x 108 M, 10° M.

Protokoll ' Kammer Benutzte NS3623- Benutzte DMSO-
Kombinationen = Auftitrierung = Kombinationen = Gabe

1 1 Mix Mix
2 Mix ohne Mix ohne
BeKm BeKm
Mix ohne IBTX Mix ohne IBTX
50 mM KCI 50 mM KCI
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In Tab. 7 sind die an der A. saphena der Maus durchgeflhrten Protokolle dargestelit.

Tabelle 7: Protokolle, die an der A. saphena der Maus angewendet wurden

BaCl2 = 3 x 10°° M Bariumchlorid, BeKm = 107 M BeKm, DPO-1 = 10 M Diphenylphosphinoxid, Glib =
10 M Glibenclamid, IBTX = 107 M Iberiotoxin, STX = 107 M Stromatoxin, XE991 = 3 x 10 M XE991
MX: MX-Auftitrierung mit den Konzentrationen 108M, 3 x 108M, 10" M, 3 x 107 M, 105M, 3 x 10°M
und 10°M.

Zwischen jedem Schritt wurde eine Inkubationszeit von 3 Minuten eingehalten. Nach jeder Auftitrierung
wurden die Messkammern in mehreren Schritten ausgewaschen.

Es wurde eine Inkubationszeit von jeweils 10 Minuten (Ausnahme BaClz2: 5 Minuten) zwischen den
einzelnen Kombinationen eingehalten, aul3er bei der Kombination von IBTX + XE991, sowie DPO-1 +
STX, die zum gleichen Zeitpunkt inkubiert wurden. Es folgte auf die gegebenen Kombinationen stets

eine MX-Auftitrierung. H20 ist das jeweilige Lésungsmittel der Substanzen.

Protokoll Kammer @ Benutzte M | Benutzte M | Benutzte M
Kombination X | Kombination X | Kombinationen X
1 1 IBTX H20 IBTX BeKm IBTX+ BeKm
XE991
2 IBTX H20 IBTX H20 IBTX+ H20
XE991
H20 H20 H20 BeKm H20 BeKm
H20 H20 H20 H20 H20 H20
2 1 BaCl: H20 BaCl BeKm | Ba DPO B
B C -1 + e
T STX K
X m
2 BaCl: H20 BaCl: H20 DPO H
1+ 2
STX O
3 H20 H20 H20 BeKm H20 B
e
K
m
4 H20 H20 H20 H20 H20 H
2
@)
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2.4 Auswertung

Die Versuche wurden mittels PowerLab/LabChart 6 Pro aufgezeichnet und wurden
anschliefend an EXCEL 2013 (Microsoft, USA) zur weiteren Auswertung Ubermittelt.
Es wurde die jeweils maximale Kontraktion (bei NS3623 Abnahme der Kontraktion),
die durch eine Substanz ausgelést wurde, am Ende der entsprechenden
Inkubationszeit gemessen. Wenn die Reaktion instabil war oder Oszillationen
entstanden, wurde der Mittelwert als Messwert genutzt.

Um Versuche untereinander vergleichen zu koénnen, wurde auf die maximale
Kontraktionskraft Fmax zurtuckgegriffen, welche zu Beginn eines jeden Versuchs
erhoben wurde. Fmax wurde zu allen erhobenen Messdaten in Beziehung gesetzt, um

die normierte Kraft Fnorm zu berechnen:

wobei Fnorm die normierte Kraft, F die gemessene Kraft und Fmax die maximale
Kontraktionskraft ist.

Durch die Statistiksoftware GraphPad Prism 7 (GraphPad Software, USA) wurde die
Area under the curve (AUC) berechnet und mit zweiseitigem t-Test flir unabhangige

Stichproben analysiert (Signifikanzniveau 0,05).

2.5 Molekularbiologische Untersuchungen
2.5.1 Praparation zur molekularbiologischen Untersuchung der RNA

Fur die molekularbiologischen Untersuchungen der RNA wurde die A. saphena der
Ratte und der Maus wie zuvor beschrieben aus dem Gewebe prapariert und mit Hilfe
einer Federschere in kleine Stucke zerschnitten. Diese Stucke wurden zugig in ein
Mikroreaktionsgefald Ubertragen und in flissigem Stickstoff schockgefrostet.
Anschliefend wurden die entnommenen Proben bei -80°C bis zur weiteren

Verwendung aufbewahrt.
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2.5.2 RNA-Isolation

Die RNA-Isolation wurde mithilfe des Masterpure DNA and RNA Purification Kit
(Epicentre, USA) durchgefuhrt. Dabei wird nach Lyse des verwendeten Gewebes die
Gesamt-RNA durch mehrere Fallungsreaktionen und Zentrifugationsschritte isoliert.

Zunachst wurden dazu die entnommenen Arterien zerkleinert, in 2ml-Reaktionsgefalie
Uberfuhrt und auf Eis gehalten. AnschlieRend wurde jeweils eine Stahlkugel (J 3mm)
zu jeder Probe gegeben und die Proben mit der Tissue and Cell Lysis Solution des
Purification Kits versetzt. Die Homogenisierung des Gewebes erfolgte im Tissue Lyser
(Qiagen, Niederlande) fur drei Minuten bei 30 Hz. Die weitere Isolation erfolgte nach
Herstellerangaben. Die dabei entstanden RNA-Pellets wurden danach mit 30 ul RNase
freiem Wasser geldst und bis zur weiteren Verwendung bei -80°C gelagert. Vor

weiterer Verwendung wurde die RNA bei 37°C inkubiert.

2.5.3 Bestimmung der RNA-Konzentration

Die Bestimmung der Reinheit und der Konzentration der RNA wurde durch eine
spektralphotometrische Messung durchgefuhrt.

Nukleinsauren haben ein Absorptionsmaximum bei einer Wellenlange von 260 nm,
Proteine bei einer Wellenlange von 280 nm. Das Verhaltnis der Absorption bei 260 nm
und 280 nm gibt Auskunft Uber die Reinheit der RNA. Ein Verhaltnis von 2,0 gilt hierbei
als ,rein“ fur eine RNA-Probe. Ist das Verhaltnis niedriger als vorher angegeben, kann
dies ein Hinweis auf die Anwesenheit von Proteinen, Phenol oder andere
Verunreinigungen sein, die ihr Absorptionsmaximum bei oder in der Nahe von 280 nm
besitzen.

Zur Bestimmung der RNA-Konzentration wurde der Tecan Plate Reader Infinite M200
Pro (Tecan, Schweiz) mit einer NanoQuantPlate-Tecan16 Flat black genutzt. Bei
diesem System kann eine Platte mit bis zu 16 Proben bestlckt und nacheinander im
Tecan Plate Reader eine photometrische Messung aller Proben durchgefuhrt werden.
Zunachst wurde ein Probenleerwert gemessen, indem auf die Platte jeweils 2 ul RNase
freies Wasser gegeben wurde. Es wurde die Optische Dichte (OD) bei einer
Wellenlange von 260 nm und 280 nm des Wassers bestimmt und dadurch der Tecan
Plate Reader auf die zu untersuchenden RNA-Proben kalibriert. Anschliefiend wurde

die OD von jeweils 2 ul der RNA-Proben bei 260 nm und bei 280 nm gemessen. Die
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Nukleinsaurekonzentration wurde automatisch aus der OD bei 260 nm und einem fiir

die DNA bzw. RNA spezifischen Multiplikationsfaktor errechnet.

2.5.4 cDNA-Synthese

Bei der reversen Transkription wird die komplementare DNA (cDNA) durch
Verwendung von Random-Primern und bei Vorhandensein von RNA synthetisiert. Die
daraus resultierende cDNA kann als Template fur die quantitative Echtzeit-

Polymerase-Kettenreaktion (QPCR) eingesetzt werden.

Mit Hilfe der RevertAID H Minus Reverse Transkriptase (Thermo Fisher Scientific,
USA) wurde RNA in einzelstrangige cDNA umgewandelt. Um das wiederholte
Pipettieren kleiner Mengen zu vermeiden wurde ein Master-Mix angesetzt, dem nur
noch die jeweiligen RNA-Proben zugegeben wurden. Der Mastermix enthielt folgende
Reagenzien: Reaktionspuffer, Random Primer, ein Mix aus
Desoxyribonukleosidtriphosphaten (ANTPs), sowie die RevertAID H Minus Reverse

Transkriptase.

Dafur wurde kalkuliert, in welchen Mengen die einzelnen Reagenzien benutzt werden
mussen, sodass am Ende 100 ng RNA in jedem Mikroreaktionsgefal enthalten war
(Tab. 8). Die Synthese der cDNA erfolgte nach Herstellerangaben im Eppendorf
Mastercycler gradient (Eppendorf, Deutschland). Tab. 9 zeigt die dabei eingehaltenen
Temperaturschritte und die Dauer der einzelnen Schritte. Nach erfolgter Synthese

wurden die Proben bis zur weiteren Verwendung bei -20°C aufbewabhrt.

35



Material und Methoden

Tab. 8: Probenansatz flir die cDNA-Synthese

Reagenz Menge (in pl)
RNA (100ng)

Rnase-freies Wasser

X
Y
5x Reaktionspuffer 4
Random Primer 1
dNTP Mix (10mM) 2
RevertAid H minus Reverse 1

Transkriptase
Gesamt 20

Tab. 9: Temperaturschritte und Dauer der cDNA-Synthese

Temperatur (in °C) Dauer (in min)
20 10
50 60
70 10
4 5
255 gPCR

Mit Hilfe der PCR ist es mdglich, lineare doppelstrangige DNA-Fragmente zu
vervielfaltigen. Dazu muss das zu amplifizierende DNA-Fragment von zwei Primern
flankiert werden, die als Start- und Endpunkt der Reaktion dienen. Es handelt sich
dabei zu Strang und Gegenstrang komplementare Oligonukleotide. In Gegenwart von
freien dNTPs wird dann der korrespondierende Gegenstrang durch thermostabile
Polymerasen an dem als Matrize dienenden einzelstrangigen DNA-Strang in 5°>3'-
Richtung synthetisiert.

Diese Vorgehensweise ist auch Grundlage der quantitativen Echtzeit-PCR (qPCR).
Zur Quantifizierung einer spezifischen mRNA wird bei der gPCR eine Gesamt-RNA
eingesetzt. Im Gegensatz zur herkdmmlichen PCR wird zusatzlich die Fluoreszenz

eines Farbstoffes am Ende eines PCR-Zyklus gemessen. Dieser Farbstoff bindet nur
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an doppelstrangige DNA und somit ist die gemessene Fluoreszenz proportional zum
PCR-Produkt, sodass die Menge der synthetisierten DNA-Abschnitte direkt erfasst
werden kann.

Die Quantifizierung erfolgt letztendlich durch den Vergleich der Menge der
gewlnschten mRNA mit der mRNA eines in der Zelle konstitutiv exprimierten
Referenzgens. In der vorliegenden Arbeit wurde Ywhaz als Referenzgen benutzt.
Nach der Amplifikation wird fur jede Probe eine Schmelzkurve bestimmt, welche flur
die einzelnen PCR-Produkte charakteristisch ist. Diese gibt Aufschluss Uber die
Spezifitat des jeweils verwendeten Primerpaars. Zur Bestimmung der spezifischen
Schmelztemperatur wird die PCR-Reaktion mit den darin enthaltenen
doppelstrangigen PCR-Produkten nach der Amplifikation stufenweise von 40°C auf
95°C erhitzt. Bei der spezifischen Schmelztemperatur |6sen sich die komplementaren
Strange voneinander und der gebundene Fluoreszenzfarbstoff wird freigesetzt und
gemessen. Bei einem spezifischen PCR-Produkt erhalt man einen einzelnen Peak bei
der spezifischen Schmelztemperatur.

Fur die in dieser Arbeit durchgeflihrte qPCR wurde das SensiFAST SYBR Green No
Rox Kit (Bioline, England) verwendet.

Um Pipettierfehler zu vermeiden wurde ein Master-Mix angesetzt, der alle
Komponenten aulder der cDNA enthielt. Zu je 18 pl des Master-Mix wurden dann 2 pl
der cDNA in eine optische 96-Loch-PCR-Platte pipettiert (Tab. 10). Die verwendeten
Primer sind in Tab. 12 aufgelistet. Die Positivkontrollen zum Nachweis der
Funktionsfahigkeit der benutzten Primer wurden an Proben von Herz- und Hirngewebe

der Ratte und Maus durchgefuhrt.

Tab. 10: Mastermix-Ansatz fiir die gPCR

Reagenz Menge (in pl)
Template cDNA 2
SensiFAST SYBR ( 2x) 10

Forward Primer 2,5

Reverse Primer 2,5
Nuclease-freies Wasser 3

Gesamt 20
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Fir jede cDNA-Probe wurde zusatzlich ein zweiter Ansatz zur Bestimmung der RNA-
Menge des Referenzgens analysiert. Die PCR wurde im LightCycler 480 (Roche,
Deutschland) unter folgenden Bedingungen durchgefuhrt (Tab. 11):

Tab. 11: Schritte der gPCR im Detail

Schritt Dauer (in Temperatur Geschwindigkeit Anzahl der
sec) (in °C) des Zyklen
Temperaturanstiegs
(°C/sec)
Denaturierung 120 95 4.4 1
Amplifikation 5 95 4.4 47
30 60 2,2
Schmelzkurve 60 95 4.4 1
60 40 2,2
1 60 1
/ 95 0,06
Kihlung 10 40 2,2 1
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2.5.6 Verwendete Primer

Tab. 12: fiir die gPCR verwendete Primer

Die verwendeten Primer wurden so gewéhlt, dass sie sowohl fiir die Untersuchungen an der Ratte als

auch an der Maus genutzt werden konnten

Gen Primer Primersequenz (5’ 23’)
GAPDH Forward CACCAGCATCACCCCATT
Reverse CCATCAAGGACCCCTTCATT
Ywhaz Forward TTGATCCCCAATGCTTCGCAGC
Reverse TGTCATCACCAGCAGCAACCTC
KCNH1 / Kv10.1 Forward GACACTTCCTACCGCACCAA
Reverse TGCCATCTTGCATGGTAGGG
KCNH2 / Kv11.1 Forward CTCGACACCATCATCCGCAA
Reverse AGGAAGCAGCTCCCATCTTTC
KCNH3 / Kv12.2 Forward GTCCCCGCCGCCTAAGAT
Reverse GACGAAGTTACTGTGCGTCCC
KCNH4 / Kv12.3 Forward ACTCTTGTGGGAGGGGAGTC
Reverse CACCTTGCATGACAGCCTCCA
KCNH5 / Kvy10.2 Forward GGATGAGGGAATCAGCAGTCTC
Reverse ACCGCTGCTCCATATTCCAG
KCNH6 / Ky11.2 Forward GCTTCTGCGAACTCTTTGGC
Reverse CCTCATTCTTCACGGGGACC
KCNH7 / Kv11.3 Forward ACAATGGTCGAAATGTCAAAGGAC
Reverse TGCTCCCAAAGAAAGAACCTGA
KCNH8 / Kv12.1 Forward GGAAGCTGACCCACCTAACC
Reverse TCCATCGACAATCCTCGGAC

2.5.7 Auswertung

Die Fluoreszenzmessung erfolgte in jedem Annealing/Extension-Schritt. Die
Schwellenwerte (C(T)-Werte) jeder Probe wurden auf den jeweiligen C(T)-Wert des
Referenzgens Yhwaz normiert. Die C(T)-Werte geben den Wert an, bei dem zum

ersten Mal die Fluoreszenz exponentiell Uber den Hintergrundwert ansteigt.
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Fur jede PCR-Probe wurde auf Basis der gewonnen Fluoreszenzdaten die Effizienz
jedes Primerpaares kalkuliert, die zur Berechnung der Expressionen verwendet wurde.

Die Expression wurde mit folgender Formel bestimmt:

EC(D Referenzgen

relative Expression = —CiTyZieigen

wobei E die Amplifikationseffizienz ist.

Die Amplifikationseffizienz E errechnet sich wie folgt:

E= 10¢1m)

wobei m der Anstieg der Schmelzkurve ist.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Expression von KCNH-Kanalen
3.1.1 mRNA-Expression der KCNH-Kanale in der A. saphena der Ratte

Das mRNA-Expressionsprofil der KCNH-Kanéle in der A. saphena der Ratte zeigte
eine deutlich starkere Expression des KCNH2 / Kv11.1-Kanals im Vergleich zu den
anderen gefundenen KCNH-Kanalen. Die Gene fur KCNH3, KCNH6 sowie KCNH7
konnten nicht nachgewiesen werden (Abb. 8). Die Positivkontrollen der benutzten

Primer konnte deren Funktionsfahigkeit nachweisen.
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Abb. 8: mRNA-Expression der KCNH-Kanéle in der A. saphena der Ratte

Relative Expression der KCNH-Kanéle in der A. saphena der Ratte (normalisiert auf Ywhaz).

3.1.2 mRNA-Expression der KCNH-Kanale in der A. saphena der Maus

Das mRNA-Expressionsprofil der KCNH-Kanale in der A. saphena der Maus zeigte
ebenfalls eine deutlich starkere Expression des KCNH2 / Kv11.1-Kanals im Vergleich
zu den anderen gefundenen KCNH-Kanalen. Die Gene fir KCNH3, KCNH7 sowie
KCNH8 konnten nicht nachgewiesen werden (Abb. 9). Die Positivkontrollen der

benutzten Primer konnten deren Funktionsfahigkeit nachweisen.
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Abb. 9: mRNA-Expression der KCNH-Kanéle in der A. saphena der Maus

Relative Expression der KCNH-Kanéle in der A. saphena der Ratte (normalisiert auf Ywhaz).

3.2 Beteiligung des Ky11.1-Kanals an der Methoxamin-induzierten Kontraktion der

A. saphena der Ratte nach Blockade einzelner Kaliumkanale

3.2.1 Effekt von BeKm auf die MX-induzierte GefalRkontraktion der A. saphena der
Ratte in Anwesenheit von AVE1231

Die funktionelle Rolle des Ky11.1-Kanals wurde mit Hilfe seines Blockers BeKm
(Korolkova et al., 2001) untersucht. Des Weiteren wurde der o1-Adrenorezeptor-
Agonist Methoxamin (MX) (Thiele et al., 2011) genutzt, um GefalRkontraktionen zu
induzieren. Vorangegangene Studien in unserem Labor zeigten unveranderte MX-
induzierte Kontraktionen der A. saphena der Ratte nach Blockade allein des Ky11.1
Kanals durch verschiedene Blocker dieses Kanals, einschlielich BeKm (Krauth,
2017).

BeKm hatte auch keinen Einfluss auf die MX-induzierte Kontraktion nach

vorangegangener Blockade einzelner anderer Kaliumkanale wie (i) des Kir2-Kanals
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durch Bariumchlorid (BaCl2) (Alagem et al., 2001), (ii) des Kvy1-Kanals durch DPO-1
(Lagrutta et al., 2006), (iii) des Kyv2-Kanals durch Stromatoxin (STX) (Escoubas et al.,
2002; Shiau et al., 2003), (iv) des Kv7-Kanals durch XE991 (Yeung and Greenwood,
2005) und (v) des BKca-Kanals durch Iberiotoxin (IBTX) (Candia et al., 1992). Nicht
untersucht war bisher die Rolle von Kir6- und TASK-1-Kanalen fur die Wirkung von
BeKm.

Unter Zuhilfenahme des TASK-1-Kanal-Blockers AVE1231 (Kiper et al., 2015;
Wiedmann et al., 2019) wurde die Beteiligung des Ky11.1-Kanals an der MX-
induzierten Gefallkontraktion nach funktioneller Ausschaltung des TASK-1-Kanals
untersucht. BeKm hatte sowohl allein (Abb. 10A) als auch in Anwesenheit von
AVE1231 (Abb. 10C) keinen Effekt auf die MX-induzierte Gefal3kontraktion. AVE1231
allein veranderte die MX-induzierte GefalRkontraktion ebenfalls nicht (Abb. 10B).
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Abb. 10: Effekt von BeKm auf die MX-induzierte Gefadl3kontraktion der A. saphena der
Ratte in Anwesenheit von AVE1231

A: MX=induzierte Kontraktionen in Abwesenheit von Kaliumkanal-aktiven Substanzen (schwarze Kurve)
und in Anwesenheit von 107 M BeKm (blaue Kurve) (ANOVA mit Messwiederholung, n=8)
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B: MX-induzierte Kontraktionen in Abwesenheit von Kaliumkanal-aktiven Substanzen (schwarze Kurve)
und in Anwesenheit von 10° M AVE1231 (blaue Kurve) (ANOVA mit Messwiederholung, n=8)

C: MX-induzierte Kontraktionen in Anwesenheit von 10 M AVE1231 (schwarze Kurve) und in
Anwesenheit einer Kombination von 107 M BeKm und AVE1231 (blaue Kurve) (ANOVA mit

Messwiederholung, n=8)

3.2.2 Effekt von BeKm auf die MX- induzierte Gefalikontraktion der A. saphena der

Ratte in Anwesenheit von Glibenclamid

Unter Zuhilfenahme des Kir6-Kanal-Blockers Glibenclamid (Gribble et al., 1998) wurde
die Beteiligung des Ky11.1-Kanals an der MX-induzierten Gefal3kontraktion nach
funktioneller Ausschaltung des Kir6-Kanals untersucht. BeKm hatte sowohl allein
(Abb. 11A) als auch in Anwesenheit von Glibenclamid (Abb. 11C) keinen Effekt auf die
MX-induzierte GefalRkontraktion. Glibenclamid allein veranderte die MX-induzierte
Gefalikontraktion ebenfalls nicht (Abb. 11B).
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Abb. 11: Effekt von BeKm auf die MX- induzierte Gefdl8kontraktion der A. saphena der

Ratte in Anwesenheit von Glibenclamid
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A: MX=induzierte Kontraktionen in Abwesenheit von Kaliumkanal-aktiven Substanzen (schwarze Kurve)
und in Anwesenheit von 10°M BeKm (blaue Kurve) (ANOVA mit Messwiederholung, n=7)

B: MX=-induzierte Kontraktionen in Abwesenheit von Kaliumkanal-aktiven Substanzen (schwarze Kurve)
und in Anwesenheit von 10°°M Glibenclamid (blaue Kurve) (ANOVA mit Messwiederholung, n=7)

C: MX-induzierte Kontraktionen in Anwesenheit von 10°M Glibenclamid (schwarze Kurve), und in
Anwesenheit einer Kombination von 10°M BeKm und 10°M Glibenclamid (blaue Kurve) (ANOVA mit
Messwiederholung, n=7)

3.3 Beteiligung des Kyv11.1-Kanals an der Methoxamin-induzierten Kontraktion der

A. saphena der Ratte nach Blockade mehrerer Kaliumkanale

Vorangegangene Studien aus unserem Labor sowie die unter 3.2 aufgefuhrten
Ergebnisse zeigten, dass BeKm keinen Einfluss auf die MX-induzierte Kontraktion
nach vorangegangener Blockade einzelner anderer Kaliumkanale, wie des Kr2-
Kanals, des Ky1-Kanals, des K,2-Kanals des K,7-Kanals, des BKc.-Kanals, des TASK-
1-Kanals sowie des Kir6-Kanals hatte (Krauth, 2017).

Daher wurden mehrere unterschiedliche Kaliumkanal-Blocker kombiniert, um einen
Einfluss von BeKm auf die MX-induzierte Kontraktion nach vorangegangener Blockade

von mehr als einem der anderen Kaliumkanale zu untersuchen.

3.3.1 Effekt von BeKm auf die MX-induzierte GefalRkontraktion der A. saphena der

Ratte in Anwesenheit von BaCl, und IBTX

Unter Zuhilfenahme des Kir2-Kanal-Blockers BaCl. sowie des BKca-Kanal-Blockers
IBTX wurde die Beteiligung des Kv11.1-Kanals an der MX-induzierten
Gefallkontraktion nach funktioneller Ausschaltung des Kir2-Kanals und des BKca-
Kanals untersucht. BeKm hatte sowohl allein (Abb. 12A) als auch in Anwesenheit von
BaCl> und IBTX (Abb. 12C) keinen Effekt auf die MX-induzierte Gefalikontraktion.
BaCl, und IBTX verstarkten die MX-induzierte Gefalikontraktion (Abb. 12B).
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Abb. 12: Effekt von BeKm auf die MX-induzierte Gefadl3kontraktion der A. saphena der

Ratte in Anwesenheit von BaClz und IBTX

A: MX=induzierte Kontraktionen in Abwesenheit von Kaliumkanal-aktiven Substanzen (schwarze Kurve)
und in Anwesenheit von 10°M BeKm (blaue Kurve) (ANOVA mit Messwiederholung, n=14)

B: MX=-induzierte Kontraktionen in Abwesenheit von Kaliumkanal-aktiven Substanzen (schwarze Kurve)
und in Anwesenheit einer Kombination von 3 x 10°°M BaClz und 10°M IBTX (blaue Kurve) (ANOVA mit
Messwiederholung, n=14)

C: MX-induzierte Kontraktionen in Anwesenheit einer Kombination von 3 x 10°°M BaClz und 107°M IBTX
(schwarze Kurve), und in Anwesenheit einer Kombination von 3 x 10°°M BaClz, 107°M IBTX und 10°M

BeKm (blaue Kurve) (ANOVA mit Messwiederholung, n=14)

3.3.2 Effekt von BeKm auf die MX-induzierte GefalRkontraktion der A. saphena der
Ratte in Anwesenheit von BaCly, IBTX, DPO-1 und STX

Unter Zuhilfenahme des Kir2-Kanal-Blockers BaCl,, des BKca-Kanal-Blockers IBTX,
des Ky1-Kanal-Blockers DPO-1, sowie des K,2-Kanal-Blockers STX wurde die
Beteiligung des Kvy11.1-Kanals an der MX-induzierten GefalRkontraktion nach
funktioneller Ausschaltung des Kir2-Kanals, des BKca-Kanals, des Ky1-Kanals sowie

des Ky2-Kanals untersucht.
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BeKm hatte allein keinen Effekt auf die MX-induzierte Kontraktion (Abb. 13A). BaCly,
IBTX, DPO-1 und STX verstarkten die MX-induzierte Kontraktion (Abb. 13B). In
Anwesenheit von BaClz, IBTX, DPO-1 und STX verstarkte BeKm die MX-induzierte
Gefalikontraktion (Abb. 13C).
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Abb. 13: Effekt von BeKm auf die MX-induzierte Gefal3kontraktion der A. saphena der
Ratte in Anwesenheit von BaCl,, IBTX, DPO-1 und STX

A: MX=induzierte Kontraktionen in Abwesenheit von Kaliumkanal-aktiven Substanzen (schwarze Kurve)
und in Anwesenheit von 10°M BeKm (blaue Kurve) (ANOVA mit Messwiederholung, n=14)

B: MX=-induzierte Kontraktionen in Abwesenheit von Kaliumkanal-aktiven Substanzen (schwarze Kurve)
und in Anwesenheit einer Kombination von 3 x 10°M BaCl., 10°’M IBTX, 10°M DPO-1 und
107M STX (blaue Kurve) (ANOVA mit Messwiederholung, n=14)

C: MX—induzierte Kontraktionen in Anwesenheit einer Kombination von 3 x 10°°M BaClz, 107°M IBTX,
10°M DPO-1 und 10°M STX (schwarze Kurve), und in Anwesenheit einer Kombination von

3 x 10°°M BaClz, 10°M IBTX, 10M DPO-1 und 107M STX und 10”"M BeKm (blaue Kurve) (ANOVA mit

Messwiederholung, n=14)
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3.3.3 Effekt von BeKm auf die MX-induzierte GefalRkontraktion der A. saphena der
Ratte in Anwesenheit von IBTX und XE991

Unter Zuhilfenahme des BKca-Kanal-Blockers IBTX, sowie des Ky7-Kanal-Blockers
XE991 wurde die Beteiligung des Kv11.1-Kanals an der MX-induzierten
GefalRkontraktion nach funktioneller Ausschaltung des BKca-Kanals sowie des K.7-
Kanals untersucht. BeKm hatte sowonhl allein (Abb. 14A) als auch in Anwesenheit von
IBTX und XE991 (Abb. 14C) keinen Effekt auf die MX-induzierte Kontraktion. IBTX und
XE991 verstarkten die MX-induzierte Kontraktion (Abb. 14B).
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Abb. 14: Effekt von BeKm auf die MX-induzierte Gefadl3kontraktion der A. saphena der
Ratte in Anwesenheit von IBTX und XE991

A: MX=induzierte Kontraktionen in Abwesenheit von Kaliumkanal-aktiven Substanzen (schwarze Kurve)
und in Anwesenheit von 10°M BeKm (blaue Kurve) (ANOVA mit Messwiederholung, n=11)

B: MX-induzierte Kontraktionen in Abwesenheit von Kaliumkanal-aktiven Substanzen (schwarze Kurve)
und in Anwesenheit einer Kombination von 10°M IBTX und 3 x 10°°M XE991 (blaue Kurve) (ANOVA
mit Messwiederholung, n=11)

C: MX-induzierte Kontraktionen in Anwesenheit einer Kombination von 10°M IBTX und 3 x 10°M
XE991 (schwarze Kurve), und in Anwesenheit einer Kombination von 107M IBTX, 3 x 10°°M XE991 und
107M BeKm (blaue Kurve) (ANOVA mit Messwiederholung, n=11)
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3.4 Beteiligung des Ky11.1-Kanals an der Relaxation der A. saphena der Ratte

Vorangegangene Untersuchungen aus unserem Labor konnten eine Abschwachung
der MX-induzierten Kontraktion durch den Kv11.1-Aktivator NS3623 (Hansen et al.,
2006) nachweisen. Diese Wirkung wurde jedoch nicht durch Blocker des Ky11.1-
Kanals wie BeKm beeinflusst. Somit konnte nicht ausgeschlossen werden, dass die
Aktivierung anderer Kaliumkanale durch NS3623 den Effekt von NS3623 auf den
Kv11.1 Kanal maskiert (Krauth, 2017).

3.4.1 Effekt von NS3623 auf die A. saphena der Ratte

In einer ersten Versuchsserie wurden alle Kaliumkanale entweder durch eine
extrazellulare Losung mit 50mM KCI funktionell eliminiert (unter diesen Bedingungen
ist der elektrochemische Gradient fur Kaliumionen so klein, dass selbst bei gedffneten
Kaliumkanalen kein Kaliumstrom und damit keine Veranderung des Gefal3tonus
auftritt) oder durch eine Kombination des BKca-Kanal-Blockers IBTX, des Ky1-Kanal-
Blockers DPO-1, des Kv2-Kanal-Blockers STX, des Ky7-Kanal-Blockers XE991, des
Kir2-Kanal-Blockers BaClz, des Kir6-Kanal-Blockers Glibenclamid und des Ky11.1-

Kanal-Blockers BeKm inhibiert.

NS3623, getestet in 3 Konzentrationen, hatte keinen Effekt auf die KCl-induzierte
Gefalkontraktion. Eine Analyse der a priori Hypothese zur Wirkung von 10° M
NS3623 ergab eine Dilatation um -5,7+1,9% im Vergleich zum von DMSO, dem
Lésungsmittel von NS3623, bewirkten Effekt um 4,0+1,8% (t-Test, n=11 p<0,01). Die
KCl-induzierte Vorkontraktion war in An- und Abwesenheit von NS3623 gleich stark
(Abb. 15A). NS3623 erzeugte eine Dilatation nach Vorkontraktion durch die
Kombination von Kaliumkanal-Blockern. Diese Vorkontraktion war in An- und
Abwesenheit von NS3623 gleich stark (Abb. 15B).
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-+ DMSO _p'o 07 - DMSO %
— NS362371___4:< -+ NS3623 —1
- 100+ < 1004
2 S
k" I bmMso h+ I pmMso
© i | NSPS%Z& © a\; | NS3623
€ ° 2100 rP= b= g =
] %§ 50 S %ug’ 50
> £ = 55
ES eg 25 N 28 25
0 0
Vorkontraktlon Vorkontraktion
60 55 .50 60 55 50
Ig[NS3623] (M) Ig[NS3623] (M)

Abb. 15: Effekt von NS3623 auf die A. saphena der Ratte

A: Vorkontraktionen durch 50mM KCI und anschlieBende Gabe von DMSO (Lésungsmittel von NS3623)
(schwarze Kurve) bzw. von NS3623 (blaue Kurve); Sdulendiagramm: KCl-induzierte Viorkontraktion vor
der Gabe von DMSO (weilRe Sdule) bzw. von NS3623 (schwarze Séule) (ANOVA mit Messwiederholung

bzw. t-Test, n=11)

B: Vorkontraktionen durch eine Kombination von 10°M IBTX, 10°M DPO-1, 10°M STX, 3 x 10°M
XE991, 3 x 10°°M BaClz, 10°M Glibenclamid und 10”"M BeKm und anschlieBende Gabe von DMSO
(schwarze Kurve) bzw. von NS3623 (blaue Kurve); Séulendiagramm: Kaliumkanal-Blocker induzierte
Vorkontraktion vor der Gabe von DMSO (weil3e Séule) bzw. von NS3623 (schwarze Séule) (ANOVA

mit Messwiederholung bzw. t-Test, n=9)

3.4.2 Effekt von NS3623 auf die A. saphena der Ratte in An- und Abwesenheit von
IBTX

In einer zweiten Versuchsreihe wurden durch eine Kombination des Ky1-Kanal-
Blockers DPO-1, des Kv2-Kanal-Blockers STX, des Ky7-Kanal-Blockers XE991, des
Kir2-Kanal-Blockers BaCl,, des Kir6-Kanal-Blockers Glibenclamid und des Ky11.1-
Kanal-Blockers BeKm die entsprechenden Kaliumkanale inhibiert. Dabei wurde auf die
Inhibition des BKca-Kanals durch den spezifischen Blocker IBTX verzichtet.

NS3623 erzeugte eine konzentrationsabhangige Dilatation nach Vorkontraktion durch
die Kombination von Kaliumkanal-Blockern in Abwesenheit von IBTX im Vergleich zur
Gabe von DMSO, des NS3623 Losungsmittels (Abb. 16A), als auch im Vergleich zu
seiner Dilatation nach Vorkontraktion durch die Kombination von Kaliumkanal-
Blockern mit IBTX (Abb. 16B). Die erzeugten Vorkontraktionen waren jeweils gleich

stark (Abb. 16A, B).
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Abb. 16: Effekt von NS3623 auf die A. saphena der Ratte in An- und Abwesenheit von

IBTX

A: Vorkontraktionen durch eine Kombination von 10°°M DPO-1, 107M STX, 3 x 10°M XE991,

3 x 10°°M BaClz, 10°M Glibenclamid und 10"M BeKm und anschlieBende Gabe von DMSO (schwarze
Kurve) bzw. von NS3623 (blaue Kurve); Séulendiagramm: Kaliumkanal-Blocker induzierte
Voorkontraktion in Abwesenheit von IBTX vor der Gabe von DMSO (wei3e Séule) bzw. von NS3623
(schwarze Séule) (ANOVA mit Messwiederholung bzw. t-Test, n=10)

B: Vorkontraktionen durch eine Kombination von 10°°M DPO-1, 10°M STX, 3 x 10°M XE991,

3 x 10°M BaCls, 10°M Glibenclamid und 10°M BeKm und anschlieBende Gabe von NS3623 in
Anwesenheit von 10°M IBTX (schwarze Kurve) bzw. in Abwesenheit von IBTX (blaue Kurve);
Séulendiagramm: Kaliumkanal-Blocker induzierte Vorkontraktion in Anwesenheit von IBTX (weil3e
Séule) bzw. in Abwesenheit von IBTX (schwarze Séule) (ANOVA mit Messwiederholung bzw. t-Test,
n=12)

3.4.3 Effekt von NS3623 auf die A. saphena der Ratte in An- und Abwesenheit von
BeKm

In einer weiteren Versuchsreihe wurde durch eine Kombination des BKca-Kanal-
Blockers IBTX, des Kyv1-Kanal-Blockers DPO-1, des Ky2-Kanal-Blockers STX, des
Kv7-Kanal-Blockers XE991, des Kir2-Kanal-Blockers BaCl> und des Kr6-Kanal-
Blockers Glibenclamid die entsprechenden Kaliumkanale inhibiert. Dabei wurde auf

die Inhibition des Ky11.1-Kanals durch den spezifischen Blocker BeKm verzichtet.
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NS3623 erzeugte eine konzentrationsabhangige Dilatation nach Vorkontraktion durch
die Kombination von Kaliumkanal-Blockern in Abwesenheit von BeKm im Vergleich
zur Gabe von DMSO, des NS3623 Losungsmittels (Abb. 17A), als auch im Vergleich
zu seiner Dilatation nach Vorkontraktion durch die Kombination von Kaliumkanal-
Blockern mit BeKm (Abb. 17B). Die erzeugten Vorkontraktionen waren jeweils gleich

stark (Abb. 17 A, B).
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Abb. 17: Effekt von NS3623 auf die A. saphena der Ratte in An- und Abwesenheit von

BeKm

A: Vorkontraktionen durch eine Kombination von 107M IBTX , 10°M DPO-1, 10°M STX, 3 x 10°°M
XE991, 3 x 10°°M BaCl» und 10°M Glibenclamid und anschlieBende Gabe von DMSO (schwarze Kurve)
bzw. von NS3623 (blaue Kurve); Sdulendiagramm: Kaliumkanal-Blocker induzierte Vorkontraktion in
Abwesenheit von BeKm vor der Gabe von DMSO (weille Sédule) bzw. von NS3623 (schwarze Sé&ule)
(ANOVA mit Messwiederholung bzw. t-Test, n=6)

B: Vorkontraktionen durch eine Kombination von 10°°M DPO-1, 10°M STX, 3 x 10°°M XE991,

3 x 10°M BaClz, 10°M Glibenclamid und 107M IBTX und anschlieBende Gabe von NS3623 in
Anwesenheit von 10’M BeKm (schwarze Kurve) bzw. in Abwesenheit von BeKm (blaue Kurve);
Séulendiagramm: Kaliumkanal-Blocker induzierte Vorkontraktion in Anwesenheit von BeKm (weil3e
Séule) bzw. in Abwesenheit von BeKm (schwarze Saule) (ANOVA mit Messwiederholung bzw. t-Test,

n=15)
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3.5 Beteiligung des Kyv11.1-Kanals an der Methoxamin-induzierten Kontraktion der

A. saphena der Maus nach Blockade einzelner Kaliumkanale

3.5.1 Effekt von BeKm auf die MX-induzierte GefalRkontraktion der A. saphena der

Maus in Anwesenheit von BaCl»

Unter Zuhilfenahme des Kir2-Kanal-Blockers BaCl, wurde die Beteiligung des Kv11.1-
Kanals an der MX-induzierten Gefal3kontraktion nach funktioneller Ausschaltung des
Kir2-Kanals untersucht.

BeKm hatte sowohl allein (Abb. 18A) als auch in Anwesenheit von BaCl. (Abb. 18C)
keinen Effekt auf die MX-induzierte GefalRkontraktion. BaCl> allein verstarkte die MX-
induzierte Gefaltkontraktion (Abb. 18B).
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Abb. 18: Effekt von BeKm auf die MX-induzierte Gefadl3kontraktion der A. saphena der

Maus in Anwesenheit von BaCl»

A: MX=induzierte Kontraktionen in Abwesenheit von Kaliumkanal-aktiven Substanzen (schwarze Kurve)
und in Anwesenheit von 10°M BeKm (blaue Kurve) (ANOVA mit Messwiederholung, n=18)
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B: MX-induzierte Kontraktionen in Abwesenheit von Kaliumkanal-aktiven Substanzen (schwarze Kurve)
und in Anwesenheit von 3 x 10°°M BaCl: (blaue Kurve) (ANOVA mit Messwiederholung, n=18)

C: MX-induzierte Kontraktionen in Anwesenheit von 3 x 10°M BaCl» (schwarze Kurve), und in
Anwesenheit einer Kombination von 3 x 10°°M BaCl. und 10°M BeKm (blaue Kurve) (ANOVA mit

Messwiederholung, n=18)

3.5.2 Effekt von BeKm auf die MX-induzierte GefalRkontraktion der A. saphena der

Maus in Anwesenheit von IBTX

Unter Zuhilfenahme des BKca-Kanal-Blockers IBTX wurde die Beteiligung des Kyv11.1-
Kanals an der MX-induzierten Gefal3kontraktion nach funktioneller Ausschaltung des
BKca-Kanals untersucht.

BeKm hatte sowohl allein (Abb. 19A) als auch in Anwesenheit von IBTX (Abb. 19C)
keinen Effekt auf die MX-induzierte Gefaltkontraktion. IBTX allein verstarkte die MX-
induzierte Gefaltkontraktion (Abb. 19B).
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Abb. 19: Effekt von BeKm auf die MX-induzierte Gefadl3kontraktion der A. saphena der

Maus in Anwesenheit von IBTX
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A: MX=induzierte Kontraktionen in Abwesenheit von Kaliumkanal-aktiven Substanzen (schwarze Kurve)
und in Anwesenheit von 10°M BeKm (blaue Kurve) (ANOVA mit Messwiederholung, n=7)

B: MX=-induzierte Kontraktionen in Abwesenheit von Kaliumkanal-aktiven Substanzen (schwarze Kurve)
und in Anwesenheit von 10°M IBTX (blaue Kurve) (ANOVA mit Messwiederholung, n=7)

C: MX-induzierte Kontraktionen in Anwesenheit von 10”°M IBTX (schwarze Kurve), und in Anwesenheit
einer Kombination von 107M IBTX und 10"M BeKm (blaue Kurve) (ANOVA mit Messwiederholung,
n=7)

3.6 Beteiligung des Kyv11.1-Kanals an der Methoxamin-induzierten Kontraktion der

A. saphena der Maus nach Blockade mehrerer Kaliumkanale

Analog zu den Versuchen am Gefald der Ratte wurden unterschiedliche Kaliumkanal-
Blocker kombiniert, um einen Einfluss von BeKm auf die MX-induzierte Kontraktion
nach vorangegangener Blockade von mehr als einem der anderen Kaliumkanale zu

untersuchen.

3.6.1 Effekt von BeKm auf die MX-induzierte GefalRkontraktion der A. saphena der

Maus in Anwesenheit von IBTX und BaCl,

Unter Zuhilfenahme des BKca-Kanal-Blockers IBTX und des Kir2-Kanal-Blockers
BaCl. wurde die Beteiligung des Kv11.1-Kanals an der MX-induzierten
GefalRkontraktion nach funktioneller Ausschaltung des BKca-Kanals und des Kr2-
Kanals untersucht.

IBTX und BaCl, verstarkten die MX-induzierte Gefallkontraktion (Abb. 20A). BeKm
hatte in Anwesenheit von IBTX und BaCl, keinen Einfluss auf die MX-induzierte
Gefalikontraktion (Abb. 20B).
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Abb. 20: Effekt von BeKm auf die MX-induzierte Gefal3kontraktion der A. saphena der

Maus in Anwesenheit von IBTX und BaCl-

A: MX=induzierte Kontraktionen in Abwesenheit von Kaliumkanal-aktiven Substanzen (schwarze Kurve)
und in Anwesenheit von 10°M IBTX und 3 x 10°M BaCl- (blaue Kurve) (ANOVA mit Messwiederholung,
n=16)

B: MX=-induzierte Kontraktionen in Abwesenheit von Kaliumkanal-aktiven Substanzen (schwarze Kurve)
und in Anwesenheit von 107M IBTX, 3 x 10°°M BaCl> und 10°M BeKm (blaue Kurve) (ANOVA mit

Messwiederholung, n=16)

3.6.2 Effekt von BeKm auf die MX-induzierte GefalRkontraktion der A. saphena der
Maus in Anwesenheit von BaCly, IBTX, DPO-1 und STX

Unter Zuhilfenahme des Kir2-Kanal-Blockers BaCl,, des BKca-Kanal-Blockers IBTX,
des Ky1-Kanal-Blockers DPO-1, sowie des K,2-Kanal-Blockers STX wurde die
Beteiligung des Kv11.1-Kanals an der MX-induzierten GefalRkontraktion nach
funktioneller Ausschaltung des Kir2-Kanals, des BKca-Kanals, des Ky1-Kanals sowie
des K,2-Kanals untersucht.

BaCl,, IBTX, DPO-1 und STX verstarkten die MX-induzierte Kontraktion (Abb. 21A).
BeKm hatte keinen Effekt auf die MX-induzierte Gefallkontraktion in Anwesenheit von
BaCly, IBTX, DPO-1 und STX (Abb. 21B).
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Abb. 21: Effekt von BeKm auf die MX-induzierte Gefal3kontraktion der A. saphena der
Maus in Anwesenheit von BaClz, IBTX, DPO-1 und STX

A: MX=induzierte Kontraktionen in Abwesenheit von Kaliumkanal-aktiven Substanzen (schwarze Kurve)
und in Anwesenheit einer Kombination von 3 x 10°M BaCl., 10°’M IBTX, 10°M DPO-1 und
107M STX (blaue Kurve) (ANOVA mit Messwiederholung, n=14)

B: MX-induzierte Kontraktionen in Anwesenheit einer Kombination von 3 x 10°M BaClz, 10°M IBTX,
10°M DPO-1 und 10°M STX (schwarze Kurve), und in Anwesenheit einer Kombination von

3 x 10°°M BaClz, 10°M IBTX, 10M DPO-1 und 107M STX und 10”"M BeKm (blaue Kurve) (ANOVA mit
Messwiederholung, n=14)

3.6.3 Effekt von BeKm auf die MX-induzierte GefalRkontraktion der A. saphena der
Maus in Anwesenheit von IBTX und XE991

Unter Zuhilfenahme des BKca-Kanal-Blockers IBTX und des Ky7-Kanal-Blockers
XE991 wurde die Beteiligung des Kvy11.1-Kanals an der MX-induzierten
GefalRkontraktion nach funktioneller Ausschaltung des BKca-Kanals und des Ky7-
Kanals untersucht.

IBTX und XE991 verstarkten die MX-induzierte Gefalikontraktion (Abb. 22A). BeKm
hatte in Anwesenheit von IBTX und XE991 keinen Einfluss auf die MX-induzierte
Gefallkontraktion (Abb. 22 B,C).
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Abb. 22: Effekt von BeKm auf die MX-induzierte Gefadl3kontraktion der A. saphena der
Maus in Anwesenheit von IBTX und XE991

A: MX=induzierte Kontraktionen in Abwesenheit von Kaliumkanal-aktiven Substanzen (schwarze Kurve)
und in Anwesenheit einer Kombination von 10°M IBTX und 3 x 10°°M XE991 (blaue Kurve) (ANOVA
mit Messwiederholung, n=11)

B: absolut gemessene MX—-induzierte Kontraktionen in Anwesenheit einer Kombination von 107M IBTX
und 3 x 10°°M XE991 (schwarze Kurve) und in Anwesenheit einer Kombination von 10°M IBTX,

3 x 10M XE991 und 107M BeKm (blaue Kurve) (ANOVA mit Messwiederholung, n=11)
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4 DISKUSSION

4.1 Expression von KCNH-Kanalen in der A. saphena der Ratte

In der vorliegenden Arbeit wurde das Expressionsprofil von KCNH-Kanalen in der A.
saphena der Ratte mittels quantitativer Echtzeit-PCR (QPCR) untersucht.

Unsere Arbeitsgruppe konnte zum ersten Mal Ky11.1-Kanale in einer systemischen
Arterie der Ratte nachweisen. Daruber hinaus konnten wir zeigen, dass Ky11.1-Kanale
die am starksten exprimierten Kaliumkanale aus der KCNH-Familie in der A. saphena
der Ratte sind. Die hohe Expression lasst vermuten, dass der Kanal eine funktionelle
Rolle in glatter GefaBmuskulatur von Arterien einnimmt. Somit eignet sich die A.
saphena der Ratte zur weiteren Untersuchung der Rolle des Ky11.1-Kanals in der

Tonusregulation von Arterien mittels isometrischer Myographie.

4.2 Expression von KCNH-Kanalen in der A. saphena der Maus

Neben dem Expressionsprofil in der Ratte wurde auch das Expressionsprofil von
KCNH-Kanalen in der A. saphena der Maus untersucht. Auch hier konnten wir die
Expression des Ky11.1-Kanals nachweisen. Unsere Ergebnisse zeigen, dass uber die
bloRe Expression des Ky11.1-Kanals in der A. saphena der Maus hinaus der Ky11.1-
Kanal im Vergleich zu allen anderen untersuchten KCNH-Kanalen am starksten
exprimiert wird. Dieses Ergebnis deckt sich mit den Untersuchungen von Barrese et
al., welche in anderen systemischen Arterien der Maus (A. carotis, A. femoralis, Aorta)
nachweisen konnten, dass neben der starken Expression von Ky11.1-Kanalen die
Expression von Ky11.2-Kandlen (KCNH6) und Kvy11.3-Kanalen (KCNH?7)
vernachlassigbar klein war, andere Mitglieder der KCNH-Familie wurden in der Arbeit
nicht untersucht (Barrese et al., 2017).

Auch hier konnte die hohe Expression von Ky11.1-Kanalen bedeuten, dass der Kanal
eine wichtige Rolle in der glatten Muskulatur von Arterien spielt. Daher ist die A.
saphena der Maus ebenfalls ideal, um die Rolle des Ky11.1-Kanals in der

Tonusregulation von Arterien mittels isometrischer Myographie zu erforschen.
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4.3 Wahl der Methode zur Untersuchung der funktionellen Rolle des Ky11.1-Kanals

Die Gefallaktivitat einer Arterie wird in vivo von einer Vielzahl von Faktoren beeinflusst.
Scherkrafte und der transmurale Druck wirken auf die Gefalde ein. Aullerdem spielen
Interaktionen zwischen dem Endothel und der glatten Muskulatur genauso eine Rolle
wie der Einfluss von Hormonen, vaso-aktiven Faktoren aus freien Nervenendigungen
und der Ansammlung von Metaboliten (Schubert, 2005).

Viele dieser Parameter konnen mithilfe der in der vorliegenden Arbeit benutzten
Methode der isometrischen Myographie kontrolliert werden, wodurch die
Untersuchung der Funktion einzelner lonenkanale in vitro ermdglicht wird. Um den
Einfluss auf die Gefaldaktivitat auszuschalten, wurde das Endothel entfernt. Der
spontane Gefaltonus, die myogene Antwort und die Wirkung von Vasokonstriktoren
sind nicht auf das Vorhandensein des Endothels angewiesen (Meininger and Dauvis,
1992).

Da Untersuchungen aus unserer Arbeitsgruppe zeigten, dass die Funktion eines
Kaliumkanals durch einen anderen dominanten Kaliumkanal maskiert werden kann
(Ma et al., 2020; Zavaritskaya et al., 2020), wurden mithilfe von spezifischen
Kaliumkanal-Blockern andere am Membranpotential beteiligte Kaliumkanale
funktionell ausgeschaltet, um einen Effekt des Kv11.1-Kanal-Blockers BeKm auf den
Gefaldtonus zu untersuchen. BeKm ist das Toxin des Skorpions Buthus eupeus und
bindet in der Nahe der Kanalpore, wobei es zur Interaktion mit der S5-
Transmembrandomane kommt. BeKm bindet bevorzugt an geschlossenen Kanalen
(Korolkova et al., 2001; Zhang et al., 2003). Nach Blockade der Kaliumkanale wurde
unter Zuhilfenahme des o1-Adrenorezeptor-Agonisten Methoxamin (MX) in
steigenden Konzentrationen Kontraktionen induziert. Dies ermdglichte es, einen
potentiellen Effekt in einem breiten Bereich des Gefaldtonus zu beobachten.

Auf der anderen Seite wurden Kontraktionen mit Kombinationen aus unterschiedlichen
Kaliumkanal-Blockern induziert, damit anschlieBend der Effekt des Kv11.1-Kanal-
Offners NS3623 in aufsteigenden Konzentrationen auf den GefaRtonus untersucht
werden konnte. Durch die Blockade der Kaliumkanéle sollte einerseits der Effekt von
NS3623 auf den Ky11.1-Kanal demaskiert werden. Andererseits konnte nach
Blockade spezifischer Kaliumkanale die Selektivitat von NS3623 Uberpruft werden.
NS3623 wirkt durch Beeinflussung der Kanal-Kinetik, in dem es zu einer
Rechtsverschiebung der spannungsabhangigen Kanal-Inaktivierung fuhrt. Auf diese

Weise befinden sich bei physiologischen Membranpotentialen mehr Kanale in einem
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aktiven Zustand. Zudem begunstigt NS3623 eine verzdgerte Inaktivierung des Ky11.1-
Kanals (Hansen et al., 2006). Ursprunglich war NS3623 dafur bekannt, als Chlorid-

Kanal-Blocker in Erythrozyten zu wirken (Bennekou et al., 2001).

4.4 Effekt von BeKm auf die MX-induzierte Vorkontraktion der A. saphena der Ratte

Voruntersuchungen aus unserem Labor (Krauth, 2017), sowie die in dieser Arbeit
erhobenen Ergebnisse zeigen, dass durch alleinige Blockade des Ky11.1-Kanals
durch den spezifischen Blocker BeKm keine Verstarkung der MX-induzierten
Kontraktion erreicht werden konnte.

Analog zu unseren Untersuchungen prasentieren sich die Ergebnisse von Barrese et
al., bei denen nach Vorkontraktion der A. carotis und der Aorta der Maus mittels des
a1-Adrenorezeptor-Agonisten Phenylephrin der Kv11.1-Kanal-Blocker Dofetilid keine
Verstarkung der Kontraktion erzielen konnte. Die Arbeitsgruppe argumentierte, dass
unter diesen Bedingungen der Ky11.1-Kanal keine Beteiligung an dem
Membranpotential der untersuchten Arterien habe (Barrese et al., 2017). Neben dieser
Begrindung konnte aber auch als Ursache dieser und unserer Ergebnisse eine
Maskierung des Effekts von BeKm auf den Ky11.1-Kanal durch andere dominante
Kaliumkanale vorliegen, wie es bei analogen Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe
gefunden wurde (Ma et al., 2020; Zavaritskaya et al., 2020).

Es ware also denkbar, dass nach Blockade mehrerer anderer Kaliumkanale ein Effekt
von BeKm auf den Ky11.1-Kanal demaskiert werden konnte. Allerdings ist hier ein
direkter Vergleich zwischen den Ergebnissen von Barrese et al. und den von uns
erhobenen Ergebnissen nur eingeschrankt moglich, da bei Barrese et al. ein anderer
Kv11.1-Kanal-Blocker, ein anderer a1-Adrenorezeptor-Agonist in nur einer
Konzentration und andere systemische Arterien benutzt wurden.

Dass BeKm als Blocker des Ky11.1-Kanals ungeeignet ist, ist aufgrund der Ergebnisse
von Yeung & Greenwood unwahrscheinlich. Sie konnten in ihren Untersuchungen
nachweisen, dass BeKm hoch selektiv fur den Ky11.1-Kanal ist (Yeung and
Greenwood, 2007).
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4.5 Effekt von BeKm auf die MX-induzierte Vorkontraktion der A. saphena der Ratte

nach Blockade einzelner Kalium Kanale

Voruntersuchungen aus unserem Labor untersuchten, ob ein Effekt von BeKm auf die
MX-induzierte Gefalskontraktion nach Ausschaltung einzelner Kaliumkanale wie (i) des
Kir2-Kanals, (ii) des Kv1-Kanals, (iii) des Kv2-Kanals, (iv) des Ky7-Kanals und (v) des
BKca-Kanals demaskiert werden kann. Die einzelne Blockade der genannten
Kaliumkanale war jedoch nicht in der Lage eine Verstarkung der MX-induzierten
Kontraktion durch BeKm zu erreichen (Krauth, 2017).

Nicht untersucht war bislang die Wirkung des TASK-1-Kanal-Blockers AVE1231 und

die Wirkung des Kir6-Kanal-Blockers Glibenclamid fur die Wirkung von BeKm.

46 Effekt von BeKm auf die MX-induzierte Kontraktion nach Blockade mehrerer

Kaliumkanale in der A. saphena der Ratte
4.6.1 Blockade des TASK-1-Kanals und des Kir6-Kanals

Durch die Blockade des TASK-1-Kanals mittels AVE1231 konnte die MX-induzierte
Kontraktion nicht durch BeKm verstarkt werden.

Auch nach Blockade des Kir6-Kanals durch Glibenclamid war kein Effekt von BeKm
auf die MX-induzierte Kontraktion darstellbar.

Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit unseren Voruntersuchungen, bei denen nach
Blockade einzelner Kaliumkanale kein Effekt von BeKm nachweisbar war (Krauth,
2017). Ein Grund daflr kdnnte sein, dass die Blockade einzelner Kaliumkanale nicht
ausreicht, um die funktionelle Rolle des Kv11.1-Kanals sichtbar zu machen. Dies
wulrde bedeuten, dass der Anteil des Kv11.1-Kanals am Membranpotential so gering
ist, dass er moglicherweise nur zur Geltung kommt, wenn mehrere Kaliumkanale zum
gleichen Zeitpunkt funktionell ausgeschaltet werden. Andererseits ware es denkbar,
dass der Ky11.1-Kanal funktionell gar keine Beteiligung am Membranpotential hat.
Auf Grundlage unserer bisherigen Ergebnisse entschieden wir uns dazu mehrere
unterschiedliche Kaliumkanal-Blocker gleichzeitig zu inkubieren, um zu untersuchen,
ob durch die funktionelle Ausschaltung mehrerer Kaliumkanale der Effekt von BeKm

auf den Kv11.1-Kanal demaskiert werden kann.
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4.6.2 Blockade des Kir2-Kanals, des BKca-Kanals, des Ky1-Kanals sowie des Kv2-

Kanals

Nach Blockade des Kir2-Kanals durch BaClz> und des BKca-Kanals durch IBTX hatte
BeKm keinen Einfluss auf die MX-induzierte Gefal3kontraktion.

Nach funktioneller Ausschaltung des Kir2-Kanals durch BaCly, des BKca-Kanals durch
IBTX, des Kv1-Kanals durch DPO-1 sowie des Kv2-Kanals durch STX verstarkte
BeKm die MX-induzierte Vorkontraktion.

Zum einen zeigen diese Ergebnisse zum ersten Mal, dass nach funktioneller
Ausschaltung mehrerer Kaliumkanale die Blockade des Ky11.1-Kanals durch BeKm
Einfluss auf die MX-induzierte GefalRkontraktion hat. Zum anderen wird verdeutlicht,
dass aufgrund der Tatsache, dass es noétig war vier unterschiedliche Kaliumkanal-
Blocker zu benutzen, bis ein Effekt von BeKm sichtbar gemacht werden konnte, darauf
geschlossen werden kann, dass die funktionelle Rolle des Kv11.1-Kanals in der
Tonusregulation von Arterien durch kontraktile Agonisten einen geringen Stellenwert
einnimmt.

Da erst durch die Kombination mehrerer Kaliumkanal-Blocker BeKm einen sichtbaren
Effekt zeigte, muss betont werden, dass diese Ergebnisse nur unter speziellen
Rahmenbedingungen entstanden sind, die nicht die physiologischen Mechanismen in
einer systemischen Arterie darstellen. Dies spricht jedoch nicht gegen eine mdgliche
Beteiligung des Ky11.1-Kanals an pathophysiologischen Prozessen, bei denen
Einfluss auf den Gefaldtonus genommen werden konnte.

Es sind einige Kreislauferkrankungen bekannt, bei denen die Expression von
Kaliumkanalen reduziert ist und eine groRere Rolle des Kv11.1-Kanals denkbar ware.
Beispielsweise wurde eine Downregulation des BKca-Kanals (Yang et al., 2013) und
des Kv7.4-Kanals (Jepps et al., 2011; Zavaritskaya et al., 2013) bei arterieller
Hypertonie beobachtet.

Des Weiteren zeigt sich eine verminderte Expression des BKca-Kanals bei Diabetes

mellitus (Fernandez-Velasco et al., 2014).

4.6.3 Blockade des Ky7-Kanals und des BKcs-Kanals

Nach funktioneller Ausschaltung des Kv7-Kanals durch XE991 und des BKca-Kanals
durch IBTX hatte BeKm keinen Effekt auf die MX-induzierte Vorkontraktion. Auf

Grundlage der zuvor gewonnenen Erkenntnisse, dass der Effekt von BeKm auf den
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Kv11.1-Kanal erst bei gleichzeitiger Blockade mehrerer Kaliumkanale erkennbar wird,
lasst dies den Schluss zu, dass die funktionelle Ausschaltung des BKca-Kanals und
des Kv7-Kanals nicht ausreicht, um den Effekt von BeKm auf die Gefallkontraktion

sichtbar zu machen.

4.7 Beteiligung des Kv11.1-Kanals an der Relaxation der A. saphena der Ratte

4.7.1 Dilatation durch NS3623 nach Blockade mehrerer Kaliumkanale

Voruntersuchungen aus unserem Labor zeigten, dass Ky11.1-Kanal-Offner, wie
NS3623, die Kontraktion abschwachen. Allerdings wurde dieser Effekt nicht durch die
Anwesenheit von Ky11.1-Kanal-Blockern beeinflusst, wodurch nicht sicher war, ob
auch andere Kanale durch den Kyv11.1-Offner aktiviert wurden und dadurch der Effekt
auf den Ky11.1-Kanal durch Offnung anderer Kanale maskierten (Krauth, 2017).

Die Vorkontraktion durch Blockade des BKca-Kanals mittels IBTX, des Kv1-Kanals
mittels DPO-1, des Kv2-Kanals mittels STX, des Kv7-Kanals mittels XE991, des Kir2-
Kanals mittels BaCl,, des Kir6-Kanals mittels Glibenclamid und des Ky11.1-Kanals
mittels BeKm konnte mit NS3623 konzentrationsabhangig abgeschwacht werden.

Die Ergebnisse zeigen, dass NS3623 unabhangig von den geblockten Kaliumkanalen
in hohen Konzentrationen einen Gefal-dilatierenden Effekt besitzt.

Analog hierzu zeigen sich die Ergebnisse von Yeung et al., welche in der Portalvene
der Maus beobachteten, dass nach Gabe des Ky11.1-Kanal-Offners PD-118057 der
erhdhte Kalium-Auswartsstrom durch Ky11.1-Blocker wie Dofetilid und BeKm kaum
beeinflusst wurde. Die Autoren vermuteten als Ursache, dass in der Portalvene der
Maus unterschiedliche Isoformen des Kv11.1-Kanals exprimiert sind, deren
Deaktivierungskinetik sich teilweise unterscheidet und deren Beeinflussung durch
Kv11.1-Kanal-Offner nicht bekannt ist. AuRerdem verwiesen sie auf die
unterschiedliche Gewebs-Expression von Kanal-modifizierenden Proteinen, welche
die Kanalfunktion mit beeinflussen (Yeung and Greenwood, 2007).

Da NS3623 zunachst als Chlorid-Kanal-Blocker in Erythrozyten entdeckt wurde
(Bennekou et al., 2001), kann nicht ausgeschlossen werden, dass die Modulation von
Chlorid-Kanalen durch NS3623 Einfluss auf den Gefalltonus nimmt. Auch die

Beeinflussung anderer lonenkanale kann letztlich nicht ausgeschlossen werden.
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Zwar wurde NS3623 auch als Aktivator von Kv4-Kanalen identifiziert (Calloe et al.,
2016). Diese Isoform konnte allerdings bisher nicht in glatter GefaRmuskulatur

nachgewiesen werden, sodass dies als Ursache der Dilatation unwahrscheinlich ist.

4.7.2 Dilatation durch NS3623 ohne Blockade des BKca-Kanals

Die Kontraktion durch Blockade des Kv1-Kanals mittels DPO-1, des Kv2-Kanals mittels
STX, des Kv7-Kanals mittels XE991, des Kir2-Kanals mittels BaClz, des Kir6-Kanals
mittels Glibenclamid und des Kvy11.1-Kanals mittels BeKm konnte mit NS3623
konzentrationsabhangig abgeschwacht werden. Auf die Blockade des BKca-Kanals
wurde dabei verzichtet. Die Dilatation war in Abwesenheit von IBTX ausgepragter als
in Anwesenheit von IBTX.

Diese Ergebnisse offenbaren zum ersten Mal, dass der Ky11.1-Aktivator NS3623 auch
BKca-Kanale aktiviert, da die Dilatation durch NS3623 in Abwesenheit des BKca-Kanal-
Blockers IBTX starker war als in seiner Anwesenheit. Weil keine anderen Faktoren in
dieser Versuchsreihe verandert wurden, aul3er der Exposition der Gefalle gegenuber
IBTX, kann der zusatzliche dilatierende Effekt nur durch die Wirkung von NS3623 auf
den BKca-Kanal erklart werden. Barrese et al. machten ahnliche Beobachtungen mit
Kv11.1-Kanal-Offnern. Die Gabe der Ky11.1-Offner PD118057 und NS1643 fiihrte in
der A. carotis der Maus zu einem Kalium-Auswartsstrom, der durch Hinzufigen des
BKca-Kanal-Blockers Paxillin aufgehoben wurde (Barrese et al., 2017).

Auf Grundlage unserer Beobachtungen muss daher in zuklnftigen Versuchen
bertcksichtigt werden, dass die Nutzung von NS3623 nicht selektiv fur Ky11.1-Kanale

ist.

4.7.3 Dilatation durch NS3623 ohne Blockade des Ky11.1-Kanals

Die Kontraktion durch Blockade des BKca-Kanals mittels IBTX, des Ky1-Kanals mittels
DPO-1, des Kv2-Kanals mittels STX, des Kv7-Kanals mittels XE991, des Kir2-Kanals
mittels BaCl und des Kir6-Kanals mittels Glibenclamid konnte mit NS3623
konzentrationsabhangig abgeschwacht werden. Auf die Blockade des Ky11.1-Kanals
wurde dabei verzichtet. Die Dilatation war in dieser Versuchsreihe in Abwesenheit des

Kv11.1-Kanal-Blockers BeKm starker als in seiner Anwesenheit.
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Unter den gegebenen Bedingungen wurde zum ersten Mal gezeigt, dass der Ky11.1-
Kanal durch Aktivierung mittels NS3623 in Arterien zu einer Abschwachung der
Vorkontraktion fuhrte.

Dies wurde schon im Vorfeld durch unsere Voruntersuchungen angedeutet. Jedoch
konnte nicht ausgeschlossen werden, dass andere Kaliumkanale durch NS3623
aktiviert werden. Da nun in der vorliegenden Arbeit der BKca-Kanal als weitere
Zielstruktur von NS3623 identifiziert wurde, konnte durch funktionelle Ausschaltung
des BKca-Kanals mittels IBTX der Effekt von NS3623 auf den Kyv11.1-Kanal beobachtet
werden. Zwar ist auch hier ein Einfluss auf die GefalRkontraktion durch Blockierung
von Chloridkanalen mittels NS3623 nicht ausgeschlossen. Allerdings wurde in dieser
Versuchsreihe nur die Funktion des Kv11.1-Kanals durch BeKm beeinflusst, sodass
der gezeigte Effekt eindeutig auf das Vorhandensein von BeKm zurick zu flhren ist.
Jedoch muss auch hier beachtet werden, dass nach Blockade sechs unterschiedlicher
Kaliumkanale keine physiologischen Bedingungen mehr bestehen. Trotz dessen ist
eine Beteiligung in pathophysiologischen Prozessen dadurch nicht ausgeschlossen.
AbschlieRend kann auf Grundlage unserer Ergebnisse NS3623 nicht als selektiver
Offner des Kv11.1-Kanals genutzt werden, da auch als weitere Zielstruktur der BKca-
Kanal gedffnet wird. Zudem induzierte NS3623 trotz Blockade des Kv11.1-Kanals
durch BeKm und des BKca-Kanals mittels IBTX eine Dilatation, was die Vermutung zu
Iasst, dass weitere hier nicht explizit untersuchte Mechanismen von NS3623 bestehen

konnten, die den Gefaltonus beeinflussen.

4.8 Effekt von BeKm auf die MX-induzierte Kontraktion der A. saphena der Maus

nach Blockade einzelner Kaliumkanale
4.8.1 Blockade des Kir2-Kanals und des BKca-Kanals

Nach funktioneller Ausschaltung des Kir2-Kanals mittels BaCl. konnte die MX-
induzierte Kontraktion in der A. saphena der Maus nicht durch BeKm verstarkt werden.
Auch nach Blockade des BKca-Kanals durch IBTX verstarkte BeKm nicht die MX-
induzierte Kontraktion.

Da wir den Effekt von BeKm auf die Kontraktion nach funktioneller Ausschaltung des
Kir2-Kanals oder des BKca-Kanals untersuchten, gingen wir einen Schritt weiter als
Barrese et al., welche einen Kv11.1-Kanal-Blocker als einzigen Blocker benutzten.

Diese Arbeitsgruppe untersuchte den Effekt des Kv11.1-Kanal-Blockers Dofetilid (i) auf
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den Ruhetonus der A. carotis der Maus und (ii) auf die mittels des a1-Adrenorezeptor-
Agonisten Phenylephrin induzierte Kontraktion der A. carotis und der Aorta der Maus.
In keiner Versuchsreihe war Dofetilid in der Lage den Gefal3tonus zu andern (Barrese
et al., 2017).

Da in unserer Versuchsreihe auch nach Blockade eines weiteren Kaliumkanals kein
Effekt erkennbar war, lasst sich daraus schlussfolgern, dass auf der einen Seite der
Kv11.1-Kanal in der A. saphena der Maus eine geringe funktionelle Rolle spielen
konnte, sodass wohlmaoglich eine Verstarkung der Kontraktion durch BeKm erst nach
gleichzeitiger Blockade mehrerer Kaliumkanadle auftreten konnte. Eine &ahnliche
Beobachtung wurde schon in der vorliegenden Arbeit gemacht, als erst nach Blockade
von vier unterschiedlichen Kaliumkanalen BeKm in der Lage war, die Kontraktion der
A. saphena der Ratte zu verstarken. Ein ahnliches Phanomen ware in der A. saphena
der Maus damit durchaus denkbar.

Auf der anderen Seite kdnnten die Ergebnisse ein Hinweis dafir sein, dass der Ky11.1-
Kanal gar keine funktionelle Rolle in der Regulation des Gefaltonus in der A. saphena
der Maus spielt. Um diese beiden Vermutungen genauer zu Uberprifen, entschieden
wir uns dazu den Effekt von BeKm auf die Kontraktion nach Blockade mehrerer

Kaliumkanale zu untersuchen.

49 Effekt von BeKm auf die MX-induzierte Kontraktion nach Blockade mehrerer

Kaliumkanale in der A. saphena der Maus

Nach funktioneller Ausschaltung des BKcae-Kanals mittels IBTX und des Kv7-Kanals
mittels XE991 hatte BeKm keinen Effekt auf die MX-induzierte Kontraktion.

Nach Blockade des BKca-Kanals mittels IBTX und des Kir2-Kanals mittels BaCl:
konnte BeKm ebenfalls die MX-induzierte Gefallkontraktion nicht verstarken. Daher
kombinierten wir in einer weiteren Versuchsreihe den Kir2-Kanal-Blocker BaClz, den
BKca-Kanal-Blocker IBTX, den Ky1-Kanal-Blocker DPO-1, sowie den Ky2-Kanal-
Blocker STX und untersuchten den Effekt von BeKm auf die MX-induzierte Kontraktion
nach funktioneller Ausschaltung der genannten Kaliumkanale. Diese Kombination
demaskierte einen Effekt von BeKm auf die Vorkontraktion in der A. saphena der Ratte.
Jedoch war in dieser Konstellation BeKm nicht in der Lage, die Kontraktion der A.

saphena der Maus zu verstarken.
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Unsere Untersuchungen zeigen, dass auch nach gleichzeitiger Blockade mehrerer
Kaliumkanale kein Effekt von BeKm auf den Gefaldtonus in der A. saphena der Maus
gezeigt werden kann. Somit scheint der Kv11.1-Kanal keine relevante Rolle in der

Tonusregulation in der A. saphena der Maus zu spielen.

4.10 Schlussfolgerung

Unsere Untersuchungen ergaben, dass der Ky11.1-Kanal sowohl in der A. saphena
der Ratte als auch der Maus exprimiert wird und dort das am haufigsten vorkommende
Mitglied der KCNH-Familie bildet. Die starke Expression lasst die Vermutung zu, dass
der Kv11.1-Kanal eine zu beachtende Funktion innerhalb der glatten GefaRmuskulatur
spielt.

In der A. saphena der Ratte konnte erst dann ein kontraktiler Effekt von BeKm auf die
MX-induzierte GefalRkontraktion beobachtet werden, nachdem vier weitere
Kaliumkanale gleichzeitig durch spezifische Blocker funktionell ausgeschaltet wurden.
Ein Effekt von BeKm in der A. saphena der Maus war auch nach Blockade mehrerer
Kaliumkanale nicht nachweisbar.

Die Untersuchungen deuten darauf hin, dass der Ky11.1-Kanal zumindest in
systemischen Arterien der Maus keine funktionelle Rolle in der Tonusregulation
einnimmt und in systemischen Arterien der Ratte, wenn Uberhaupt, nur eine geringe
Rolle fur die Regulation des Membranpotentials spielt, da die Ergebnisse unter
unphysiologischen Bedingungen erhoben wurden.

Zwar konnten wir feststellen, dass nach Blockade mehrerer Kaliumkanale NS3623 in
der Lage war, in der A. saphena der Ratte eine Gefaldilatation zu induzieren.

Jedoch waren auch hier die gegebenen Bedingungen aufgrund der Blockade anderer
Kaliumkanale unphysiologisch. Dies spricht ebenfalls fur eine sehr geringe Beteiligung
des Kv11.1-Kanals an der Regulation des Membranpotentials in systemischen Arterien
der Ratte. Allerdings bleibt denkbar, dass pathophysiologische Mechanismen

existieren, in denen der Ky11.1-Kanal Einfluss auf den Gefafldtonus nimmt.

Offen bleibt die Frage, welche Funktion der Ky11.1-Kanal in systemischen Arterien der
Maus sowie der Ratte einnimmt. Barrese et al. beobachteten, dass durch Blockade
des Kv11.1-Kanals in Zellkulturen mit glatter Gefallmuskulatur der Maus die

Proliferationsrate abnahm. Auf der anderen Seite konnte durch Offnung des Kanals
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die Proliferationsrate gesteigert werden. Die gleichzeitige Gabe von Blocker und Offner
I6schte die Effekte gegenseitig aus (Barrese et al., 2017).

Wie zuvor beschrieben ist der Kv-11.1-Kanal wesentlich in der Tonusregulation und
Stabilisierung des Membranpotentials glatter Muskulatur einiger Organe beteiligt,
darunter u.a. im Osophagus (Akbarali et al., 1999), Magen (Ohya et al., 2002a),
Jejunum (Lillich et al., 2003), Gallenblase (Parr et al., 2003) und Myometrium
(Greenwood et al., 2009).

Der Kv11.1-Kanal spielt aul3erdem in diversen Prozessen der Onkogenese eine Rolle,
darunter auch in der Angiogenese (Pardo and Stuhmer, 2014). Daher scheint die Rolle
des Kv11.1-Kanals in Arterien mehr im Bereich der Zellregulation zu liegen. Eine Rolle
in der Tonusregulation von systemischen Arterien scheint zumindest unter
physiologischen Bedingungen unwahrscheinlich zu sein.

Zukunftige Untersuchungen sollten daher ihren Fokus auf die Beteiligung des Ky11.1-
Kanals an der Zellproliferation in systemischen Arterien richten, da eine Rolle in der

Regulation des Gefaldtonus als gering zu betrachten ist.
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Zusammenfassung

5 ZUSAMMENFASSUNG

Durch Kontraktion und Relaxation spielen systemische Arterien eine entscheidende
Rolle in der Regulation von GefalRwiderstand und Blutdruck. Wesentlich daran beteiligt
sind die in der glatten GefaRmuskulatur vorkommenden Kaliumkanale, die durch ihre
spezifische Kinetik den Gefaltitonus modulieren und das Membranpotential regulieren.
Zu den funf Gruppen in glatter Gefallmuskulatur vorkommenden Kaliumkanalen
zahlen auch spannungsabhangige Kaliumkanale. Einen Vertreter dieser Gruppe stellt
der zur KCNH-Gen-Familie gehdrende K.11.1-Kanal dar, welcher schon in einer
Vielzahl von Organen mit glatter Muskulatur nachgewiesen werden konnte, wie unter
anderem im Osophagus, Portalvene, Gallenblase und Uterus, und welcher dort einen
entscheidenden Einfluss auf die Repolarisation des Membranpotentials nimmt. Bislang
ist die Rolle des Ky11.1-Kanals in glatter GefaBRmuskulatur von Arterien kaum bekannt.
Voruntersuchungen aus unserem Labor konnten durch Blockade des K,11.1-Kanals
allein oder nach funktioneller Ausschaltung einzelner weiterer Kaliumkanale keinen
Effekt auf den GefalRtonus beobachten. Nicht untersucht war bisher eine mogliche
Maskierung des Effektes durch andere an der Repolarisation beteiligter Kaliumkanale.
Daher untersucht die vorliegende Arbeit die Hypothese, dass der Ky11.1-Kanal eine
Rolle in der Kontraktilitat glatter GefalRmuskulatur nach Blockade von dominierenden
Kaliumkanalen in Arterien des grof3en Kreislaufs spielt.

In der vorliegenden Arbeit wurde die A. saphena von mannlichen Wistarratten sowie
mannlichen und weiblichen, nicht geschlechtsreifen C57BL/6Jrj-Mausen isoliert. Durch
Nutzung eines Multi-Wire-Myographen wurde der Effekt des K,11.1-Kanal-Blockers
BeKm auf die Methoxamin-induzierte Gefal3kontraktion alleine und nach Ausschaltung
mehrerer an der Repolarisation beteiligter Kaliumkanale untersucht. Weiterhin wurde
der Effekt des Ky11.1-Kanal-Aktivators NS3623 auf eine zuvor durch die Blockade
mehrerer an der Repolarisation beteiligter Kaliumkanale induzierte Gefal3kontraktion
untersucht. Mittels gPCR wurde das Expressionsmuster von KCNH-Kanalen in der A.
saphena der Ratte und der Maus analysiert.

Die Ergebnisse zeigen, dass sowohl in der A. saphena der Ratte, als auch der Maus
der Ky11.1-Kanal den am starksten exprimierten Kanal aus der KCNH-Gruppe
darstellt. Die Untersuchungen an der A. saphena der Ratte zeigten, dass nach
Blockade nur des TASK-1-Kanals mittels AVE1231, oder des Kir6-Kanals mittels

Glibenclamid, sowie nach Gabe der Kombination des Kir2-Kanal-Blockers BaCl, und
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des BKca-Kanal-Blockers IBTX, sowie nach Gabe der Kombination von IBTX und des
Kv7-Kanal-Blockers XE991 BeKm nicht in der Lage war, die Methoxamin-induzierte
Gefalikontraktion zu verstarken. Nach gleichzeitiger Gabe von BaCl,, IBTX, des Ky1-
Kanal-Blockers DPO-1, sowie des K,2-Kanal-Blockers STX konnte BeKm die
Methoxamin-induzierte Gefal3kontraktion verstarken. Nach durch eine Kombination
von IBTX, DPO-1, STX, XE991, BaCly, Glibenclamid und BeKm induzierter
Gefalikontraktion hatte NS3623 einen dilatierenden Effekt. Der dilatierende Effekt von
NS3623 war bei Abwesenheit von IBTX im Blockermix starker. Die Dilatation war bei
Anwesenheit von BeKm im Blockermix schwacher. In der A. saphena der Maus war
BeKm sowohl alleine, als auch nach Gabe von BaClz oder IBTX, nach Gabe von BaCl;
zusammen mit IBTX, nach Gabe von BaClz, IBTX, DPO-1 und STX und nach Gabe
von IBTX und XE991 nicht in der Lage, die Methoxamin-induzierte GefalRkontraktion
zu verstarken.

Unsere Ergebnisse zeigen, dass der Ky11.1-Kanal den am starksten exprimierten
Kanal aus der KCNH-Familie in systemischen Arterien der Ratte und Maus darstellt,
was auf eine wichtige funktionelle Rolle in glatter Gefalimuskulatur schlielen Iasst.
Der Einfluss auf den Gefaldtonus scheint jedoch sehr begrenzt zu sein, da in der A.
saphena der Ratte erst nach Blockade von vier weiteren an der Repolarisation
beteiligter Kaliumkanale ein Effekt von BeKm auf den Gefaldtonus beobachtet werden
konnte. Diese Beobachtung konnte in der A. saphena der Maus nicht gemacht werden.
Die Ergebnisse schlieRen jedoch eine Beteiligung an mit einer Reduktion der
Expression von Kaliumkanalen einhergehenden pathophysiologischen Prozessen
nicht aus. Zudem konnte die vorliegende Arbeit nachweisen, dass NS3623 nicht
spezifisch fir den Ky11.1-Kanal ist und damit nicht als selektiver Offner genutzt werden

kann.
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