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Oz OSSR Intrazellulare Calciumkonzentration
A e e aaaaaaaaa Adenylatzyklase
AT P e Adenosintriphosphat
ATPASE. ... Adenosintriphosphatase
AVE1231 ..2-(butylsulfonylamino)-N-[(1R)-1-(6-methoxypyridin-3-yl)propyl]benzamide
7= Bariumchlorid
BKca woooeeieeeeee Calcium-aktivierte Kaliumkanale mit hoher Leitfahigkeit
CAMP . cyklisches Adenosinmonophosphat
CGOMP ... cyklisches Guanosinmonophosphat
GO Kohlenstoffmonoxid
DP O - Diphenyl phosphine oxide-1
DWK . Konzentrations-Wirkungsbeziehung
ENOS.....oo endotheliale Stickstoffmonoxid-Synthase
] S Glibenclamid
I SRR Guanosintriphosphat
H2O 2 e Wasserstoffperoxid
T Schwefelwasserstoff
HEPES ..., 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsaure
1= 2 15 Iberiotoxin
R Inositoltrisphosphat
K2P e Zweiporen-Domanen Kaliumkanale
K AT et ATP-sensitive Kaliumkanale
S Kaliumchlorid
KV, spannungsabhangige Kaliumkanale
MLCK e Myosin-Leichte-Ketten-Kinase
MLCP e Myosin-Leichte-Ketten-Phosphatase
P et e e e e eeeeeea Membranpotential
N Stickstoffmonoxid
ODQ e 1H-[1,2,4]oxadiazolo[4,3-a]quinoxalin-1-one
PlIP2 . Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat
P A et Proteinkinase A
P e e e Proteinkinase C
PR G . Proteinkinase G
P Phospholipase C
R Ruhemembranpotential
SERCA......oie, Calcium-ATPase des sarkoplasmatischen Retikulums
SGC e I6sliche Guanylatzyklase
SN P e Natrium-Nitroprussid
0 1D G Stromatoxin
TRPC-Kanal .........cccoovvviiiiiiiiiieeeeieeee, Transient receptor potential canonical Kanal
VOC... e spannungsabhangiger Calciumkanal vom L-Typ
XEQOT ... 10,10-bis(4-Pyridinyl-methyl)-9(10H)-anthracenonedihydrochlorid
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Einleitung

1 EINLEITUNG
1.1 Herz-Kreislauf-System

Die arteriellen und vendsen Blutgefalie bilden in ihrer Gesamtheit ein geschlossenes
Roéhrensystem, in dem das vom Herzen angetriebene Blut unidirektional fliet. Der
linke Ventrikel wirft das Blut in den groflen Kreislauf aus. Die grof3en herznahen
Arterien zweigen sich in lhrem Verlauf immer weiter auf bis schlief3lich in der Peripherie
die verschiedensten Gewebe zum Stoff- und Gasaustausch erreicht werden.

Uber das vendse System erfolgt der Riickfluss des Blutes aus der Peripherie zum
rechten Herzen. Diesem nachgeschaltet ist der Gasaustausch in der Lunge.

Schlie3lich wird erneut das linke Herz erreicht und der Blutkreislauf beginnt erneut.

In seiner Gesamtheit stellt das Herz-Kreislauf-System das zentrale Transportsystem
des Organismus dar, welches samtliche Organe bedarfsorientiert versorgt und somit
normalerweise den elementaren Stoffwechselbedarf jeder einzelnen Zelle deckt.

Hierzu erfolgt die Zufuhr von Sauerstoff sowie diverser Substrate fir den Energie-
stoffwechsel. Gleichzeitig erfolgt die Abfuhr von Stoffwechselendprodukten,
Kohlenstoffdioxid (COz2) sowie der aus den Stoffwechselprozessen entstandenen
Warme. Die Feinregulation des Stoffwechsels erfolgt hierbei Uber die Verteilung von
molekularen Signalstoffen und Enzymen (Kummer und Welsch, 2014). Ebenso ist das

Herz-Kreislauf-System in die Thermoregulation sowie die Blutstillung involviert.

Der Transport der zuvor beschriebenen Substanzen erfolgt mit der Blutstromung durch
das Roéhrensystem und wird als Konvektion bezeichnet. Das Blut flie3t entlang eines
Druckgradienten (Perfusionsdruck) durch das GefalRsystem. Treibende Kraft ist das
Herz, welches als muskuldres Hohlorgan durch seine Pumpfunktion einen Druck-
gradienten von ca. 100 mmHg zwischen Aorta und den gro3en herznahen Venen

erzeugt (Rettig und Kuschinsky, 2013).

In der Peripherie wird dieser Perfusionsdruck durch kleine Arterien und Arteriolen, die
WiderstandsgefaRe der Organe, gedrosselt. Uber diese regionalen Stréomungs-

widerstande erfolgt die bedarfsgerechte Verteilung des Herzzeitvolumens. Die glatte
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Gefallmuskulatur und ihr Kontraktionsverhalten sind hierfur von essenzieller
Bedeutung (Guyton, 1981).
Der eigentliche Stoffaustausch zwischen Blut und den Endorganen bzw. Geweben

findet im Bereich der Kapillaren und postkapillaren Venolen statt.

1.1.1 Aufbau der Arterien

Die arterielle GefalRwand zeigt wie die meisten GefalRe des Herz-Kreislauf-Systems
histologisch einen dreischichtigen Wandaufbau (Abb. 1) (Borysenko und Beringer,
1984; Pugsley und Tabrizchi, 2000).

Die Grenzflache zum Blut wird von der Tunica intima (Intima) gebildet. Diese innerste
und dinnste Schicht besteht aus einschichtigem Endothel, welches einer diinnen
Bindegewebeschicht aufsitzt, die ihr Flexibilitat aber auch Stabilitat verleint. Neben
einer Barrierefunktion nimmt diese Schicht Einfluss auf die lokale Blutgerinnung wie
auch Thrombolyse, beeinflusst den vaskularen Tonus durch Interaktion mit den glatten
Muskelzellen und reguliert in den Kapillaren auf Basis einer selektiven Permeabilitat
der Endothelzellen sowohl den Stoff- als auch Gasaustausch zwischen dem intra- und
extravasalen Raum. Sie ist ebenso in Entzindungs- wie auch immunologische
Prozesse eingebunden (Pugsley und Tabrizchi, 2000).

Mit der Membrana elastica interna schlief3t sich eine kraftige Lamelle elastischer
Fasern an, der Lagen ringférmig angeordneter glatter Gefalimuskelzellen folgen.
Diese Muskelschicht wird als Tunica media (Media) bezeichnet. In Abhangigkeit vom
Typ und Lokalisation der Arterien befinden sich die glatten GefaBmuskelzellen in einer
Matrix aus elastischen und zirkularen Fasern und die Anzahl an Muskelschichten
variiert stark (Kummer und Welsch, 2014; Pugsley und Tabrizchi, 2000).

Die glatten Muskelzellen sind autonom nerval innerviert und werden von vasoaktiven
Hormonen, Autakoiden und von mechanischer Krafteinwirkung beeinflusst (Webb,
2003). Der aus diesen Einflussen resultierende Gefalitonus bestimmt den peripheren
Gefalwiderstand und stellt den wichtigsten Regulationsmechanismus des Kreislauf-
systems dar (Guyton, 1981).

Einer erneuten Schicht strukturell unterstutzender elastischer Fasern, der Membrana
elastica externa, folgt die dulRerste Begrenzung der Arterienwand. Diese wird von der
Tunica externa (Adventitia) gebildet. Diese Schicht besteht aus elastischen Fasern und
kraftigen Kollagenfasern. Sie verankert die BlutgefaRe im umgebenden Bindegewebe
und enthalt, vor allem bei Arteriolen, sensorische und vegetative Nervenfasern zur

Regulation des vaskularen Tonus.
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GroRere Arterien enthalten zudem zur eigenen Sauer- und Nahrstoffversorgung
eigene kleine Blutgefalle, die Vasa vasorum (Kummer und Welsch, 2014; Pugsley und

Tabrizchi, 2000). Kleinere Gefalle werden hingegen mittels Diffusion versorgt.

Tunica media

Tunica externa Tunica intima

L L./

Glatte

Endothel
Gefallmuskulatur
Membrana
elastica externa Membrana

elasticainterna

Abbildung 1: Aufbau Arterienwand (modifiziert nach
https.//upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/thumb/c/c8/Blausen_0055_ArteryWallStructure.png/600px-
Blausen_0055_ArteryWallStructure.png, letzter Zugriff 16.08.2022 um 16:45 Uhr)

Zur Bewegung groRerer Blutvolumina sind die Aorta und die grofen herznahen
Arterien vom elastischen Typus speziell organisiert. Sie weisen in ihrer Tunica media
neben glatten GefalBmuskelzellen ein komplexes System aus elastischen Lamellen
und Fasern auf.

In ihrer Gesamtheit bilden diese Gefalle einen physiologischen Windkessel aus, der
den diskontinuierlichen Blutauswurf des linken Ventrikels in der Systole durch eine
temporare Dehnung der GefalRwande und Abgabe des gespeicherten Volumens in der
Diastole in eine homogenere Stromung umwandelt (Pugsley und Tabrizchi, 2000;
Rettig und Kuschinsky, 2013).
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Die kleinen Arterien vom muskularen Typus sind im Herz-Kreislauf-System deutlich
haufiger vertreten. Sie sind organnah lokalisiert und bestehen aus zahlreichen
Schichten dicht gepackter und Uberwiegend konzentrisch angeordneter glatter
GefalBmuskulatur. Inr Wandaufbau zeigt sich sehr variabel, reprasentiert die lokalen
physiologischen Besonderheiten und korreliert mit dem Blutdruck. Zusammen mit den
Arteriolen nehmen sie als Widerstandsgefalde Einfluss auf die Verteilung des
Herzzeitvolumens und regulieren Uber Vasokonstriktion und -dilatation die Durch-
blutung des nachgeschalteten Gefaldgebiets (Pugsley und Tabrizchi, 2000; Rettig und
Kuschinsky, 2013). Der vaskulare Tonus wird hierbei Uber die Kontraktion und

Relaxation der glatten GefalRmuskelzellen reguliert.

1.2 Glatte GefalRmuskulatur

Die glatte GefaBmuskulatur der Tunica media stellt die kontraktile Komponente der
Blutgefal’e dar und besteht aus Schichten und Bindeln zirkular angeordneter glatter
Muskelzellen, welche in einer Matrix aus dehnbaren elastischen Fasern und wenig
dehnbaren kollagenen Fasern eingebettet sind (Pfitzer und Hescheler, 2013).
Innerviert wird die Gefalimuskulatur von vegetativen Nervenfasern. Sie reagiert zudem
auf mechanische Reize, Neurotransmitter und vasoaktive Gewebshormone (Webb,
2003). Die glatte Gefalmuskulatur vermittelt relativ trage Kontraktionen, ermidet
hierbei jedoch nur langsam, so dass ein Muskeltonus Uber lange Zeit konstant
aufrechterhalten werden kann.
Elektronenmikroskopisch zeigen sich die einzelnen Muskelzellen homogen, ohne
markante Querstreifung mit zentral gelegenem Zellkern. Das Zytoskelett besteht aus
den beiden Intermediarfilamenten Desmin und Vimentin. Die Vernetzung erfolgt Gber
Dense Bodies und Dense Bands. Uber Letztere erfolgt zugleich die mechanische
Verknupfung der glatten Muskelzellen untereinander (Pfitzer und Hescheler, 2013;
Welsch und Deller, 2014).
Die Mikrosakromere des kontraktilen Apparates bestehen aus dicken und dinnen
Proteinfilamenten. Ihre Verteilung im Zytoplasma variiert. Komplexe aus Aktin mit den
angelagerten Regulatorproteinen Caldesmon, Calponin und Tropomyosin werden den
dinnen Proteinfilamenten zugeordnet. Diese inserieren am Zytoskelett. Die dicken
Proteinfilamente werden von Myosin |l gebildet. Dieses setzt sich aus zwei identischen
schweren Ketten zusammen, welche jeweils mit Myosinkopfchen enden. An diesen
5
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Koépfchen bindet je eine regulatorische und eine katalytische leichte Kette (Pfitzer und
Hescheler, 2013). Ebenso sind sie Bindungsstelle der Aktinfilamente fur die Interaktion
zwischen den Myofilamenten. Das Verhaltnis zwischen Aktin- zu Myosinfilamenten
betragt circa 18:1 (Bulbring et al., 1981). Das fur die Kontraktion essenzielle Calcium
wird im Zytoplasma im sarkoplasmatischen Retikulum gespeichert. Die Freisetzung
erfolgt als Antwort auf die Einwirkung von Neurotransmittern, Gewebshormonen sowie

Dehnung der glatten Muskelzellen.

Es werden zwei Funktions- bzw. Erregungstypen glattmuskularer Zellverbande
unterschieden:

Beim Single-Unit-Typ ist der Zellverband bestehend aus vielen Einzelzellen mittels
vieler Gap Junctions elektrisch gekoppelt und kontrahiert daher als funktionelle Einheit.
Dieses funktionelle Synzytium wird vor allem Uber Schrittmacherzellen erregt. Die
daraus resultierende Kontraktionskraft wird durch das vegetative Nervensystem
moduliert (Pfitzer und Hescheler, 2013).

Beim Multi-Unit-Typ erfolgt eine direkte Innervation mehrerer Kontraktionseinheiten
Uber einen vegetativen Nerv des autonomen Nervensystems — die Einzelzellen des
Zellverbands sind elektrisch weitestgehend voneinander getrennt. Bei diesem Typus
sind Kontraktionen auch nur einzelner Zellen moglich.

Die glatte Gefalmuskulatur zeigt in ihrer Gesamtheit eine Mischung dieser beiden
Typen. Die Auspragung der vegetativen Innervationsdichte und der elektrischen
Kopplung variiert stark und spiegelt sich in einem organtypischen Kontraktionsmuster
wider (Kummer und Welsch, 2014).

1.2.1 Kontraktionsmechanismen der glatten Muskelzelle

Die Aktivierung von glatten GefaBmuskelzellen stellt einen komplexen Prozess von
Signalkaskaden dar. Sie beruht einerseits auf der Depolarisation der Zellmembran
durch mechanische Dehnung, Druck oder durch Schrittmacherzellen, wird ebenso
durch Neurotransmitter wie Acetylcholin, Noradrenalin oder auch auto- bzw. parakrin
durch Gewebshormone wie Serotonin und Histamin vermittelt (Webb, 2003; Welsch
und Deller, 2014). Am Ende dieser vielzahligen Regulationsmechanismen steht in der
Regel die Erh6hung der intrazellularen Calciumkonzentration mit konsekutivem Ablauf

des Querbruckenzyklus.
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Die Kontraktion wird hierbei durch die Interaktion der Aktin- und Myosinfilamente der
Mikrosakromere vermittelt und energetisch durch die katalytische Aktivitat der Myosin-
ATPase unterhalten (Webb, 2003).

Die Depolarisation induziert die Offnung spannungsabhangiger Calciumkanale
vorwiegend vom L-Typ der glattmuskularen Zellemembran (Martinsen et al., 2014).
Konzentrationsabhangig erfolgt ein Einstrom von Calciumionen in die glatte
GefalRmuskelzelle (Khalil et al., 1987). Dieser intrazellulare Konzentrationsanstieg von
Calcium triggert nachfolgend die calciumabhangige Freisetzung von Calcium aus dem
sarkoplasmatischen Retikulum in dem die Bindung an Ryanodinrezeptoren erfolgt.
Ryanodinrezeptoren sind ihrerseits calciumaktivierbare Calciumkanale in den Wanden
des sarkoplasmatischem Retikulums. Neben einem Sensor fir Calcium enthalten sie
zur Regulation diverse Bindungsstellen fur interagierende Molekile und kdnnen

zudem uber Phosphorylierungen reguliert werden (Tykocki et al., 2017a; Webb, 2003).

Jeweils vier Calciumionen binden im Zytoplasma an das Protein Calmodulin. Uber eine
Konformationsanderung entsteht der regulatorische Calcium-Calmodulin-Komplex.
Dieser bindet bei hoher intrazellularer Calciumkonzentration an den Ryanodinrezeptor
und inhibiert diesen. Im Sinne eines negativen Feedback-Mechanismus wird somit die
weitere Freisetzung von Calcium gedrosselt (Tykocki et al., 2017a).

Ebenso erfolgt die Interaktion des Calcium-Calmodulin-Komplexes mit dem Protein
Caldesmon, welches seinerseits Teil des regulatorischen Tropomyosin-Caldesmon-
Komplexes ist. Dieser Komplex ist am Aktinfilament angelagert, blockiert dort die
Myosinbindungsstelle und hemmt auf3erdem die katalytische Aktivitat der Myosin-
ATPase.

Durch die Interaktion zwischen diesen regulatorischen Komplexen wird die Bindungs-
stelle freigelegt und die katalytische Aktivitat in den Myosinképfchen enthemmt. Fur
das Letztgenannte aktiviert der Calcium-Calmodulin-Komplex das Enzym Myosin-
Leichte-Ketten-Kinase mit konsekutiver Phosphorylierung der regulatorischen leichten
Kette des Myosins, wodurch die Interaktion zwischen den Myofilamenten Aktin und
Myosin — der Querbrickenzyklus — ermoglicht wird (Pfitzer und Hescheler, 2013;
Webb, 2003).

Neben dieser elektromechanischen Ankopplung ist auch eine pharmakomechanische

Ankopplung mdglich, die ihrerseits eine calciumabhangige Kontraktion auslost. Sie
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zeigt sich unabhangig vom anliegenden Membranpotential und basiert auf einer
Liganden-vermittelten Aktivierung von membranstandigen Calciumkanalen. Daneben

bestehen auch calciumunabhangige Signalwege mit kontraktionsférdernder Wirkung.

Nach Aktivierung der rezeptorabhangigen Kanale, direkt oder uber G-Proteine
vermittelt, erfolgt ein konzentrationsabhangiger Einstrom von Calcium in das Zell-
innere. Dieser Anstieg induziert die zuvor beschriebenen Signalkaskaden und initiiert
ebenfalls den Querbrickenzyklus (Khalil et al., 1987; Webb, 2003).

Die endogenen Katecholamine Adrenalin und Noradrenalin sowie das exogene
Katecholamin Methoxamin binden hochselektiv und mit grolRer Affinitat an den
membranstandigen a1-Adrenorezeptoren. Die Liganden Angiotensin Il und Endothelin
binden ebenso an membranstandige G-Protein-gekoppelte Rezeptoren.
G-Protein-vermittelt wird die Phospholipase C (PLC) aktiviert, welche das Membran-
phospholipid Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP2) in die beiden Spaltprodukte
Inositoltrisphosphat (IP3) und Diacylglycerol (DAG) hydrolysiert. Der aus dieser
Hydrolyse hervorgehende Second Messenger Inositoltrisphosphat (IP3) bindet an
seinen zugehorigen Rezeptor des sarkoplasmatischen Retikulums, welcher als
Calciumkanal wiederum Calcium nach intrazellular freisetzt.

Der gleichermalien entstandene Second Messenger Diacylglycerol aktiviert in
Zusammenspiel mit Calcium die Proteinkinase C (PKC), die ihrerseits Uber die
Phosphorylierung der kontraktionshemmenden Myosin-Leichte-Ketten-Phosphatase
(MLCP) sowie der Calciumkanale vom L-Typ kontraktionsfordernd wirkt. Zudem
werden ligandengesteuerte Kationenkanale (TRPC-Kanal) in der Zellmembran der
glatten Muskelzelle gedffnet (Tykocki et al., 2017a; Webb, 2003).

Der Tonus der glatten Gefalmuskulatur steht in direkter Abhangigkeit zum Grad der
Phosphorylierung der regulatorischen leichten Kette der Myosinfilamente und wird
uber zwei Enzyme reguliert (Webb, 2003):

Wahrend die Myosin-Leichte-Ketten-Kinase (MLCK) die Calcium-Sensitivitat des
kontraktilen Apparats reguliert und durch die Phosphorylierung der leichten
Myosinkette den Querbruckenzyklus und damit die Kontraktion der glatten
Gefallmuskelzelle aktiviert, ist die Myosin-Leichte-Ketten-Phosphatase (MLCP) als
Antagonist via Dephosphorylierung an der Relaxation der glatten Muskulatur beteiligt.

Entsprechend wirkt eine Inhibierung Letzterer kontraktionsfordernd.
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Dies ist neben der Phosphorylierung durch die Proteinkinase C (PKC) - nach
Aktivierung durch Calcium und Diacylglycerol (DAG) - auch calciumunabhangig durch
Bindung von Liganden (z.B. Angiotensin II) an G-Protein-gekoppelte Rezeptoren
moglich. Das G-Protein RhoA aktiviert die Rho-Kinase, in dessen Folge wird die
Myosin-Leichte-Ketten-Phosphatase (MLCP) calciumunabhangig phosphoryliert. Eine
Bindung an die leichte Kette des Myosins und damit deren Dephosphorylierung wird
verhindert und in Folge dessen wird indirekt die Kontraktion geférdert (Webb, 2003).

Am Ende der elektromechanischen sowie der calciumabhangigen und -unabhangigen
pharmakomechanischen Signalkaskaden steht immer der Querbrickenzyklus als
eigentlicher Mechanismus der Kraftentwicklung der glatten Gefalmuskulatur.

Die Kontraktion resultiert aus dem Vorubergleiten der Aktin- und Myosinfilamente mit
konsekutiv zunehmender Uberlappung der Myofilamente und entsprechender
Verkirzung der glatten Muskelzellen. Dieser Vorgang basiert auf der zyklischen
Ausbildung von Querbriicken zwischen den aktivierten Myosinkdpfchen und ihren
benachbarten Aktinfilamenten.

Energetisch wird der Querbrickenzyklus durch die Aktivitat der Myosin-ATPase
unterhalten (Pfitzer und Hescheler, 2013; Webb, 2003).

1.2.2 Relaxationsmechanismen der glatten Muskelzelle

Die Relaxation der glatten Gefalmuskulatur kann wie die Kontraktion Uber
verschiedene Signalwege initiiert werden und basiert neben der Senkung der
intrazellularen Calciumkonzentration vor allem auf der Aktivitdtssteigerung der
antikontraktilen Myosin-Leichte-Ketten-Phosphatase (Webb, 2003).

Liganden wie Noradrenalin (B2-Adenorezeptoren) oder Prostaglandine und Histamin
aktivieren Uber G-Protein gekoppelte Rezeptoren membranstéandige Adenylat-
zyklasen (AC), welche intrazellular die Synthese von cyklischem Adenosin-
monophosphat (CAMP) aus Adenosintriphosphat (ATP) katalysieren.

Endothelial freigesetzte Stickstoffmonoxidmolekile (NO) (z.B. durch intravasale
Scherkrafte) stimulieren die I6sliche Guanylatzyklase (sGC) zur Synthese von
cyklischem Guanosinmonophosphat (cGMP) aus Guanosintriphosphat (GTP) (Freed
und Gutterman, 2017).

Der Anstieg dieser zyklischen Nukleotide steigert die Aktivitat der Proteinkinase A
(PKA) sowie Proteinkinase G (PKG).
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Hierdurch erfolgt die Phosphorylierung und damit Hemmung der Myosin-Leichte-
Ketten-Kinase (MLCK). Die Aktivitat der antagonistisch arbeitenden Myosin-Leichte-
Ketten-Phosphatase (MLCP) wird hingegen gesteigert.

Daneben wird der Rho-Kinase-Signalweg sowie die Inositoltrisphosphat-gesteuerte
Calciumfreisetzung gehemmt und zusatzlich nimmt die Sensitivitat des kontraktilen
Apparates gegentber Calcium ab (Freed und Gutterman, 2017; Webb, 2003).

Uber den Anstieg der zyklischen Nukleotide wird ebenso die Aktivitdt von Natrium-
Calcium-Austauschern sowie ATP-abhangigen Calciumpumpen der Zellmembran wie
auch des sarkoplasmatischen Retikulums (SERCA) gesteigert und in Folge des
gesteigerten Ausstroms die intrazellulare Konzentration des flr die Kontraktion

essenziellen Calciums vermindert (Furukawa et al., 1991; Webb, 2003).

Uber die Proteinkinasen werden zudem Kaliumkanale der glattmuskularen Zell-
membran, wie der calcium-aktivierte (BKca), der einwarts gleichrichtende (Kir) sowie
der ATP-abhangige Kaliumkanal (Katp), aktiviert.

Die aus dem vermehrten Ausstrom von positiv geladenen Kaliumionen entstehende
Hyperpolarisation der Zellmembran hemmt spannungsabhangige Calciumkanale. Dies
fordert ebenso die Relaxation der glatten GefalBmuskulatur (Freed und Gutterman,
2017; Khalil et al., 1987; Schubert und Nelson, 2001).

1.3 Membranpotential

Das Ruhemembranpotential (RP) der glatten Gefalmuskelzellen betragt in vivo
zwischen -40 und -55 mV (Daut et al., 1994b; Nelson und Quayle, 1995) und beruht
auf der selektiven Permeabilitat der Zellmembran fur Kalium, Chlorid sowie Calcium
und wird ebenso durch den elektrochemischen Gradienten dieser lonen beeinflusst.
Grundlage hierflr sind vier Arten von lonenkanalen in der Plasmamembran der glatten
Gefallmuskelzellen. Man unterscheidet zwischen Chlorid-, nicht-selektiven Kationen-,
spannungsabhangigen Calcium- sowie Kalium-Kanalen (Jackson, 2000; Nelson und
Quayle, 1995).

Auf Grund der ausgepragten Leitfahigkeit der Zellmembran fur Kalium bestimmt dieses

positiv geladene lon malgeblich das Ruhemembranpotential (Hirst und Edwards,

1989) und in dessen Folge die Erregbarkeit der Gefallmuskelzellen.
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Eine Erhohung der Leitfahigkeit fuhrt zu einem Ausstrom der Kaliumionen aus dem
Zellinneren. Dies bedingt eine Hyperpolarisation des Ruhemembranpotentials — das
Membranpotential nimmt negativere Werte an (Abb. 2).

Eine Blockade der Kaliumkanale reduziert hingegen diesen Ausstrom positiver Ladung
aus dem Zellinneren und fuhrt so zu einer Depolarisation. Das Ruhemembranpotential
nimmt positivere Werte an (Nelson und Quayle, 1995), die Zelle wird erregt (Abb. 2).
Diese Erregung kann zur Aktivierung spannungsabhangiger Calcium-Kanale fuhren
mit hieraus folgender Verschiebung von kontraktionsforderndem Calcium aus dem
Extra- in den Intrazellularraum — es resultiert eine Kontraktion der glatten Gefal3-
muskelzelle (Abb. 2) (Daut et al., 1994b; Jackson, 2000; Nelson und Quayle, 1995;
Thorneloe und Nelson, 2005).

Blockade von Kaliumkanalen fihrt zur
Membrandepolarisation und GefalRkontraktion

Ca?* Aktivierung von Kaliumkanalen fuhrt zur

spannungsabhéngiger Membranhyperpolarisation und Gefalirelaxation
Ca2*-Kanal

-
MP <2 K*-Kanal

Aok

Anstieg [CaZ*];,

Calcium-Calmodulin-Komplex

!

Myosin-Leichte-Ketten-Kinase

RP -40 bis -50 mV

E« -84 mV

Zellmembran . . .
Aktin-Myosin-Interaktion Eq -31 mVv
l Ena +58 mV

Kraftentwicklung
Ec +150 mV

Glatte GefédBmuskelzelle

Abbildung 2: Membranpotential bei der Regulation des Tonus arterieller glatter Muskulatur — Einfluss der Blockade
bzw. Aktivierung von Kaliumkanélen (Eigene Darstellung in Anlehnung an Nelson und Quale, 1995)
[Ca®*]in=intrazelluldre Calciumkonzentration;, MP=Membranpotential [mV]; RP=Ruhemembranpotential glatter
GefalBmuskelzellen; Ek=Gleichgewichtspotential Kalium; Ec= Gleichgewichtspotential Chlorid;
Ena=Gleichgewichtspotential Natrium; Eca=Gleichgewichtspotential Calcium)

Zusammenfassend nehmen kaliumselektive lonenkanale Uber ihren Einfluss auf das
Membranpotential eine zentrale Rolle bei der Regulation des peripheren Widerstands
und der daraus resultierenden Regulation der Organdurchblutung ein (Thorneloe und
Nelson, 2005). Bereits geringste Veranderungen des Membranpotentials bedingen
deutliche Veranderung der Gefalldurchmesser (Daut et al., 1994b).
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1.4 Kaliumkanale der glatten Gefalmuskulatur

In der glatten GefalRmuskulatur werden hauptsachlich vier verschiedene Arten von
kaliumselektiven lonenkanalen exprimiert.

Man unterscheidet zwischen spannungsabhangigen (Kv), Calcium-aktivierten (Kca),
einwarts gleichrichtenden (Kir) sowie ATP-abhangigen (Kartp) Kaliumkanalen.
Zahlenmalig am starksten sind hierbei die spannungs-abhangigen Kaliumkanale (Kv)
sowie die Calcium-aktivierten Kaliumkanale mit hoher Leitfahigkeit (BKca) vertreten
(Nelson und Quayle, 1995; Tykocki et al., 2017a). Eine weitere und recht neu
untersuchte Familie von Kaliumkanalen wird durch die Zweiporen-Domanen (K2P)
Kaliumkanale gebildet (Goldstein et al., 2001).

Die Aktivitat der unterschiedlichen Kaliumkanale ist von enormer Bedeutung fur den
Erhalt aber auch fir die Modulation des Membranpotentials der glatten Gefal3-
muskelzellen.

Die Offnung der lonenkanale induziert entsprechend dem elektrochemischen
Gradienten fur Kalium einen Ausstrom dieser Kationen. Positive Ladungstrager
verlassen das Zytoplasma. Dies fuhrt zur Hyperpolarisation der Zellmembran und
konsekutiv zur Vasodilatation.

Dementsprechend verhindert eine Blockade der lonenkanale den Ausstrom der positiv
geladenen lonen. Dies begunstigt die Depolarisation der Zellmembran und tragt zur
Vasokonstriktion bei (Jackson, 2000; Nelson und Quayle, 1995).

Bereits geringe Potentialveranderungen des Ruhemembranpotentials (RP) fihren zu
einer deutlichen Veranderung des arteriellen Gefaldtonus. Dies verdeutlicht, dass
sowohl Aktivierung als auch Deaktivierung von Kaliumkanalen einen wichtigen
Mechanismus der Durchblutungsregulation darstellen (Brayden und Nelson, 1992;
Nelson und Quayle, 1995).

1.4.1 Spannungsabhangige Kaliumkanale (Kv)

Insgesamt sind 12 verschiedene Familien spannungsabhangiger Kaliumkanale
bekannt. Unter ihnen besteht eine enorme Diversitdt. Unterschieden werden
Kaliumkanale anhand ihrer Leitfahigkeit fir Kaliumionen, der Spannungsabhangigkeit,
der Offnungswahrscheinlichkeit der Kanalpore, der pharmakologischen Eigenschaften

sowie ihrer Expression in unterschiedlichen Geweben bzw. Gefalien.
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In der glatten GefaBmuskulatur sind vor allem Kv1-, Kvz2- sowie Kv7 (KCNQ)-Kanale
von besonderer Relevanz (Jackson, 2018; Tykocki et al., 2017a).
Spannungsabhangige Kaliumkanale werden hauptsachlich durch die Depolarisation
der Zellmembran aktiviert (Abb. 3). Hierbei besteht eine positive Korrelation zwischen
der Depolarisation und der Offnungswahrscheinlichkeit der Kaliumkanzle. Die mit der
Depolarisation einhergehende Veranderung des elektrochemischen Gradienten fur
Kalium tragt zu einem erweiterten Ausstrom von Kalium aus dem Zellinneren bei.

Die Depolarisation der Zellmembran fuhrt nicht nur zur Aktivierung der Kanale,
sondern auch zu einer zeitversetzten Inaktivierung dieser. Diese verlauft jedoch
deutlich langsamer, sodass zwischenzeitlich eine Hyperpolarisation der Zellmembran
auftritt (Nelson und Quayle, 1995).

Durch die Aktivierung der spannungsabhangigen Kanale erfolgt zusammenfassend
eine Limitation depolarisierender Stimulationen im Sinne eines negativen Feedback-
Mechanismus. Ebenso wird die Repolarisation des Membranpotentials unterstutzt und
das Ruhemembranpotential stabilisiert.

Die induzierte Hyperpolarisation verhindert die Aktivierung bzw. das Offnen
spannungsabhangiger Calciumkanale in der Zellmembran und in dessen Folge
werden bei erniedrigten intrazellularen Calciumkonzentrationen die glattmuskularen
Kontraktionsmechanismen gehemmt — man kann sie als Antagonisten des myogenen
Tonus werten (Jackson, 2000, 2018; Nelson und Quayle, 1995; Tykocki et al., 2017a).
Neben der Depolarisation konnen Kv-Kanale auch uber verschiedene Vasodilatatoren
sowie Signalmolekile wie Stickstoffmonoxid (NO), Schwefelwasserstoff (H2S) wie
auch Wasserstoffperoxid (H202) aktiviert werden (Abb. 3).

Nach Bindung diverser Vasodilatatoren (bspw. Adenosin) an Gs-gekoppelte
Rezeptoren der Zellmembran erfolgt die intrazellulare Stimulation der Adenylatzyklase
mit konsekutiver Steigerung der cAMP-Produktion. Endotheliales oder exogen
zugeflihrtes Stickstoffmonoxid (NO) steigert die intrazellulare Produktion von cGMP
Uber Stimulation der I6slichen Guanylatzyklase. Die zyklischen Nukleotide cAMP und
cGMP steigern Uber die dazugehdrigen Proteinkinasen A und G die Phosphorylierung
der Kv-Kanale, in dessen Folge nach extrazellular gerichtete Kaliumstrome vergroRert
werden (Dick und Tune, 2010; Stott et al., 2015; Stott und Greenwood, 2015; Tanaka
et al., 2006; Tykocki et al., 2017a).
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Daneben sind auch endothelial freigesetzter Schwefelwasserstoff (H2S) wie auch
Wasserstoffperoxid (H202) in der Lage, spannungsabhangige Kaliumkanadle zu
aktivieren und eine Hyperpolarisation zu induzieren, die durch den Schluss
spannungsabhangiger Calciumkanale Uber einen Abfall der intrazellularen
Calciumkonzentration den kontraktilen Apparat der glatten Muskelzelle hemmt und
eine Vasodilatation bedingt (Abb. 3) (Rogers et al., 2007b; Schleifenbaum et al., 2010;
Tykocki et al., 2017a).

Eine selektive Blockade der in dieser Arbeit untersuchten Kv1.s-Kanale erfolgte mittels
DPO-1, die der Kvz2.1-Kanale mittels Stromatoxin (STX), dem Toxin der afrikanischen
Tarantel Stromatopelma calceata, und die der Kv7-Kanale mittels XE991 (Nelson und
Quayle, 1995; Stump et al., 2005; Tsvetkov et al., 2016; Tykocki et al., 2017a; Zhang
et al., 2021).

Eine Hemmung der Kv-Kanale ist neben der Blockade durch die aufgefuhrten
Kaliumkanalblocker auch durch den intrazellularen Anstieg der Calciumkonzentration
sowie die Hyperpolarisation der Zellmembran — induziert durch die Offnung anderer
Kaliumkanale oder den Schluss von Natrium-, Calcium- oder Chloridkandlen —
moglich. Bei verringertem Ausstrom von Kaliumionen resultiert eine Depolarisation der
Zellmembran mit Erhéhung der Offenwahrscheinlichkeit spannungsabhangiger
Calciumkanale, daraus folgendem intrazellularem Anstieg der Calciumkonzentration
und letztlich Zunahme der Vasokonstriktion der glatten Gefalmuskelzelle (Abb. 3)
(Jackson, 2018; Tykocki et al., 2017a).
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cAMP-abhangige

Vasokonstriktoren Vasodilatatoren
Hyperpolarisation \ l / Anstieg [Ca?];, Depolarisation \ 1 / NO, H,S, H,0,
Schluss Offnen
Ky-Kanale Ky-Kanale

Depolarisation Hyperpolarisation

B l Ca?* ®
Offnen / Schluss
VOC-Kanale ‘ VOC-Kanale

v
Anstieg [Ca?*];, Abfall [Ca?*];,

l |

Schluss Offnen
Ky-Kanale Ky-Kanale
— —_—
Vasokonstriktion Ruhetonus Vasodilatation

Abbildung 3: Regulationsmechanismen spannungsabhéngiger Kaliumkanéle und Auswirkungen auf den
vaskuldren Tonus (Eigene Darstellung in Anlehnung an Jackson, 2018 und Tykocki et al 2017a)
Kv=spannungsabhéngiger Kaliumkanal; VOC=spannungsabhéngiger Calciumkanal vom L-Typ;
NO-=Stickstoffmonoxid; H2S=Schwefelwasserstoff; H202=Wasserstoffperoxid; [Ca?*]in=intrazelluldre
Calciumkonzentration

1.4.2 Calcium-aktivierte Kaliumkanale mit hoher Leitfahigkeit (BKca)

Calcium-aktiviere Kaliumkanale (BKca) sind sehr haufig in der Zellmembran der glatten
Gefalmuskulatur vertreten und weisen eine hohe Leitfahigkeit fir Kaliumionen auf.
Sie reagieren auf intravasalen Druckanstieg und kontraktile Agonisten. Dies aktiviert
die Kanale zum einen spannungsabhangig durch Depolarisation der Zellmembran und
andererseits durch einen intrazellularen Konzentrationsanstieg von Calciumionen,
welcher seinerseits zuvor Uber spannungsabhangige Calciumkanale der Zellmembran
oder Uber den Ryanodin-Rezeptor des sarkoplasmatischen Retikulums erfolgte
(Abb. 4) (Gollasch et al., 2000; Jaggar et al., 2000; Latorre et al., 2017; Nelson et al.,
1995; Tykocki et al., 2017a).

Vor allem die Calcium-Funken aus dem sarkoplasmatischen Retikulum scheinen
hierbei von Bedeutung zu sein (Gollasch et al., 2000; Jaggar et al., 2000).
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Entsprechend ihrer Nomenklatur weisen sie eine besonders hohe Leitfahigkeit fur
Kaliumionen auf. Bedingt durch die grol3e Leitfahigkeit kann bereits die Aktivierung
weniger Kanale grof3en Einfluss auf das Membranpotential austben. Nach Aktivierung
erfolgt der Ausstrom von Kaliumkationen aus dem Zellinneren mit entsprechender
Hyperpolarisation des Membranpotentials.

Dieser Kanaltypus dient demnach bei kontraktiler Stimulation der Regulation des
myogenen Tonus, in dem im Sinne eines negativen Feedback-Mechanismus die
calciumgetriggerte Vasokonstriktion limitiert wird (Jackson, 2000; Nelson und Quayle,
1995; Tykocki et al., 2017a).

BKca-Kanale werden ebenso durch Bindung von Vasodilatatoren (bspw. Adenosin) an
Gs-gekoppelte Rezeptoren der glattmuskularen Zellmembran aktiviert, indem die
Stimulation der Adenylatzyklase Uber gesteigerte Produktion des zyklischen
Nukleotids cAMP die Proteinkinase A zur Phosphorylierung dieser Kaliumkanale
anregt (Abb. 4). cAMP scheint zudem die intrazellulare Calciumkonzentration sowie
die Frequenz der Calcium-Funken zu steigern, was gleichermallen die Offen-
wahrscheinlichkeit der BKca-Kanale zu erhohen scheint (Porter et al., 1998; Tykocki et
al., 2017a).

Endotheliales wie auch aus Nitrovasodilatatoren (bspw. Natrium-Nitroprussid)
freigesetztes Stickstoffmonoxid (NO) aktiviert die I6sliche Guanylatzyklase (sGC) im
Zytosol der glatten Muskelzellen. Uber das vermehrt entstandene cyklische Nukleotid
cGMP erfolgt die Stimulation der Proteinkinase G (PKG), die Uber Phosphorylierung
spezifisch BKca-Kanale aktiviert (Abb. 4) (Robertson et al., 1993; Schmid et al., 2018;
Tykocki et al., 2017a). Zudem scheint Stickstoffmonoxid (NO) auch die Frequenz der
Calcium-Funken modulieren und damit die Offenwahrscheinlichkeit (Mandala et al.,
2007) der BKca-Kanadle erhdhen zu kénnen. Auch das Potential zur direkten
Aktivierung der BKca-Kanale durch Stickstoffmonoxid (NO) wird angenommen
(Bolotina et al., 1994).

Aus dem Metabolismus bzw. Endothel freigesetztes Kohlenstoffmonoxid (CO) wie
auch Wasserstoffperoxid (H202) kénnen Uber die direkte Aktivierung von BKca-
Kanalen und Kohlenstoffmonoxid zusatzlich Uber die Stimulation der I6slichen
Guanylatzyklase vasodilatierend wirken (Abb. 4) (Tykocki et al., 2017a).
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Eine hochselektive Blockade kann uber Iberiotoxin (IBTX), dem Toxin des indischen
Skorpions Buthus tamulus, erfolgen. Die Inhibierung verstarkt die Effekte von
Vasokonstriktoren wie beispielsweise Methoxamin (Mx). Gleichzeitig haben die
meisten Vasokonstriktoren auch einen potenziell hemmenden Einfluss auf die calcium-
aktivierten Kaliumkanale (Abb. 4).

Dieser hemmende Einfluss wird Uber Gq-gekoppelte Rezeptoren mit konsekutiver
Aktivierung der Proteinkinase C (PKC) vermittelt, die Uber eine Phosphorylierung die
BKca-Kanale hemmt (Galvez et al., 1990; Latorre et al., 2017; Ma et al., 2020; Tykocki
et al., 2017a; Wei et al., 2005; Zhang et al., 2021).

cAMP-abhangige
Vasokonstriktoren Vasodilatatoren

Abfall [CaZ];, Depolarisation NO, CO, H,0,
/ Anstieg [CaZ];, \
Schluss Offnen
BKc,-Kanale BKca-Kanale
v v
Depolarisation Hyperpolarisation
v Ca?* *
Offnen / Schluss
VOC-Kanale ’ VOC-Kanile
v K+ v
Anstieg [Ca?*];, Abfall [Ca?*];,
v v
Schluss Offnen
BK,-Kanale BK,-Kanale
— —_—
Vasokonstriktion Ruhetonus Vasodilatation

Abbildung 4: Regulationsmechanismen calcium-aktivierter Kaliumkanéle mit hoher Leitféhigkeit und Auswirkungen
auf den vaskuldren Tonus (Eigene Darstellung in Anlehnung an Jackson, 2018 und Tykocki et al 2017a)

BKca=calciumaktivierter Kaliumkanal; VOC=spannungsabhéangiger Calciumkanal vom L-Typ;
NO-=Stickstoffmonoxid; CO=Kohlenstoffmonoxid; H202=Wasserstoffperoxid; [Ca®*[n=intrazellulére
Calciumkonzentration

1.4.3 Einwarts gleichrichtende Kaliumkanale (Kir)

Einwarts gleichrichtende Kaliumkanale zeigen im aktivierten Zustand bei kontrollierten

bzw. anliegenden Membranpotentialen negativer als das Gleichgewichtspotential flur
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Kalium (- 85 mV) einen summativ nach intrazellular gerichteten Strom der Kalium-
ionen. Bei Membranpotentialen positiver als das Gleichgewichtspotential zeigt sich
hingegen nur ein begrenzter auswarts gerichteter Fluss aufgrund einer Kanalblockade
durch Magnesium und das Polyamin Spermin (Goldstein et al., 2001; Huang und Kuo,
2016; Jackson, 2000; Lu, 2004; Nelson und Quayle, 1995; Schubert et al., 2004;
Sobey, 2001; Tykocki et al., 2017a). Unter physiologischen Bedingungen ist das
Ruhemembranpotential (RP) der glatten Gefallmuskelzellen stets positiver als das
Gleichgewichtspotential (- 40 und - 55 mV), sodass Kaliumionen entsprechend dem
elektrochemischen Gradienten das Zellinnere verlassen (Hirst et al., 1986; Nelson und
Quayle, 1995).

Die Aktivitat der einwarts gleichrichtenden Kaliumkanale ist folglich abhangig von der
extrazellularen Kaliumkonzentration sowie dem anliegenden Membranpotential. Die
Offnungswahrscheinlichkeit erhoht sich durch den extrazellularen Anstieg der
Kaliumkonzentration, durch die Interaktion mit diversen Metaboliten sowie
Signalmolekilen. Eine Hyperpolarisation der Zellmembran bedingt die Erhéhung der
Leitfahigkeit dieser Kanale (Hille, 1978; Nelson und Quayle, 1995; Tykocki et al.,
2017a).

Daneben ist wie bei den zuvor beschriebenen Kv- und BKca-Kandlen eine
Kanalaktivierung Uber endogenes (aus dem Endothel) oder exogenes (bspw. aus dem
Donator Natrium-Nitroprussid) Stickstoffmonoxid (NO) uUber den NO/cGMP/PKG-
Signalweg moglich (Schubert et al., 2004; Tykocki et al., 2017a).

Einwarts gleichrichtende Kaliumkanale modulieren zudem die Dauer wie auch Kinetik
der kaliuminduzierten Hyperpolarisation und Vasodilatation (Nelson und Quayle, 1995;
Tykocki et al., 2017a). Durch ihre Interaktion mit Metaboliten und Signalmolekulen
koppeln sie Metabolismus und Perfusion. Sie tragen zum Erhalt des Ruhemembran-
potentials bei, da sie eine hohe Leitfahigkeit vor allem bei negativen Membran-

potentialen aufweisen (Hirst et al., 1986).

Die Expression, ihre Offnungswahrscheinlichkeit sowie die spezifische Funktion sind
gewebe- bzw. gefaldabhangig.

Eine Blockade ist bereits durch kleinste Mengen extrazellularen Bariums (BaCl)
mdglich. Besonders sensitiv. gegenuber Barium zeigen sich die einwarts

gleichrichtenden Kaliumkanale vor allem bei negativem Membranpotential (Hagiwara
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et al., 1978; Jackson, 2000; Nelson und Quayle, 1995; Park et al., 2008; Tykocki et al.,
2017a).

1.4.4 ATP-sensitive Kaliumkanale (Katp)

ATP-sensitive Kaliumkanale sind nicht spannungsabhangig und sind der Familie der
einwarts gleichrichtenden Kaliumkanale (Kir) zugeordnet. Wie diese interagieren sie
mit einer Vielzahl von Metaboliten und Signalmolekdlen.

Eine selektive Blockade dieser lonenkanale ist durch Sulfonylharnstoffe wie dem in
dieser Arbeit verwendetem Glibenclamid (GLI) mdoglich (Brayden, 2002). Die
Aktivierung erfolgt hingegen Uber eine Verminderung der intrazellularen Konzentration
von Adenosintriphosphat (ATP), dem universellen Energieversorger von Zellen. Bei
steigenden Konzentrationen nimmt die Kanalaktivitat hingegen ab (Tykocki et al.,
2017a).

ATP-sensitive Kaliumkanale stellen demgemal einen Sensor des metabolischen
Zustands der glatten GefaRmuskelzelle dar. Die Expression, Offnungswahrschein-
lichkeit sowie spezifische Funktion ist abhangig von Gewebe und Blutgefal (Daut et
al., 1994a; Daut et al., 1994b; Jackson, 2000; Nelson und Quayle, 1995; Thorneloe
und Nelson, 2005; Tykocki et al., 2017a).

Neben der intrazellularen Konzentration von Adenosintriphosphat (ATP) integrieren
auch verschiedene Vasokonstriktoren wie auch -dilatatoren die Aktivitdt der Kate-
Kanale.

Vasokonstriktoren wie bspw. Angiotensin I, Endothelin, Histamin, Noradrenalin
nehmen Uber Gq-gekoppelte Rezeptoren, vermittelt Uber die Proteinkinase C (PKC),
einen hemmenden Einfluss auf die Kaliumkanale (Bonev und Nelson, 1996; Tykocki
et al., 2017a). Zudem interagieren Vasokonstriktoren auch mit Gi-gekoppelten
Rezeptoren und bewirken hierdurch die Hemmung der Adenylatzyklase, die ihrerseits
Uber eine Konzentrationssteigerung des zyklischen Nukleotids cAMP die
Proteinkinase A (PKA) aktivieren und hieriber die Offenwahrscheinlichkeit der Kalium-
kanale erhdhen wurde (Hayabuchi et al., 2001; Tykocki et al., 2017a). Vasodilatatoren
(Bspw. Adenosin) aktivieren Uber Gs-gekoppelte Rezeptoren der glattmuskularen
Zellmembran die zuvor beschriebene Signalkaskade (Jackson, 1993).
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Daruber hinaus scheint eine Aktivierung der Kartp-Kanale mit konsekutiver
Vasodilatation auch Uber Stickstoffmonoxid (NO), vermittelt Gber den NO/cGMP/PKG-
Signalweg, sowie durch Schwefelwasserstoff (H2S) moglich (Tykocki et al., 2017a).

1.4.5 Zweiporen-Domanen Kaliumkanale (K2P)

Zusatzlich zur Untersuchung der vier dominanten Familien von Kaliumkanalen der
glatten GefaBmuskulatur, fand in der vorgelegten Arbeit auch die Betrachtung der
TASK-1 Kanale statt, welche zur Familie der Zweiporen-Domanen Kaliumkanale
gezahlt werden.

Diese stabilisieren das Membranpotential nahe dem Kalium-Gleichgewichtspotential
durch einen kaliumselektiven Hintergrundstrom, der auch als ,Leckstrom® bezeichnet
wird. Dieser basiert auf der Tatsache, dass die Kanale unabhangig vom aktuell
anliegenden Membranpotential immer geodffnet sind und dem elektrochemischen
Gradienten entsprechend in der Summe ein Ausstrom von Kaliumionen besteht.
Spannungsabhangig zeigt sich eine Zunahme der Leitfahigkeit flir Kalium bei gleich-

zeitig fehlendem Spannungssensor (Goldstein et al., 2001).

Diese Kanale nahern das Membranpotential dem Gleichgewichtspotential von Kalium
an. Dieses liegt bei -90 mV und ist damit deutlich negativer im Vergleich zum
Ruhemembranpotential der glatten GefalRmuskelzellen mit - 40 und - 55 mV (Daut et
al., 1994b; Nelson und Quayle, 1995). In der Folge wird die elektrische Erregbarkeit

von Zellen gehemmt.

Mittels AVE1231 ist eine selektive Blockade der TASK-1 Kanale mdglich (Ehrlich et
al., 2008; Putzke et al., 2007; Streit et al., 2011). Ebenso kann durch AVE1231, bei
Verwendung héherer Konzentrationen, eine Blockade der Kv1.s5-Kanale erfolgen, wenn
sich diese im gedffneten Zustand befinden (Ehrlich et al., 2008).

Da sich in einer parallel durchgefuhrten Arbeit zeigte, dass TASK-1 Kanale nicht an
der in der vorgelegten Arbeit untersuchten Wirkung von Natrium-Nitroprussid (SNP)
beteilig sind, wurden diese Kanale in der vorliegenden Arbeit nur in einer Versuchs-

reihe begutachtet.
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1.5 Pharmakologie und Wirkmechanismen von Natrium-Nitroprussid (SNP)

Natrium-Nitroprussid (SNP) ist ein hochpotenter endothelunabhangiger Vasodilatator
mit sehr kurzer Halbwertszeit, der therapeutisch vor allem im Bereich der Anasthesie
sowie Intensivmedizin zur kontrollierten Blutdrucksenkung bei hypertensiven
Blutdruckkrisen eingesetzt wird aber auch beim Krankheitsbild der Angina pectoris
oder zur Senkung der Nachlast im Rahmen der erweiterten Herzinsuffizienztherapie
Anwendung findet (Feelisch, 1998; Hottinger et al., 2014; Larsen, 2012).

Die Wirkung von Natrium-Nitroprussid (SNP) beruht auf der nicht enzymatischen und
endothelunabhangigen Freisetzung von Stickstoffmonoxid (NO) in glatten Gefal3-
muskelzellen. Dieser Effekt ist unabhangig von autonomer Innervation und ohne

Einflussnahme auf a- oder 3-adrenerge Rezeptoren (Kreye und Reske, 1982).

Stickstoffmonoxid (NO) stimuliert im Zytoplasma der glatten GefaRmuskelzellen das
Enzym |6sliche Guanylatzyklase (sGC), welches die Synthese von cyklischem
Guanosinmonophosphat (cGMP) aus Guanosintriphosphat (GTP) katalysiert
(Bonaventura et al., 2007). Hierbei gilt, dass Stickstoffmonoxid (NO) die Enzymaktivitat
reguliert. Je mehr Stickstoffmonoxidmolekiile angeboten werden, desto hdher ist die
Aktivitat der |16sliche Guanylatzyklase. Aus dem intrazellularen Anstieg von cyklischem
Guanosinmonophosphat (cGMP) resultiert die Aktivierung der Proteinkinase G (PKG)
(Francis et al., 2010).

Die von der cGMP-sensitiven Proteinkinase G getragene Phosphorylierung zellularer
Proteine, wie der Myosin-Leichte-Ketten-Kinase (MLCK) sowie der ATP-abhangigen
Calciumpumpe des sarkoplasmatischen Retikulums (SERCA), reduziert die
intrazellulare Calciumkonzentration sowie die Sensitivitat des kontraktilen Apparates
fir Calcium. Letztes vor allem Uber die Beeinflussung der Myosin-Leichte-Ketten-
Phosphatase (MLCP) (Andriantsitohaina et al., 1995; Archer et al., 1994; Miller und
Megson, 2007). Die intrazellulare Calciumkonzentration wird zudem durch die
Aktivierung von Calcium-ATPasen bzw. Natrium-Calcium-Austauschern der
glattmuskularen Plasmamembran reduziert (Furukawa et al., 1991).

Durch die Proteinkinase G findet ferner die Phosphorylierung und damit Aktivierung
der zuvor beschriebenen Kaliumkanale statt. Entsprechend des elektrochemischen
Gradienten fir Kalium bedingt dies einen vermehrten Ausstrom der Kaliumkationen

mit resultierender Hyperpolarisation der glattmuskularen Zellmembran. Spannungs-
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abhangige Calciumkanale vom L-Typ werden geschlossen und die intrazellulare
Calciumkonzentration gesenkt (Archer et al., 1994; Robertson et al., 1993; Schmid et
al., 2018; Schubert et al., 2004; Tykocki et al., 2017a).

Der Abfall des fur die unterschiedlichen Kontraktionsmechanismen essenziellen
Calciums in Zusammenwirken mit der direkten Hemmung der Myosin-Leichte-Ketten-
Kinase (MLCK) bedingt die Gefalirelaxation.

1.6 Fragestellung und Zielsetzung

Kaliumselektive lonenkanale glatter GefaBmuskelzellen organnaher Arterien und
Arteriolen nehmen Uber ihren Einfluss auf das Membranpotential eine zentrale Rolle
bei der Regulation des peripheren Gefaldwiderstands und damit der bedarfsgerechten
Verteilung des Herzzeitvolumens zu verschiedenen Organen ein (Daut et al., 1994b;
Guyton, 1981; Pugsley und Tabrizchi, 2000; Rettig und Kuschinsky, 2013; Thorneloe
und Nelson, 2005). Geringste Veranderungen des Membranpotentials bedingen
deutliche Veranderungen des arteriellen Gefallidurchmessers (Brayden und Nelson,
1992; Daut et al., 1994b; Nelson und Quayle, 1995). Fur den Erhalt und die Modulation
des Membranpotentials sind neben Calcium- und Chloridkanalen hauptsachlich
mehrere Arten von Kaliumkanalen verantwortlich.

Es werden spannungsabhangige (Kv) und Calcium-aktivierte (BKca), einwarts-
gleichrichtende (Kir) sowie Zweiporen-Domanen Kalium-Kanale (K2P) unterschieden
(Goldstein et al., 2001; Jackson, 2000; Nelson und Quayle, 1995; Tykocki et al.,
2017a). Eine Erhéhung der Leitfahigkeit durch Aktivierung der Kaliumkanale bedingt,
entsprechend dem elektrochemischen Gradienten fir Kalium, einen verstarkten nach
extrazellular gerichteten Strom der Kaliumkationen. In dessen Konsequenz tritt eine
Hyperpolarisation des Membranpotentials ein, aus welcher der Schluss
spannungsabhangiger Calciumkanale resultiert. Konsekutiv folgt der Abfall der
intrazellularen Konzentration des fur die Kontraktion glatter Muskelzellen essenziellen
Calciums (Freed und Gutterman, 2017; Khalil et al., 1987; Webb, 2003).
Spannungsabhangige Kaliumkanale (Kv) werden durch die Depolarisation der
Zellmembran und eine Reihe von vasoaktiven Agonisten aktiviert. Calcium-aktivierte
Kaliumkanale (BKca) reagieren auf intravasalen Druckanstieg, vasoaktive Agonisten
und werden spannungsabhangig sowie durch intrazelluldaren Calciumanstieg zum
Beispiel im Rahmen einer Gefallkontraktion aktiviert (Jackson, 2000; Latorre et al.,

2017; Nelson und Quayle, 1995; Tykocki et al., 2017a).
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Im Gegensatz zu K- und Kca-Kanalen erhoht sich die Leitfahigkeit von einwarts-
gleichrichtenden Kaliumkanalen (Kir) bei Hyperpolarisation der Zellmembran. Aktiviert
werden diese Kanale durch den extrazellularen Anstieg der Kaliumkonzentration sowie
durch die Interaktion mit diversen Metaboliten und Signalmolekilen (Hille, 1978;
Nelson und Quayle, 1995; Tykocki et al., 2017a; Tykocki et al., 2017b). ATP-abhangige
Kaliumkanale (Katp) sind den einwarts-gleichrichtenden Kaliumkanalen zugeordnet.
Wie diese interagieren sie mit einer Vielzahl von Signalstoffen. Die Aktivierung erfolgt
ferner Uber die Abnahme der intrazellularen ATP-Konzentration (Nelson und Quayle,
1995; Tykocki et al., 2017a).

Eine Relaxation arterieller Gefalke kann neben anderen Mechanismen durch eine
Aktivierung unterschiedlicher Kaliumkanale zum Beispiel durch Stickstoffmonoxid
(NO) initiiert werden. Stickstoffmonoxid (NO) wird in vivo aus dem Gefaliendothel
durch das Enzym endotheliale Stickstoffmonoxid-Synthase (eNOS) gebildet. Als
Substrat dient die proteinogene a-Aminosaure L-Arginin (Denninger und Marletta,
1999; Ignarro et al., 1999; Palmer et al., 1988). Die Freisetzung erfolgt als Reaktion
auf die Scherkrafte des Blutflusses (Ignarro, 2002; Miller und Megson, 2007).

Im Zytosol glatter GefaBmuskelzellen stimuliert das gebildete Stickstoffmonoxid (NO)
die I6sliche Guanylatzyklase (sGC) und katalysiert die Synthese des zyklischen
Nukleotids Guanosinmonophosphat (cGMP) aus Guanosintriphosphat (GTP). Dieser
Prozess aktiviert die cGMP-sensitive Proteinkinase G (PKG), deren Phosphorylierung
zellularer Proteine ein Absinken der intrazellularen Calciumkonzentration bedingt
sowie direkt den kontraktilen Apparat der glatten Muskelzelle hemmt und letztlich eine
Gefalirelaxation bewirkt (Archer et al., 1994; Denninger und Marletta, 1999; Miller et
al., 2004).

Endothelunabhangig kann Stickstoffmonoxid (NO) dem Gefallsystem uber NO-
Donatoren, wie beispielsweise Natrium-Nitroprussid (SNP), zugefihrt werden,
welches Stickstoffmonoxid (NO) nicht-enzymatisch und frei von jeglicher nervaler
Innervation freisetzt (Feelisch, 1998; Kreye und Reske, 1982; Miller und Megson,
2007). Als hochpotenter Vasodilatator findet Natrium-Nitroprussid (SNP) vor allem in
der Anasthesie und Intensivmedizin Anwendung (Larsen, 2012).

Bereits in anderen Studien konnte gezeigt werden, dass Kaliumkanale durch

Stickstoffmonoxid (NO) madglicherweise direkt (Bolotina et al., 1994; Homer und
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Wanstall, 2000; Mistry und Garland, 1998; Plane et al., 1996) — fur gegenteilige Daten
siehe (Gagov et al., 2022) — oder indirekt Uber den NO/cGMP/PKG- Signalweg (Archer
et al., 1994; Félétou und Vanhoutte, 2006; Gagov et al., 2022; Murphy und Brayden,
1995; Robertson et al., 1993; Schmid et al., 2018; Schubert et al., 2004; Tykocki et al.,
2017a) aktiviert werden und folglich eine Gefalirelaxation induziert wird. Dies wurde
durch unterschiedliche Kaliumkanale vermittelt: spannungsabhangige Kv1- (Dick et al.,
2008), Kvz- (Tanaka et al., 2006) sowie Kv7-Kanale (Stott et al., 2015; Stott und
Greenwood, 2015), ATP-abhangige Kirs-Kanale (Miyoshi et al., 1994; Murphy und
Brayden, 1995), einwarts-gleichrichtende Kir-Kanale (Schubert et al., 2004) sowie
Calcium-aktiviere BKca-Kanale (Archer et al., 1994; Bolotina et al., 1994; Gagov et al.,
2022; Mistry und Garland, 1998; Plane et al., 1996; Robertson et al., 1993; Schmid et
al., 2018).

Da in den zitierten Untersuchungen jedoch meist nur ein Kaliumkanal im Fokus stand
und in diesen Untersuchungen unterschiedliche Gefalte und Spezies verwendet
wurden, ist unklar, ob in einem Gefal} ein oder mehrere Kaliumkanale die Wirkung von

Stickstoffmonoxid (NO) vermitteln konnen.

Die hier vorgelegte Studie untersucht systematisch die Beteiligung aller bisher in
glatten Gefalmuskelzellen nachgewiesenen Kaliumkanale an der durch den NO-
Donator Natrium-Nitroprussid (SNP) induzierten Gefalirelaxation am Beispiel der
Arteria saphena der mannlichen Wistar Ratte mittels Multiwire Myographie. Zur
genaueren Ermittlung der Rolle der Kaliumkanale werden einzelne Kaliumkanale
mittels spezifischer Kaliumkanalblocker funktionell deaktiviert.

Auf diese Weise wurde die Hypothese untersucht, dass der antikontraktile Effekt des

Stickstoffmonoxids (NO) gleichzeitig durch mehrere Kaliumkanale vermittelt wird.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Versuchstiere

Fir alle Versuche wurden ausschlie3lich mannliche Wistar Ratten (Janvier Labs, Le
Genest Saint Isle) verwendet. Sie erreichten den laboreigenen Tierstall im Alter von
acht Wochen und verblieben dort zur Akklimatisierung mindestens eine weitere
Woche.

Maximal vier Tiere wurden in einem 30 x 50 cm groRem Kafig bei konstanter
Temperatur von 22,0 °C untergebracht und ein 12 Stunden Tag-Nacht-Rhythmus
wurde eingestellt. Pelletfutter und Wasser standen jedem Tier in ausreichender Menge

zum Erhaltungsstoffwechsel zur Verfligung.

Zur Vermeidung denkbarer zyklischer hormoneller Einflisse wurden ausschlief3lich
mannliche Versuchstiere verwendet. Diese gingen ab der zehnten Lebenswoche, mit

einem Gewicht zwischen 350 und 400 g, in die Versuche Uber.

Am Versuchstag erfolgte zunachst eine Anasthesie mittels Kohlenstoffdioxid (COz2),
danach wurde die Halswirbelsaule mittels Labor-Guillotine durchtrennt. Unmittelbar

nach Eintritt des Todes erfolgte die Organentnahme.

Alle durchgeflhrten Versuche stimmten mit dem Tierschutzgesetz Uberein und waren

dem zustandigem Regierungsprasidium Karlsruhe angezeigt (Aktenzeichen 1-17/17).
2.2 Verwendete Materialien und Gerate
2.2.1 Versuchsldosungen

Fir die Versuche am Myographen war es entscheidend, physiologische
Umweltbedingungen fur die isolierten Arteriensegmente zu simulieren. Nur so konnte
die Vitalitat der untersuchten Gefalle Uber den Versuch hinweg aufrechterhalten
werden.

Eine physiologische Kochsalzldsung mit einer Temperatur von 37,0 °C und einem pH-
Wert von 7,4 diente als Versuchslosung (L6sung ). Hierin befanden sich die isolierten

Arteriensegmente wahrend der Versuchszeit.
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Fir einen konstanten pH-Wert wurde zur Pufferung Natriumhydrogenkarbonat
(NaHCO3) sowie 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsaure (HEPES)
verwendet. Zusatzlich wurde mit Carbogen, einem Gasgemisch aus 95 % Sauerstoff
(O2) und 5 % Kohlenstoffdioxid (CO2), begast. Hierdurch wurde entweichendes

Kohlenstoffdioxid ausgeglichen und somit die Pufferkonzentration konstant gehalten.

Tabelle 1: Zusammensetzung Lésung | - Versuchslésung (pH 7,4 bei 37,0 °C)

Substanz Konzentration
NaCl 120,0 mM
NaHCOs3 26,0 mM
KCI 4,5 mM
NaH2PO4 x H20 1,2 mM
MgSOs x 7 H20 1,0 mM
EDTA 0,025 mM
HEPES 5,0 mM
Glucose 55 mM
CaClz x 2 H.0O 1,6 mM

Als Praparationslosung (Lésung II) diente eine 4,0 °C kalte Kochsalzlésung, die
ausschlieBlich mit HEPES gepuffert wurde und kein Natriumhydrogenkarbonat
enthielt. Dies war durch die im Rahmen der Praparation nicht durchfuhrbare Begasung
mit Carbogen begrindet, da dies die Arbeit unter dem Stereomikroskop
schwerwiegend beeintrachtigt hatte. Ohne Begasung kann jedoch das entweichende
CO2 nicht kompensiert werden, dies erklart das Ausscheiden von
Natriumhydrogenkarbonat als Puffersubstanz.

Durch die niedrige Temperatur wahrend der Praparation und die alleinige Verwendung

von HEPES konnte der pH-Wert jedoch weitestgehend konstant gehalten werden.
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Tabelle 2: Zusammensetzung Lésung Il - Préparationslésung (4,0 °C)

Substanz Konzentration
NaCl 145,0 mM
KCI 4,5 mM
NaH2PO4 x H.0 1,2 mM
MgSO4 x 7 H20 1,0 mM
CaCl2 x 2 H20 0,1 mM
EDTA 0,025 mM
HEPES 5,0 mM

Im Rahmen des Startprotokolls fand zusatzlich eine Modifikation der Versuchsldsung
Anwendung. Bei dieser wurde die Konzentration von Natriumchlorid (NaCl)
herabgesetzt und zeitgleich die Konzentration von Kaliumchlorid (KCI) deutlich

gesteigert.

Tabelle 3: Zusammensetzung mod. Lésung | - KCI 120mM (pH7,4 bei 37,0 °C)

Substanz Konzentration
NaCl 4,5 mM
NaHCOs3 26,0 mM
KClI 120 mM
NaH2PO4 x H20 1,2 mM
MgSO4 x 7 H20O 1,0 mM
CaClz x 2 H.O 1,6 mM
EDTA 0,025 mM
Glucose 55 mM
HEPES 5,0 mM

Alle Lésungen wurden jeden zweiten Tag frisch angesetzt und zur pH-Stabilisierung
im Kihlschrank bei 4,0 °C aufbewahrt. So konnte eine konstante Qualitat gesichert
werden.

Vor Verwendung erfolgte ein Erwarmen auf 37,0 °C im Wasserbad und das Einstellen
des pH-Werts auf 7,4 mittels Titration von verdunnter Salzsaure oder Natronlauge.
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2.2.2 Reagenzien

Tabelle 4: Chemikalien mit Kurzbezeichnung, LOT- bzw. Chargennummer und Herstellerangaben

Chemikalie Abkiirzung LOT-Nummer Hersteller
10,1 O-bls(4-Py|f|d|nyl-meth_yl)-9(1 OH)- XE991 2A/204803 Tocris
anthracenonedihydrochlorid

2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl}-  \rpeg 6C010351 Carl Roth
ethansulfonsaure

Acetylcholin Chlorid Ach BCBM4814V Sigma Aldrich
2-(butylsulfonylamino)-N-[(1R)-1-(6-

methoxypyridin-3- AVE1231 Sanofi-Aventis
yl)propyllbenzamide

Bariumchlorid-2-hydrat BaCl, x 2 H20 Riedel-de Haén
Calciumchlorid Dihydrat CaClz x 2 H0O A862982 824 Merck
D(+)-Glucose 4555236245 Carl Roth
Dimethylsulfoxid DMSO 9X000596 Merck
Diphenylphophinoxid-1 DPO-1 2A/204866 Tocris
Essigsaure 8J008408 AppliChem
Ethanol Carl Roth
Ethylendiamintetraessigsaure EDTA 9Y008397 AppliChem
Glibenclamid GLI 2A/21236 Tocris
Iberiotoxin IBTX STI400TX111 Alomone Labs
Kaliumchlorid KCI AMO0663686626  Carl Roth
Magnesiumsulfat Heptahydrat MgSO4 x 7 H20 SLBP6806V Merck
Methoxamin Hydrochlorid Mx 057K1607V Sigma Aldrich
Natriumchlorid NaCl 306246767 Carl Roth
Natriumdihydrogenphosphat- NaH:POs x H;O  A0314746 131  Merck
Monohydrat

Natriumhydrogencarbonat NaHCO3 K45372729 421 Merck
Natriumhydroxid NaOH B0337382 905 Merck
Natrium-Nitroprussid SNP Sigma Aldrich

Na2[Fe(CN)5NO] - 2H20
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Phentolamin PA 111H3433 Sigma Aldrich
Salzsaure HCI 41009369 AppliChem
Stromatoxin-1 STX STS350 TX1005 Alomone Labs
9,11-Dideoxy-9a,11a- U-46619 Merck

methanoepoxyprostaglandin F2a

2.2.3 Gerate und Laborhilfsmittel

Tabelle 5: Geréte und Laborhilfsmittel mit spezifischer Bezeichnung und Herstellerangaben

Gerate und Laborhilfsmittel Bezeichnung Hersteller

Abzug Caspar & Co. Labora GmbH
Analysenwaage CPA CPA 225D Sartorius AG Germany
Datenerfassungsgerat PowerLab 8/30 ADInstruments

Gefrierschrank (-5,0°C bis -20,0°C)  Froster-520 Philipp Kirsch

Kaltlichtquelle KL 200 Carl Zeiss GmbH
Kolbenhubpipette 0,1 - 2,5uL Eppendorf Research Eppendorf
Kolbenhubpipette 0,5 - 10uL Eppendorf Research Eppendorf
Kolbenhubpipette 10 - 100uL Eppendorf Research Eppendorf
Kolbenhubpipette 100 - 1000uL Eppendorf Research Eppendorf
Kolbenhubpipette 500 - 5000uL Eppendorf Research Eppendorf
Kuhlschranke (4,0°C — 8,0°C) profi line Liebherr
Labor-Guillotine

Magnetrihrer (mit Heizplatte) RH basic 2 IKA

Myograph “SA;sl’Ecgvrlrf 610 MMyograph Danish Myo Technology
pH-Meter HI2211 HANNA instruments
pH-Elektrode HI1131 HANNA instruments
Prazisionswaage Extend Extend Sartorius AG Germany
Stander fiir Kolbenhubpipetten Eppendorf
Stereomikroskop Stemi 2000 Carl Zeiss GmbH
Stoppuhr Roth

Ultraschallbad Emmi-05ST EMAG Germany
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Universal-Tischzentrifuge Galaxy MiniStar VWR International GmbH
Vakuumpumpe Vacusafe comfort IBS Integra Biosciences
Vortexer Genius 3 IKA

Wasserbad ED-5 Julabo Labortechnik GmbH

2.2.4 Software

Tabelle 6: Software mit Versionsnummer und Herstellerangaben

Software

Hersteller

Adobe Reader XI
EndNote 20
GraphPad Prism 9
LabChart 7

LabChart 7 Reader
Microsoft Office 2010

Microsoft Windows 7

2.2.5 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 7: Verbrauchsmaterialien mit Herstellerangaben

Adobe Systems
Clarivate Analytics
GraphPad Software
ADInstruments
ADlInstruments
Microsoft Corporation

Microsoft

Verbrauchsmaterialien

Hersteller

Dumont-Pinzette Biologie Nr. 5

Einmalkanilen

Entsorgungsbeutel

Erlenmeyerkolben (1000mL, 2000mL, 5000mL)
Falcontube (15mL)

Falcontube (50mL)

Federschere n. VANNAS, fein, gerade, 8cm
Fusselfreie Tucher

Handschuhe

Kanister (2,5L, 5L)

Labortlicher

Dumont

Becton Dickson
Carl Roth
Hirschmann
greiner bio-one
VWR International
Geuder

Kimberly Clark
neolLab

IKG

neolLab
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Magnetrihrstabchen

Magnetstab-Entferner

VWR International

VWR International

Messzylinder (250mL, 1000mL) Hirschmann
Messzylinder (50mL, 100mL) Simax
Parafilm ,M* Bemis
Pasteurpipetten (1,5mL, 3mL) neolLab
PCR SoftTubes (0,5mL) Biozym
Pipettenspitzen fiir Kolbenhubpipetten (0,5 - 20uL) nerbe Plus
Pipettenspitzen flr Kolbenhubpipetten (100uL) Star Lab
Pipettenspitzen fir Kolbenhubpipetten (200uL) nerbe Plus
Pipettenspitzen fir Kolbenhubpipetten (5000uL) Gilson

Plastikbecher (2000mL) VWR International
Plastikbecher (50mL, 100mL, 0,5L, 1L) Vitlab
Plastikbecher (5000mL) Carl Roth
Plastikflasche (125mL, 250mL, 500mL, 1L) Nalgene
Reaktionsgefale (1,5mL, 2mL) Star Lab

Stahldraht, rostfrei, sdurebestandig, 40um
Stander fiir Reaktionsgefalie

Wattestabchen

2.3 Isometrische Myographie

Die KleingefalBmyographie (Mulvany und Halpern,

Danish Myo Technology

neolLab

Carl Roth

1976) ermoglicht es, die

pharmakologischen, mechanischen und morphologischen Eigenschaften kleiner
Blutgefalde in vitro zu untersuchen. Mittels Draht-Myographie (Multiwire Myograph
System 610, Danish Myo Technology, Danemark) wurde das Kontraktionsverhalten
der zuvor isolierten Arteriensegmente unter isometrischen Bedingungen untersucht.
Der Gefalddurchmesser wurde folglich wahrend des Versuches konstant gehalten und
der Einfluss der untersuchten Substanzen auf das Kontraktionsverhalten der Gefalie

konnte Uber Veranderungen der Wandspannung detektiert werden.

Der in den Versuchen verwendete Myograph setzte sich aus einer Steuereinheit mit

vier angeschlossenen Messkammern — jede mit einem Kammervolumen von 5 mL —
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zusammen und ermoglichte somit die gleichzeitige Untersuchung von vier Arterien-
segmenten (Abb. 5). Uber eine in die Steuereinheit integrierte Warmeplatte wurden
die einzelnen Messkammern und die darin befindliche Versuchslésung auf 37,0 °C
erwarmt. Die aktuelle Temperatur in den Messkammern wurde mit einer Auflésung von
0,1 °C uber eine angeschlossene Temperatursonde ermittelt.

Zudem wurde an die Steuereinheit eine Vakuumpumpe angeschlossen, die eine
vollstandige Evakuierung der Messkammern ermoglichte. Jede der Kammern wurde

mit Carbogen begast.

In die Messkammern aus saurebestandigem Edelstahl ragten zwei Metallbacken
hinein, zwischen denen die Arteriensegmente auf Draht aufgespannt wurden (Abb. 5).
Eine der Klemmbacken einer jeden Kammer war mit einem Kraftaufnehmer
verbunden. Dieser detektierte die durch die GefalRwand ausgeubte Kraft mit einer
Auflésung von 0,01 mN und leitete die Signale kabelgebunden an die Steuereinheit
weiter.

Die andere Klemmbacke war mit einem Mikrometer verbunden und daher
verschiebbar. Durch eine Drehung an der Mikrometerschraube war der Abstand
zwischen den Klemmbacken und folglich der innere Durchmesser der aufgespannten

Arteriensegmente in um-Schritten zu verandern.

Wahrend der Versuche wurden die Kammern jeweils mit einem Deckel versehen, um
einer Evaporation der Versuchslosung vorzubeugen. Diese hatten mehrere
Offnungen, sodass parallel das Absaugen, die Begasung, Temperaturmessungen
sowie die Applikation der Substanzen ohne Stérungen der Arteriensegmente moglich

war.

Die Steuereinheit mit ihren vier Messkammern war mit dem Datenerfassungsgerat
PowerLab 8/30 (ADInstruments, Australien) verbunden. Uber dieses und die
zugehorige Software LabChart 7 (ADInstruments, Australien) erfolgte die
Aufzeichnung der Messdaten. LabChart stellte hierbei die Veranderungen der

Wandspannung als Kurve in Abhangigkeit zur Zeit dar.
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Abbildung 5: Isometrische Myographie (modifiziert nach http.//www.dmt.dk/default.asp?Action=Details&ltem=492,
letzter Zugriff: 27.05.2017 13:04 Uhr, Danish Myo Technology A/S, Rho 14, DK-8382 Hinnerup, Denmark)

2.3.1 Gefalpraparation

Bei allen Versuchen wurde die Arteria saphena verwendet, die aus der Arteria
femoralis entspringt und mit ihren Asten bei Saugetieren zur Versorgung des
MittelfulRes dient (Gille, 2008). Beim Menschen ist sie embryonal angelegt,
verkiimmert jedoch bereits wahrend der vorgeburtlichen Entwicklung. Aste der
Arteriae tibialis anterior und posterior, die ihrerseits aus der Arteria poplitea
entspringen und eine direkte Fortsetzung der Arteria femoralis darstellen, Gbernehmen

die entsprechende Versorgung.

Die Arteria saphena der mannlichen Wistar Ratte befindet sich oberflachlich an der
Innenseite des Oberschenkels. Sie entspringt unmittelbar aus der Arteria femoralis im
Schenkelspalt und zieht zusammen mit der Vena saphena und einem begleitenden

Nerv Uber die Innenseite des Kniegelenks zum Unterschenkel.

Unmittelbar nach Todeseintritt des Versuchstieres wurde das Fell vom Rumpf und der

Oberschenkelinnenseite vorsichtig abgeldst und danach das Huftgelenk freigelegt,
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ohne das hierbei Scherstress auf die bereits sichtbaren Gefale durch Uberdehnung
der unteren Extremitat ausgetbt wurde. Im nachsten Schritt wurde das freigelegte
Huftgelenk durchtrennt, um so den Oberschenkel komplett vom Rumpf des Tieres
I6sen zu kdnnen. AnschlieRend konnte weiteres Fell sowie storendes Fettgewebe rund

um den Schenkel entfernt werden.

Der Schenkel wurde danach, mit seiner Innenseite zum Betrachter gerichtet, in eine
Petrischale gelegt. Diese enthielt bereits die auf 4,0 °C gekuhlte Praparationslésung.
Nach Fixierung mittels Kanulen, konnte die GefalRentnahme unter einem Stereo-

mikroskop erfolgen (Abb. 5).

Mit einer Federschere wurde zunachst die oberste Bindegewebeschicht entfernt.
Danach lag die Arterie inklusive ihrer begleitenden Vene und Nerv frei. Die
begleitenden Strukturen wurden nun ebenfalls mit grof3ter Sorgfalt entfernt und die

Arterie konnte am distalen und proximalen Ende abgesetzt werden.

Es erfolgte die Aufteilung des GefalRschlauches in vier Segmente a 2 mm und der
Transfer in die vier Messkammern, welche zuvor mit jeweils 5 mL der kalten

Praparationslésung gefullt wurden.

2.3.2 Fixierung der Arteriensegmente in der Messkammer

In den Messkammern wurden die isolierten Arteriensegmente zwischen zwei
Metallbacken fixiert. Zur Fixierung dienten jeweils zwei Drahte mit einer Starke von
40 um (Abb. 5). Uber den ersten Draht erfolgte der Kontakt zum Kraftaufnehmer, tiber
welchen die entwickelte Wandspannung gemessen werden konnte. Der zweite Draht
war mit der Mikrometerschraube verbunden. Uber diese konnte der Abstand zwischen
den Drahten reguliert werden.

Zur Fixierung wurde zunachst der erste Draht zwischen die Backen eingeklemmt und
mittels einer Schraube vorsichtig fixiert. Am freien Ende wurde anschlieend der
Gefallschlauch aufgefadelt — hier galt es zu vermeiden, dass das Gefald uberdehnt
bzw. Scherstress ausgesetzt wurde. Ebenso mussten Verletzungen der Gefaliwand
vermieden werden.

Das Arteriensegment wurde im freien Raum zwischen den Metallbacken platziert und
anschliellend wurde das freie Drahtende wie zuvor mit einer Schraube fixiert. Analog

wurde ein zweiter Draht durch das Lumen der Arterie platziert.
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Storendes Bindegewebe, was zuvor bei der Gefalkentnahme verblieb, konnte

abschlieRend behutsam entfernt werden.

Zum Abschluss der Praparation erfolgte das Entfernen der Endothelzellen der Tunica
intima, um so deren vasorelaxierende Effekte vermeiden zu konnen. Hierzu wurde mit
Hilfe der Mikrometerschraube das Gefald etwas gedehnt, ein Barthaar der Ratte
vorsichtig in das Lumen eingefihrt und durch Rotationsbewegungen in zwei

Richtungen die Zellen entfernt.

2.3.3 Normalisierung und Vitalitatstestung

Nach Fixierung der Gefalie erfolgte zunachst die Normalisierung zum Einstellen eines
optimalen inneren Umfangs (IC1) bei welchem die starkste Kontraktion des
aufgespannten Gefalles zu erwarten war, da die Kontraktionsstarke, also die
Interaktion zwischen den Aktin- und Myosinfilamenten, in Abhangigkeit zur passiven
Dehnung steht.

Durch die Normalisierung konnten die Ausgangswerte der einzelnen Versuche
standardisiert und die GefaRantwort optimiert werden. Die Versuchsreihen waren
somit untereinander vergleichbar.

Der angestrebte Umfang (IC1) entsprach 90 % des inneren Umfangs (IC100), welcher
bei relaxiertem GefalRzustand und einem transmuralen Druck von 13,3 kPa

(100 mmHg) vorliegt.

Um den IC1 zu bestimmen, wurden die Drahte mit Hilfe einer Mikrometerschraube
zunachst so weit zusammengefuhrt, dass zwischen ihnen nur ein minimaler Abstand
verblieb. In dieser Position war das GefalRsegment folglich nicht vorgedehnt und
verblieb relaxiert in der Messkammer. In diesem Zustand verblieb das Gefal} bis die
Zieltemperatur von 37,0 °C erreicht wurde. Thermische Einflliisse auf die Kontraktilitat
konnten somit ausgeschlossen werden.

Sobald die Zieltemperatur erreicht war, konnten in mehreren Schritten die Drahte
durch Drehungen an der Mikrometerschraube zunehmend voneinander entfernt und
das Arteriensegment in der horizontalen Ebene gedehnt werden. Nach jedem dieser
Schritte, die jeweils 90 Sekunden andauerten, wurden die korrespondierenden Werte
von Innendurchmesser [um] und die gemessene Wandspannung [mMN/mm] gegen-

einander aufgetragen. Es entstand eine Exponentialfunktion, deren Schnittpunkte mit
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der dargestellten Funktion der 13,3 kPa (100 mmHg) Isobaren den IC100-Wert dar-
stellten. Von diesem Schnittpunkt wurde der IC+1 abgeleitet:
IC1 = k x IC190

Formel 1: Optimaler innerer Umfang (IC1)
IC1=optimaler innerer Umfang [um]; k=Normalisierungsfaktor; IC100=innerer Umfang bei 100mmHg [um]

Der Normalisierungsfaktor k ist abhangig vom verwendeten Versuchstier und
Blutgefalityp und betrug in dieser Arbeit 0,9 (Mulvany und Halpern, 1977).
Die Berechnung des Innenumfangs basierte auf dem Durchmesser sowie dem
Abstand der beiden Drahte zueinander:

IC =2+m)xd+2xb

Formel 2: Berechnung Innenumfang
d=Drahtdurchmesser (40um); b=Abstand der Drdhte [um]

Die Lange der praparierten Arteriensegmente zeigte eine gewisse Varianz, so dass
ein direkter Vergleich der auftretenden Kraft nicht sinnvoll war. Die jeweilige Gefaf3-
lange und die entwickelte Kraft wurden daher verwendet, um die auftretende

Spannung der GefalRwand zu berechnen:

_F
T 2L

Formel 3: Spannung der GeféaBwand
T=Wandspannung [MN/mm]; F=Kraft [N]; L=GeféaRldnge [mm]

T

Anhand der Gleichung von LaPlace lie} sich der effektive Druck berechnen, um so

den Schnittpunkt mit der Isobaren zu detektieren:

P=2 xT
T ATIC

Formel 4: Gleichung nach LaPlace
P=effektiver Druck [kPa]; T=Wandspannung [mN/mm]; IC=innerer GefédBumfang [um]

Samtliche Kalkulationen erfolgten durch die Software LabChart 7 (ADInstruments,

Australien) nach Angabe der GefaRlange und des Drahtdurchmessers.

Abschliefend musste nur die Mikrometerschraube auf den normalisierten inneren
Umfang zurickgedreht werden, die ideale Vordehnung war eingestellt und die
Praparationslosung konnte durch die Versuchslosung ersetzt werden. Bei stabilem
Grundtonus erfolge eine Vitalitatstestung und die allgemeine Kontraktionsfahigkeit

wurde beurteilt. Hierzu wurden 10-°M Methoxamin (Mx) (a1-Adrenorezeptoragonist)
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appliziert, was unmittelbar eine Gefallkontraktion ausloste (Trendelenburg et al.,
1970). War dies erfolgreich, folgte nach fiinf Minuten mit der Gabe von 10°M
Acetylcholin (Einwirkzeit 3 min) die Kontrolle auf vollstdndige Entfernung des
Endothels. Ersichtlich war dies anhand eines stabilen Kontraktionsniveaus. Nach
mehreren Waschgangen mit der Versuchslosung — mit einer Dauer von jeweils funf
Minuten — erfolgte als abschlielRender Stimulus der Austausch der Versuchslésung mit
der modifizierten Lé6sung mit 120 mM Kalium.

Diese Losung musste anschliefend ausgewaschen werden, sodass durch eine
erneute Applikation von 10°°M Methoxamin (Mx) fur finf Minuten das maximale
Kontraktionsvermogen der aufgespannten Arteriensegmente (Tmax) definiert werden

konnte.

Vor Beginn der jeweiligen Versuchsprotokolle musste der stabile Grundtonus durch

erneute Waschgange erreicht werden.

2.4 Versuchsprotokolle

Ziel dieser Arbeit war es, die Rolle unterschiedlicher Kaliumkanale an der durch
Natrium-Nitroprussid (SNP) vermittelten Gefalrelaxation zu untersuchen. Zur
Beurteilung diente die durch den a1-Adrenorezeptoragonisten Methoxamin ausgeloste
Kontraktion der GefalRe (Trendelenburg et al., 1970).

Bei stabilem Grundtonus erfolgte zunachst die Inkubation von 5 yL destilliertem
Wasser flir 10 Minuten, an die sich die erste Konzentrations-Wirkungsbeziehung
(DWK) fur Methoxamin mit aufsteigenden Konzentrationen anschloss (siehe
Tabelle 8).

Tabelle 8: Konzentrations-Wirkungsbeziehung (DWK) fiir Methoxamin (Mx)

Stufe [mol/L] Dauer [Min]
1*108 3
3*108 3
1*10”7 3

3*107 3

3
3
3

1*106
3*10®
1*10°
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In den ersten sieben Versuchsreihen (siehe Tabelle 10) erfolgte die Blockade der in
der Einleitung beschriebenen Kaliumkanale durch eine Kombination der in dieser

Arbeit untersuchten und verwendeten Kaliumkanalblocker (siehe Tabelle 9).

Um das Potential eines jeden untersuchten Kaliumkanals beurteilen zu kdnnen, wurde
pro Versuchsreihe zunachst einer der Kaliumkanalblocker weggelassen. Der
zugehdrige Kanal stand dementsprechend zur Verfligung. Die Applikation dieses
ausstehenden Kaliumkanalblockers erfolgte am Ende des jeweiligen Versuchstages.
Eine Ausnahme hiervon stellte die Substanz AVE1231 (Putzke et al., 2007) dar, die
sich nur in einer einzelnen Versuchsreihe wiederfand, da eine parallel durchgefihrte
Arbeit bereits zeigte, dass TASK-1 Kanale nicht an der Wirkung von Natrium-
Nitroprussid (SNP) beteiligt sind.

Tabelle 9: Verwendete Kaliumkanalblocker mit jeweiliger Konzentration * AVE1231 nur in zweiter Versuchsreihe
eingesetzt. Hierbei Applikation zum Blocker-Mix nach den ersten 10 von 20 Minuten Einwirkzeit

Fehlend im Blocker-Mix

Blocker Konzentration [mol/L] der Versuchsreihe
AVE1231 106 *
BaCl 3*10° 4
DPO-1 106 6
GLI 106 3
IBTX 10”7 1
STX 10”7 7
XE991 3*106 5

In einem weiteren Abschnitt dieser Arbeit erfolgte zudem die gezielte Blockade
einzelner Kaliumkanale. In diesen Versuchsreihen (siehe Tabellen 11, 12 und 13)
wurde indessen die Konzentration des NO-Donators Natrium-Nitroprussid (SNP)

variiert.
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Tabelle 10: Versuchsprotokolle mit Mix aus verschiedenen Kaliumkanalblockern und Natrium-Nitroprussid (SNP) und anschlieBender Konzentrations-Wirkungsbeziehung (DWK) fiir
Methoxamin (Mx) mit den Konzentrationen: 10 M, 3*108 M, 107 M, 3*107 M, 10 M, 3*10-° M, 10-° M. Die Einwirkzeit der aufsteigenden Methoxamin-Konzentration betrug jeweils drei Minuten.
Kanal 1 dient als Kontrolle. * In der erster Versuchsreihe entféllt dieser Punkt, da alle untersuchten Kaliumkanéle blockiert wurden.

Kanal 1
KCI

Kanal 2
KCI + SNP

Kanal 3
Blocker

Kanal 4
Blocker + SNP

Aqua

Aqua

Aqua

Aqua

1. DWK

Mx

Mx

Mx

Mx

Einwirkzeit

20 min

KCI 50 mM

KCI 50 mM

Blocker-Mix

Blocker-Mix

2. DWK

Mx

Mx

Mx

Mx

Einwirkzeit
10 min 20 min
Aqua KCI 50 mM
S, KCIsomM
Aqua Blocker-Mix
1SOI\J|:A Blocker-Mix

3. DWK

Mx

Mx

Mx

Mx

10 min

Aqua

SNP
10"M

Aqua

SNP
10"M

Einwirkzeit
20 min 10 min
KCI 50 mM  Fehlender Kanalblocker*
KCI 50 mM  Fehlender Kanalblocker*
Blocker-Mix  Fehlender Kanalblocker*
Blocker-Mix  Fehlender Kanalblocker™
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Tabelle 11: Versuchsprotokoll mit den Wirksubstanzen XE991 und Natrium-Nitroprussid (SNP) und anschlieBender Konzentrations-Wirkungsbeziehung (DWK) fiir Methoxamin (Mx)

mit den Konzentrationen: 108 M, 3*10 M, 107 M, 3*107 M, 106 M, 3*10°° M, 10°° M. Einwirkzeit der aufsteigenden Methoxamin-Konzentration jeweils drei Minuten.

Einwirkzeit Einwirkzeit Einwirkzeit Einwirkzeit
10 min 10 min 10 min Stabiles Niveau 10 min
1. DWK 2. DWK 3. DWK 4. DWK
Kanal 1
KCl Aqua Mx Aqua Mx Aqua Mx Aqua Mx KCI 50 mM Aqua
Kanal 2 Aqua Mx Aqua Mx SNP Mx SNP Mx KCI 50 mM SNP 107 M
SNP q 9 108 M 107 M
Kanal 3 XE991 3*10° M
* -6 * -6 * -6
XE991 Aqua Mx XE991 3*10°M Mx XE991 3*10°M Mx XE991 3*10°M Mx + Mx 10° M Aqua
Kanal 4 XE991 3*10° M XE991 3*10°M XE991 3*10° M
*4 -6 -7
XE991 + SNP Aqua Mx XE991 3*10°M Mx + SNP 10¢ M Mx +SNP 107 M Mx + Mx 105 M SNP 10" M
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Tabelle 12: Versuchsprotokoll mit den Wirksubstanzen Iberiotoxin (IBTX) und Natrium-Nitroprussid (SNP) und anschlieBender Konzentrations-Wirkungsbeziehung (DWK) fiir
Methoxamin (Mx) mit den Konzentrationen: 10 M, 3*108 M, 107 M, 3*107 M, 10 M, 3*10-6 M, 10-° M. Einwirkzeit der aufsteigenden Methoxamin-Konzentration jeweils drei Minuten.

Einwirkzeit Einwirkzeit Einwirkzeit Einwirkzeit
10 min 10 min 10 min Stabiles Niveau 10 min
1. DWK 2. DWK 3. DWK 4. DWK

Kanal 1

KCl Aqua Mx Aqua Mx Aqua Mx Aqua Mx KCI 50 mM Aqua
Kanal2 2 Mx Aqua Mx SNP Mx SNP Mx KCI50mM  SNP 107 M

SNP qu qu 108 M 107 M
Kanal 3\ ia  Mx  IBTX107M  Mx  IBTX10°M  Mx  IBTX107M  Mx IBTX 107 M Aqua

IBTX 9 +Mx 106 M q
Kanal4 & Mx  IBTX10°M Mx  [BIX107M 0 IBTX107TM IBTX107TM  g\p 107 M

IBTX + SNP 4 + SNP 108 M +SNP 107 M +Mx 106 M
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Tabelle 13: Versuchsprotokoll mit den Wirksubstanzen XE991, Iberiotoxin (IBTX) und Natrium-Nitroprussid (SNP) und anschlieBender Konzentrations-Wirkungsbeziehung (DWK)
fiir Methoxamin (Mx) mit den Konzentrationen: 108 M, 3*108 M, 107 M, 3*107 M, 10° M, 3*10° M, 10° M. Einwirkzeit der aufsteigenden Methoxamin-Konzentration jeweils drei

Minuten.

Kanal 1

KCl Aqua

Kanal 2

sNp  Adua

Kanal 3
XE991-IBTX

Kanal 4
XE991-IBTX
+ SNP

Aqua

Aqua

1. DWK

Mx

Mx

Mx

Mx

Einwirkzeit

10 min

Aqua

Aqua

XE991 3*106 M
+IBTX 107" M

XE991 3*10°M
+IBTX 10" M

2. DWK

Mx

Mx

Mx

Mx

Einwirkzeit

10 min

Aqua

SNP
10°8M

XE991 3*10°M
+IBTX 10" M

XE991 3*10°M
+IBTX 10" M
+ SNP 108 M

3. DWK

Mx

Mx

Mx

Einwirkzeit

10 min

Aqua

SNP
10" M

XE991 3*10°M
+IBTX 10" M

XE991 3*10°M
+IBTX 10" M
+ SNP 107 M

4. DWK

Mx

Mx

Mx

Einwirkzeit

Stabiles Niveau 10 min
KCI 50 mM Aqua
KCI 50 mM SNP 10" M

XE991 3*1(_)7'6M RerE

+IBTX 10" M
XE991 3*10°M SNP 107 M

+IBTX 10" M
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2.5 Datenanalyse und Statistik

Softwaregestiutzt erfolgte die Aufzeichnung der Kraftentwicklung gegen die Zeit
(LabChart 7, ADInstruments, Australien). Zu zuvor definierten Zeitmarken wurden die
jeweiligen Kraftwerte erfasst (Excel 2010, Microsoft Corporation, USA). Bei
abfallenden Endstrecken der Konzentrations-Wirkungsbeziehungen (DWK) wurden
90 % des zuvor erreichten Maximums erfasst. Beim Auftreten von Oszillationen —
diese traten bei bestimmten Kombinationen von Kaliumkanalblockern gehauft auf —
wurde der Mittelwert Gbernommen.

Zur Vergleichbarkeit der einzelnen Versuchstage bzw. -reihen wurden die Messwerte
in Relation zur maximalen Kontraktionskraft gesetzt, die im Rahmen der zweiten

Applikation von Methoxamin definiert wurde:

T
Tnorm = 7— X 100%

max

Formel 5: Normierte Kraftwerte
Thorm=normierte Kraft [N]; T=gemessene Kraft [N]; Tmax=maximale Kontraktionskraft

Alle erfassten Daten sind als Mittelwert + Standartfehler (SE) angegeben. Bei allen
Versuchsreihen wurde jeweils nur eine Arterie pro Versuchstier verwendet, folglich
entspricht n der Anzahl der Tiere und Gefalle.

Die statistische Analyse erfolgte mit GraphPad Prism 9 (GraphPad Software, USA)
mittels Varianzanalyse ,repeated measures ANOVA®. Die Irrtumswahrscheinlichkeit

p=0,05 wurde als Signifikanzgrenze definiert.
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3 ERGEBNISSE

Diese Studie untersuchte die Beteiligung von Kaliumkanalen an der durch Natrium-
Nitroprussid (SNP) induzierten Gefalirelaxation. Diese endothelunabhangige
Vasodilatation basiert auf einer nichtenzymatischen Freisetzung von Stickstoff-
monoxid (NO) aus Natrium-Nitroprussid (Feelisch, 1998; Miller und Megson, 2007;
Schmid et al., 2018).

Fir die Bestimmung der Wirkung von Natrium-Nitroprussid (SNP) Gber einen mdglichst
weiten Bereich der Gefalkontraktilitdt wurde eine Gefallkontraktion der Arteria
saphena mittels Methoxamin (Mx), einem o1-Adrenorezeptoragonisten, der nicht von
prasynaptischen Nervenendigungen aufgenommen wird, induziert (Trendelenburg et
al., 1970). Methoxamin erzeugte eine konzentrationsabhangige Zunahme der
Wandspannung in den untersuchten Gefallsegmenten. Zur Beurteilung der Rolle
einzelner Kaliumkanale erfolgte abhangig von der Versuchsreihe die Blockade der

anderen Kanale mittels spezifischer Blockersubstanzen.

3.1 Antikontraktiler Effekt von Natrium-Nitroprussid (SNP) nach Blockade aller
untersuchten Kaliumkanale

Die funktionelle Ausschaltung aller Kaliumkanale, deren Expression in der glatten
GefalRmuskelzelle demonstriert wurde (Nelson und Quayle, 1995; Tykocki et al.,
2017a), erfolgte durch 3*10°*M XE991 zur Blockade von Kv7-Kanalen (Greenwood
und Ohya, 2009b; Ma et al., 2020; Robbins, 2001; Tsvetkov et al., 2016; Zhang et al.,
2021), 10 M DPO-1 zur Blockade der Kv1s-Kanale (Lagrutta et al., 2006; Stump et
al., 2005; Tsvetkov et al., 2016; Zhang et al., 2021), 107 M Stromatoxin zur Blockade
der Kv2.1-Kanale (Chen et al., 2010; Escoubas et al., 2002; Tsvetkov et al., 2016;
Zhang et al., 2021), 10® M Glibenclamid zur Blockade der Kirs-Kanale (Bonev und
Nelson, 1996; Brayden, 2002; Quast et al., 1992; Quayle et al., 1997; Schubert et al.,
1997; Standen et al., 1989), 3*10-°> M Bariumchlorid zur Blockade der Kir>-Kanale
(Alagem et al., 2001; Hagiwara et al., 1978; Park et al., 2008; Robertson et al., 1996;
Schubert et al., 2004; Tykocki et al., 2017a), 10" M Iberiotoxin zur Blockade der BKca-
Kanale (Galvez et al., 1990; Kaczorowski et al., 1996; Ma et al., 2020; Tykocki et al.,
2017a; Zhang et al., 2021) sowie 10® M AVE1231 zur Blockade der TASK-1-Kanale
(Ehrlich et al., 2008; Kiper et al., 2015; Putzke et al., 2007; Streit et al., 2011).
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Die Vorbehandlung der Arteriensegmente mit Kaliumchlorid in einer Konzentration von
50 mM steigerte die extrazellulare Konzentration der Kaliumionen, so dass der
elektrochemische Gradient fur Kalium stark reduziert wurde und selbst bei gedffneten
Kaliumkanalen keine Beeinflussung des Membranpotentials mehr stattfinden konnte.
Hieraus resultierte eine deutliche Erhdhung der Wandspannung der Gefalle (Abb.
6 A). Die zusatzliche Gabe von aufsteigenden Methoxamin-Konzentrationen erhdhte
die normalisierte Wandspannung weiter (Abb. 6 A).

Natrium-Nitroprussid in einer Konzentration von 10" M schwéachte diese Kontraktion
deutlich ab (Abb. 6 A), zeigte folglich einen antikontraktilen Effekt. Unter den
vorherrschenden Bedingungen stellte dies den von den Kaliumkanalen unabhangigen

antikontraktilen Effekt des Stickstoffmonoxid-Donators dar.

Die Gabe aller oben genannten Kaliumkanalblocker und die zusatzliche Gabe von
aufsteigenden Konzentrationen des a1-Adrenorezeptoragonisten Methoxamin
kontrahierten die untersuchten Arteriensegmente ahnlich stark, wie es bei der
Anwendung von 50 mM Kaliumchlorid und Methoxamin zu beobachten war (Abb. 6 A,
B; repeated measures ANOVA; n=7, p=0,31).

Natrium-Nitroprussid in einer Konzentration von 10" M schwéachte diese Kontraktion
ebenfalls deutlich ab (Abb. 6 B), fir diesen antikontraktilen Effekt konnte kein
Unterschied zu demjenigen nach der Vorbehandlung der Gefalte mit 50 mM
Kaliumchlorid detektiert werden (Abb. 6 C).
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Abbildung 6: Antikontraktiler Effekt von 10”7 M SNP nach Blockade aller untersuchten Kaliumkanéle

A) Wandspannung der Gefalle, induziert durch Methoxamin und 50 mM Kaliumchlorid in Abwesenheit (KCI)
und Anwesenheit (KCI + SNP) von SNP 107 M (repeated measures ANOVA; n=7, * - p<0,05)

B) Wandspannung der Gefalde, induziert durch Methoxamin und der Kombination der Blockersubstanzen
3*10¢ M XE991, 10 M DPO-1, 107 M Stromatoxin, 10 M Glibenclamid, 3*10-5 M Bariumchlorid, 107 M
Iberiotoxin und 10°M AVE1231 in Abwesenheit (XE991-DPO-1-STX-GLI-BACL-IBTX-AVE1231) und
Anwesenheit von 107 M SNP (XE991-DPO-1-STX-GLI-BACL-IBTX-AVE1231+SNP) (repeated measures
ANOVA; n=7, * - p<0,05)

C) Antikontraktiler Effekt von 107 M SNP in Anwesenheit von 50 mM Kaliumchlorid (KCI) bzw. der
Kanalblocker 3*10°M XE991, 10®M DPO-1, 107 M Stromatoxin, 10® M Glibenclamid, 3*10°5M
Bariumchlorid, 10”7 M Iberiotoxin und 10® M AVE1231 (XE991-DPO-1-STX-GLI-BACL-IBTX-AVE1231) (t-
Test; n=7)

Da in einem anderen Projekt des Labors gezeigt werden konnte, dass TASK-1 Kanale
nicht am antikontraktilen Effekt von Natrium-Nitroprussid beteiligt sind, wurde in den

nachfolgenden Versuchsreihen auf deren Blockade durch AVE1231 verzichtet.

3.2 Funktionelle Rolle des Kirs-Kanals

Auch in dieser Versuchsserie wurde ein von den Kaliumkanadlen unabhangiger
antikontraktiler Effekt des Stickstoffmonoxid-Donators Natrium Nitroprussid (SNP) in
Anwesenheit von 50 mM Kaliumchlorid beobachtet (Abb. 7 A).

Die Gabe der zuvor genannten Kaliumkanalblocker unter Ausschluss von

Glibenclamid und die zusatzliche Gabe von aufsteigenden Methoxamin-
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Konzentrationen kontrahierte die Arteriensegmente ahnlich stark, wie es bei der
Vorbehandlung mit Kaliumchlorid und Methoxamin zu beobachten war (Abb. 7 A, B;
repeated measures ANOVA; n=6, p=0,98). Natrium-Nitroprussid in einer
Konzentration von 107 M schwéchte die durch Kaliumkanalblocker ohne Glibenclamid
erzeugte Kontraktion deutlich ab (Abb. 7 B). Fur diesen antikontraktilen Effekt konnte
kein Unterschied zu demjenigen nach der Vorbehandlung der Gefalte mit 50 mM
Kaliumchlorid detektiert werden (Abb. 7 C).

Nach Vorkontraktion der Gefalle mit den genannten Kaliumkanalblockern unter
Ausschluss von Glibenclamid konnte bei der spateren Hinzugabe von 10°M
Glibenclamid keine weitere Zunahme der Wandspannung detektiert werden, sowohl in

Abwesenheit als auch in Anwesenheit von Natrium-Nitroprussid (Abb. 7 D).
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Abbildung 7: Antikontraktiler Effekt von 107 M SNP nach Blockade aller untersuchten Kaliumkanéle auf3er des
Kire-Kanals
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A) Wandspannung der Gefalde, induziert durch Methoxamin und Kaliumchlorid in Abwesenheit (KCI) und
Anwesenheit (KCI + SNP) von SNP 107 M (repeated measures ANOVA; n=6, * - p<0,05)

B) Wandspannung der Gefalde, induziert durch Methoxamin und der Kombination der Blockersubstanzen
3*10° M XE991, 108 M DPO-1, 107 M Stromatoxin, 3*10* M Bariumchlorid und 107 M Iberiotoxin in
Abwesenheit (XE991-DPO-1-STX-BACL-IBTX) und Anwesenheit von 107 M SNP (XE991-DPO-1-STX-
BACL-IBTX+SNP) (repeated measures ANOVA; n=6, * - p<0,05)

C) Antikontraktiler Effekt von 107 M SNP in Anwesenheit von 50 mM Kaliumchlorid (KCI) bzw. der
Kanalblocker 3*10€ M XE991, 106 M DPO-1, 107 M Stromatoxin, 3*10°M Bariumchlorid und 107 M
Iberiotoxin (XE991-DPO-1-STX- BACL-IBTX) (t-Test; n=6)

D) Wandspannung der GefaRe, induziert durch die Kombination der Blockersubstanzen 3*10-6¢ M XE991,
10° M DPO-1, 107 M Stromatoxin, 3*10-5 M Bariumchlorid und 1077 M lberiotoxin vor (Blocker) und nach
Gabe von 10 M Glibenclamid (Blocker + GLI) in Abwesenheit (schwarze Balken) und Anwesenheit (blaue
Balken) von SNP 107 M (t-Test; n=6)

3.3 Funktionelle Rolle des Kir>-Kanals

Auch in dieser Versuchsserie wurde ein von den Kaliumkanalen unabhangiger
antikontraktiler Effekt des Stickstoffmonoxid-Donators Natrium Nitroprussid in
Anwesenheit von 50 mM Kaliumchlorid beobachtet (Abb. 8 A).

Die Gabe der zuvor genannten Kaliumkanalblocker unter Ausschluss von
Bariumchlorid und die zusatzliche Gabe von aufsteigenden Methoxamin-
Konzentrationen kontrahierte die Arteriensegmente ahnlich stark, wie es bei der
Vorbehandlung mit Kaliumchlorid und Methoxamin zu beobachten war (Abb. 8 A, B,
repeated measures ANOVA; n=8, p=0,13). Natrium-Nitroprussid in einer
Konzentration von 107 M schwachte die durch Kaliumkanalblocker ohne
Bariumchlorid erzeugte Kontraktion deutlich ab (Abb. 8 B). Fur diesen antikontraktilen
Effekt konnte kein Unterschied zu demjenigen nach der Vorbehandlung der Gefalie
mit 50 mM Kaliumchlorid detektiert werden (Abb. 8 C).

Nach Vorkontraktion der Gefalle mit den genannten Kaliumkanalblockern unter
Ausschluss von Bariumchlorid konnte bei der spateren Hinzugabe von 3*10-°M
Bariumchlorid keine weitere Zunahme der Wandspannung detektiert werden, sowohl
in Abwesenheit als auch in Anwesenheit von Natrium-Nitroprussid (Abb. 8 D).
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Abbildung 8: Antikontraktiler Effekt von 107 M SNP nach Blockade aller untersuchten Kaliumkanéle auller des
Kir:-Kanals

A)

Wandspannung der Gefalle, induziert durch Methoxamin und Kaliumchlorid in Abwesenheit (KCI) und
Anwesenheit (KCI + SNP) von SNP 107 M (repeated measures ANOVA; n=8, * - p<0,05)
Wandspannung der Gefalde, induziert durch Methoxamin und der Kombination der Blockersubstanzen
3*10° M XE991, 106 M DPO-1, 107 M Stromatoxin, 10® M Glibenclamid und 107 M Iberiotoxin in
Abwesenheit (XE991-DPO-1-STX-GLI-IBTX) und Anwesenheit von 10 M SNP (XE991-DPO-1-STX-GLI-
IBTX+SNP) (repeated measures ANOVA,; n=8, * - p<0,05)

Antikontraktiler Effekt von 107 M SNP in Anwesenheit von 50 mM Kaliumchlorid (KCI) bzw. der
Kanalblocker 3*10® M XE991, 10®M DPO-1, 107 M Stromatoxin, 10® M Glibenclamid und 107 M
Iberiotoxin (XE991-DPO-1-STX-GLI-IBTX) (t-Test; n=8)

Wandspannung der Gefale, induziert durch die Kombination der Blockersubstanzen 3*10¢ M XE991,
106 M DPO-1, 107 M Stromatoxin, 10® M Glibenclamid und 107 M Iberiotoxin vor (Blocker) und nach
Gabe von 3*10-° M Bariumchlorid (Blocker + BACL) in Abwesenheit (schwarze Balken) und Anwesenheit
(blaue Balken) von SNP 107 M (t-Test; n=8)

3.4 Funktionelle Rolle des Kv1i-Kanals

Auch in dieser Versuchsserie wurde ein von den Kaliumkanalen unabhangiger

antikontraktiler Effekt des Stickstoffmonoxid-Donators Natrium Nitroprussid in
Anwesenheit von 50 mM Kaliumchlorid beobachtet (Abb. 9 A).
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Die Gabe der zuvor genannten Kaliumkanalblocker unter Ausschluss von DPO-1 und
die zusatzliche Gabe von aufsteigenden Methoxamin-Konzentrationen kontrahierte die
Arteriensegmente ahnlich stark, wie es bei der Vorbehandlung mit Kaliumchlorid und
Methoxamin zu beobachten war (Abb. 9 A, B; repeated measures ANOVA; n=8,
p=0,31). Natrium-Nitroprussid in einer Konzentration von 10" M schwéachte die durch
Kaliumkanalblocker ohne DPO-1 erzeugte Kontraktion deutlich ab (Abb. 9 B). Fur
diesen antikontraktilen Effekt konnte kein Unterschied zu demjenigen nach der
Vorbehandlung der GefalRe mit 50 mM Kaliumchlorid detektiert werden (Abb. 9 C).

Nach Vorkontraktion der Gefalle mit den genannten Kaliumkanalblockern unter
Ausschluss von DPO-1 konnte bei der spateren Hinzugabe von 10 M DPO-1 keine
weitere Zunahme der Wandspannung detektiert werden, sowohl in Abwesenheit als

auch in Anwesenheit von Natrium-Nitroprussid (Abb. 9 D).
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Abbildung 9: Antikontraktiler Effekt von 107 M SNP nach Blockade aller untersuchten Kaliumkanéle auf3er des
Kvi-Kanals
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A) Wandspannung der Gefalde, induziert durch Methoxamin und Kaliumchlorid in Abwesenheit (KCI) und
Anwesenheit (KCI + SNP) von SNP 107 M (repeated measures ANOVA; n=12, * - p<0,05)

B) Wandspannung der Geféalde, induziert durch Methoxamin und der Kombination der Blockersubstanzen
3*10° M XE991, 107 M Stromatoxin, 10 M Glibenclamid, 3*10-5 M Bariumchlorid und 107 M Iberiotoxin
in Abwesenheit (XE991-STX-GLI-BACL-IBTX) und Anwesenheit von 107 M SNP (XE991-STX-GLI-BACL-
IBTX + SNP) (repeated measures ANOVA; n=12, * - p<0,05)

C) Antikontraktiler Effekt von 107 M SNP in Anwesenheit von 50 mM Kaliumchlorid (KCI) bzw. der
Kanalblocker 3*10¢ M XE991, 107 M Stromatoxin, 10® M Glibenclamid, 3*10° M Bariumchlorid und 10
7 M Iberiotoxin (XE991-STX-GLI-BACL-IBTX) (t-Test; n=12)

D) Wandspannung der GefaRe, induziert durch die Kombination der Blockersubstanzen 3*10-6 M XE991,
107 M Stromatoxin, 10 M Glibenclamid, 3*10-% M Bariumchlorid und 107 M Iberiotoxin vor (Blocker) und
nach Gabe von 10®* M DPO-1 (Blocker + DPO-1) in Abwesenheit (schwarze Balken) und Anwesenheit
(blaue Balken) von SNP 107 M (t-Test; n=12, * - p<0,05)

3.5 Funktionelle Rolle des Kvz-Kanals

Auch in dieser Versuchsserie wurde ein von den Kaliumkanalen unabhangiger
antikontraktiler Effekt des Stickstoffmonoxid-Donators Natrium Nitroprussid in
Anwesenheit von 50 mM Kaliumchlorid beobachtet (Abb. 10 A).

Die Gabe der zuvor genannten Kaliumkanalblocker unter Ausschluss von Stromatoxin
und die =zusatzliche Gabe von aufsteigenden Methoxamin-Konzentrationen
kontrahierte die Arteriensegmente ahnlich stark, wie es bei der Vorbehandlung mit
Kaliumchlorid und Methoxamin zu beobachten war (Abb. 10 A, B; repeated measures
ANOVA; n=10, p=0,91). Natrium-Nitroprussid in einer Konzentration von 10" M
schwéachte die durch Kaliumkanalblocker ohne Stromatoxin erzeugte Kontraktion
deutlich ab (Abb. 6 B). Fur diesen antikontraktilen Effekt konnte kein Unterschied zu
demjenigen nach der Vorbehandlung der GefalRe mit 50 mM Kaliumchlorid detektiert
werden (Abb. 10 C).

Nach Vorkontraktion der Gefalle mit den genannten Kaliumkanalblockern unter
Ausschluss von Stromatoxin konnte bei der spateren Hinzugabe von 107 M
Stromatoxin keine weitere Zunahme der Wandspannung detektiert werden, sowohl in
Abwesenheit als auch in Anwesenheit von Natrium-Nitroprussid (Abb. 10 D).
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Abbildung 10: Antikontraktiler Effekt von 10”7 M SNP nach Blockade aller untersuchten Kaliumkanéle aul3er des
Kvz-Kanals

A)

Wandspannung der Gefalle, induziert durch Methoxamin und Kaliumchlorid in Abwesenheit (KCI) und
Anwesenheit (KCI + SNP) von SNP 107 M (repeated measures ANOVA; n=10, * - p<0,05)
Wandspannung der Gefal3e, induziert durch Methoxamin und der Kombination der Blockersubstanzen
3*10°% M XE991, 10¢ M DPO-1, 10 M Glibenclamid, 3*10-° M Bariumchlorid und 107 M Iberiotoxin in
Abwesenheit (XE991-DPO-1-GLI-BACL-IBTX) und Anwesenheit von 107 M SNP (XE991-DPO-1-GLI-
BACL-IBTX + SNP) (repeated measures ANOVA; n=10, * - p<0,05)

Antikontraktiler Effekt von 107 M SNP in Anwesenheit von 50 mM Kaliumchlorid (KCl) bzw. der
Kanalblocker 3*10¢ M XE991, 10 M DPO-1, 10® M Glibenclamid, 3*10® M Bariumchlorid und 107 M
Iberiotoxin (XE991-DPO-1-GLI-BACL-IBTX) (t-Test; n=10)

Wandspannung der Gefale, induziert durch die Kombination der Blockersubstanzen 3*10¢ M XE991,
10° M DPO-1, 10 M Glibenclamid, 3*10-5 M Bariumchlorid und 107 M Iberiotoxin vor (Blocker) und nach
Gabe von 107 M Stromatoxin (Blocker + STX) in Abwesenheit (schwarze Balken) und Anwesenheit (blaue
Balken) von SNP 107 M (t-Test; n=10, * - p<0,05)

3.6 Funktionelle Rolle des Kv7-Kanals

Auch in dieser Versuchsserie wurde ein von den Kaliumkanalen unabhangiger

antikontraktiler Effekt des Stickstoffmonoxid-Donators Natrium Nitroprussid in
Anwesenheit von 50 mM Kaliumchlorid beobachtet (Abb. 11 A).
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Die Gabe der zuvor genannten Kaliumkanalblocker unter Ausschluss von XE991 und
die zusatzliche Gabe von aufsteigenden Methoxamin-Konzentrationen kontrahierte die
aufgespannten Arteriensegmente deutlich schwacher, als es bei der Vorbehandlung
mit Kaliumchlorid und Methoxamin zu beobachten war (Abb. 11 A, B; repeated
measures ANOVA; n=7, p<0,05). Natrium-Nitroprussid (SNP) in einer Konzentration
von 107 M schwéchte die durch Kaliumkanalblocker ohne XE991 erzeugte Kontraktion
deutlich ab (Abb. 11 B). Dieser antikontraktile Effekt war im Vergleich zu demjenigen

nach der Vorbehandlung der GefalRe mit 50 mM Kaliumchlorid deutlich starker
(Abb. 11 C).

Nach Vorkontraktion der Gefalle mit den genannten Kaliumkanalblockern unter
Ausschluss von XE991 konnte bei der spateren Hinzugabe von 3*10-¢ M XE991 eine
deutliche Zunahme der Wandspannung detektiert werden, sowohl in Abwesenheit als
auch in Anwesenheit von Natrium-Nitroprussid (Abb. 11 D). Die XE991-induzierte
Zunahme der Kontraktion war in Anwesenheit von Natrium-Nitroprussid mit 56,0+2,3%

grofler als in Abwesenheit von Natrium-Nitroprussid mit 32,7+3,7% (n=7; p<0,05).
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Abbildung 11: Antikontraktiler Effekt von 107 M SNP nach Blockade aller untersuchten Kaliumkanéle au3er des
Kvr-Kanals
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A) Wandspannung der Gefalde, induziert durch Methoxamin und Kaliumchlorid in Abwesenheit (KCI) und
Anwesenheit (KCI + SNP) von SNP 107 M (repeated measures ANOVA; n=7, * - p<0,05)

B) Wandspannung der Gefalde, induziert durch Methoxamin und der Kombination der Blockersubstanzen
108 M DPO-1, 10”7 M Stromatoxin, 10® M Glibenclamid, 3*10-> M Bariumchlorid und 107 M Iberiotoxin in
Abwesenheit (DPO-1-STX-GLI-BACL-IBTX) und Anwesenheit von 107 M SNP (DPO-1-STX-GLI-BACL-
IBTX + SNP) (repeated measures ANOVA; n=7, * - p<0,05)

C) Antikontraktiler Effekt von 107 M SNP in Anwesenheit von 50 mM Kaliumchlorid (KCI) bzw. der
Kanalblocker 10 M DPO-1, 107 M Stromatoxin, 10® M Glibenclamid, 3*10® M Bariumchlorid und 107 M
Iberiotoxin (DPO-1-STX-GLI-BACL-IBTX) (t-Test; n=7, * - p<0,05)

D) Wandspannung der GefaRe, induziert durch die Kombination der Blockersubstanzen 10-¢ M DPO-1,
107 M Stromatoxin, 10 M Glibenclamid, 3*10-% M Bariumchlorid und 107 M Iberiotoxin vor (Blocker) und
nach Gabe von 3*10° M XE991 (Blocker + XE) in Abwesenheit (schwarze Balken) und Anwesenheit
(blaue Balken) von SNP 107 M (t-Test; n=7, * - p<0,05)

3.7 Funktionelle Rolle des BKca-Kanals

Auch in dieser Versuchsserie wurde ein von den Kaliumkanalen unabhangiger
antikontraktiler Effekt des Stickstoffmonoxid-Donators Natrium Nitroprussid in
Anwesenheit von 50 mM Kaliumchlorid beobachtet (Abb. 12 A).

Die Gabe der zuvor genannten Kaliumkanalblocker unter Ausschluss von Iberiotoxin
und die =zusatzliche Gabe von aufsteigenden Methoxamin-Konzentrationen
kontrahierte die Arteriensegmente deutlich schwacher, als es bei der Vorbehandlung
mit Kaliumchlorid und Methoxamin zu beobachten war (Abb. 12 A, B; repeated
measures ANOVA; n=8, p<0,05). Natrium-Nitroprussid (SNP) in einer Konzentration
von 107 M schwachte die durch Kaliumkanalblocker ohne Iberiotoxin erzeugte
Kontraktion deutlich ab (Abb. 12 B). Fir diesen antikontraktilen Effekt konnte kein
Unterschied zu demjenigen nach der Vorbehandlung der Gefalle mit 50 mM
Kaliumchlorid detektiert werden (Abb. 12 C).

Nach Vorkontraktion der Gefalle mit den genannten Kaliumkanalblockern unter
Ausschluss von Iberiotoxin konnte bei der spateren Hinzugabe von 10-" M Iberiotoxin
eine deutliche Zunahme der Wandspannung detektiert werden, sowohl in Abwesenheit
als auch in Anwesenheit von Natrium-Nitroprussid (Abb. 12 D). Wir konnten keinen
Unterschied in der Iberiotoxin-induzierten Zunahme der Kontraktion in Abwesenheit
und Anwesenheit von Natrium-Nitroprussid (57,8+7,6% bzw. 55,5+3,8%; n=8; p=0,79)
detektieren.
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Abbildung 12: Antikontraktiler Effekt von 107 M SNP nach Blockade aller untersuchten Kaliumkanéle aul3er des
BKca-Kanals

A)

Wandspannung der Geféalle, induziert durch Methoxamin und Kaliumchlorid in Abwesenheit (KCI) und
Anwesenheit (KCI + SNP) von SNP 107 M (repeated measures ANOVA; n=8, * - p<0,05)
Wandspannung der Gefalde, induziert durch Methoxamin und der Kombination der Blockersubstanzen
3*10°¢ M XE991, 10° M DPO-1, 107" M Stromatoxin, 10® M Glibenclamid und 3*10-5 M Bariumchlorid in
Abwesenheit (XE991-DPO-1-STX-GLI-BACL) und Anwesenheit von 107 M SNP (XE991-DPO-1-STX-
GLI-BACL + SNP) (repeated measures ANOVA,; n=8, * - p<0,05)

Antikontraktiler Effekt von 107 M SNP in Anwesenheit von 50 mM Kaliumchlorid (KCl) bzw. der
Kanalblocker 3*10® M XE991, 10® M DPO-1, 107 M Stromatoxin, 10® M Glibenclamid und 3*10°M
Bariumchlorid (XE991-DPO-1-STX-GLI-BACL) (t-Test; n=8)

Wandspannung der Gefale, induziert durch die Kombination der Blockersubstanzen 3*10¢ M XE991,
10 M DPO-1, 107 M Stromatoxin, 10¢ M Glibenclamid und 3*10-°* M Bariumchlorid vor (Blocker) und
nach Gabe von 107 M Iberiotoxin (Blocker + IBTX) in Abwesenheit (schwarze Balken) und Anwesenheit
(blaue Balken) von SNP 107 M (t-Test; n=8, * - p<0,05)

3.8 Antikontraktiler Effekt von 10-® M Natrium-Nitroprussid (SNP) nach Blockade von

Kv7-Kanalen

Die funktionelle Ausschaltung der Kvr-Kanale erfolgte durch XE991 in einer
Konzentration von 3*10¢ M. XE991 in einer Konzentration von 3*106 M verstarkte die
Methoxamin-induzierte Kontraktion (Abb. 13 A). Dies verdeutlicht den antikontraktilen
Effekt der Kv7-Kanale.
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Bei Gabe von Natrium-Nitroprussid mit einer Konzentration von 108 M wurde keine
Veranderung der durch Methoxamin induzierten Kontraktion detektiert (Abb. 13 A). Die
Gabe von Natrium-Nitroprussid in Anwesenheit von XE991 erzeugte eine
Abschwachung der Methoxamin-induzierten Kontraktion in Anwesenheit von XE991
(Abb. 13 A). XE991 fuhrte somit zu einem Erscheinen einer Wirkung von Natrium-
Nitroprussid (Abb. 13 B). Bei Gabe von XE991 in Anwesenheit von Natrium-
Nitroprussid wurde keine Veranderung der durch Methoxamin induzierten Kontraktion
in Anwesenheit von Natrium-Nitroprussid detektiert (Abb. 13 A). Damit hob Natrium-
Nitroprussid die Wirkung von XE991 auf (Abb. 13 C).
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Abbildung 13: Antikontraktiler Effekt von 10® M SNP nach Blockade von Kv7-Kanélen

A) Wandspannung der Gefalle, induziert durch Methoxamin, in Abwesenheit aller Substanzen (Kontrolle)
und Anwesenheit von XE991 (XE991 3*10-6 M), von SNP (SNP 108 M) und von XE991 zusammen mit
SNP (XE991+ SNP) (repeated measures ANOVA; n=7, * - p<0,05)

B) Antikontraktiler Effekt von 108 M SNP in Abwesenheit (Kontrolle) und Anwesenheit (XE991) von 3*10°¢ M
XE991 (t-Test; n=7, * - p<0,05)

C) Kontraktiler Effekt von 3*10° M XE991 in Abwesenheit (Kontrolle) und Anwesenheit (SNP) von 108 M
SNP (t-Test; n=7, * - p<0,05)

3.9 Antikontraktiler Effekt von 10" M Natrium-Nitroprussid (SNP) nach Blockade von
Kvz-Kanalen

XE991 in einer Konzentration von 3*10° M verstarkte auch in dieser Versuchsserie die
Methoxamin-induzierte Kontraktion (Abb. 14 A).
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Die Gabe von Natrium-Nitroprussid mit einer gesteigerten Konzentration von 10" M
schwachte die durch Methoxamin induzierte Kontraktion ab (Abb. 14 A). Die Gabe von
Natrium-Nitroprussid in Anwesenheit von XE991 erzeugte ebenfalls eine
Abschwachung der Methoxamin-induzierten Kontraktion in Anwesenheit von XE991
(Abb. 14 A). XE991 verstarkte somit den Effekt von Natrium-Nitroprussid (Abb. 14 B).
Bei Gabe von XE991 in Anwesenheit von Natrium-Nitroprussid wurde keine
Veranderung der Methoxamin-induzierten Kontraktion in Anwesenheit von Natrium-
Nitroprussid detektiert (Abb. 14 A). Damit hob Natrium-Nitroprussid die Wirkung von
XE991 auf (Abb. 14 C).
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Abbildung 14: Antikontraktiler Effekt von 107 M SNP nach Blockade von Kv7-Kanélen

A) Wandspannung der Gefal3e, induziert durch Methoxamin, in Abwesenheit aller Substanzen (Kontrolle)
und Anwesenheit von XE991 (XE991 3*10-6 M), von SNP (SNP 1077 M) und von XE991 zusammen mit
SNP (XE991 + SNP) (repeated measures ANOVA; n=8, * - p<0,05)

B) Antikontraktiler Effekt von 107 M SNP in Abwesenheit (Kontrolle) und Anwesenheit (XE991) von 3*10°¢ M
XE991 (t-Test; n=8, * - p<0,05)

C) Kontraktiler Effekt von 3*10® M XE991 in Abwesenheit (Kontrolle) und Anwesenheit (SNP) von 107 M
SNP (t-Test; n=8, * - p<0,05)

3.10 Antikontraktiler Effekt von 108 M Natrium-Nitroprussid (SNP) nach Blockade von
Kv7- und BKca-Kanalen

Die funktionelle Ausschaltung der Kvz-Kanale erfolgte durch XE991 in einer
Konzentration von 3*10% M, die der BKcas-Kanédle durch Iberiotoxin in einer
Konzentration von 1077 M. XE991 in einer Konzentration von 3*10-® M und Iberiotoxin

in einer Konzentration von 107 M verstarkten die Methoxamin-induzierte Kontraktion
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(Abb. 15 A). Dies verdeutlicht den antikontraktilen Effekt sowohl der Kvz- als auch der

BKca-Kanale.

Die Gabe von Natrium-Nitroprussid mit einer Konzentration von 10-® M schwéchte die
durch Methoxamin induzierte Kontraktion ab (Abb. 15 A). Auch die Gabe von Natrium-
Nitroprussid in Anwesenheit von XE991 und Iberiotoxin erzeugte eine Abschwachung
der Methoxamin-induzierten Kontraktion in Anwesenheit von XE991 und Iberiotoxin
(Abb. 15 A). XE991 und Iberiotoxin verstarkten den Effekt von Natrium-Nitroprussid
(Abb. 15 B). Die Gabe von XE991 und Iberiotoxin in Anwesenheit von Natrium-
Nitroprussid verstarkte die Methoxamin-induzierte Kontraktion in Anwesenheit von
Natrium-Nitroprussid (Abb. 15 A). Es konnte keine Wirkung von Natrium-Nitroprussid
auf den Effekt von XE991 und Iberiotoxin detektiert werden (Abb. 15 C).
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Abbildung 15: Antikontraktiler Effekt von 108 M SNP nach Blockade von Kv7- und BKca-Kanélen

A) Wandspannung der Gefal3e, induziert durch Methoxamin, in Abwesenheit aller Substanzen (Kontrolle)
und Anwesenheit von XE991 und Iberiotoxin (XE991 3*105 M + IBTX 1077 M), von SNP (SNP 108 M) und
von XE991 und Iberiotoxin zusammen mit SNP (XEQ91 - IBTX + SNP) (repeated measures ANOVA; n=8,
* - p<0,05)

B) Antikontraktiler Effekt von 108 M SNP in Abwesenheit (Kontrolle) und Anwesenheit (XE991 + IBTX) von
3*10° M XE991 und 107 M IBTX (t-Test; n=8, * - p<0,05)

C) Kontraktiler Effekt von 3*106 M XE991 und 107 M IBTX in Abwesenheit (Kontrolle) und Anwesenheit
(SNP) von 108 M SNP (t-Test; n=8)
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3.11 Antikontraktiler Effekt von 107 M Natrium-Nitroprussid (SNP) nach Blockade von
Kv7- und BKca-Kanalen

XE991 in einer Konzentration von 3*10% M und Iberiotoxin in einer Konzentration von
107 M verstarkten auch in dieser Versuchsserie die Methoxamin-induzierte
Kontraktion (Abb. 16 A).

Die Gabe von Natrium-Nitroprussid mit einer gesteigerten Konzentration von 10" M
schwachte die durch Methoxamin induzierte Kontraktion ab (Abb. 16 A). Auch die
Gabe von Natrium-Nitroprussid in Anwesenheit von XE991 und Iberiotoxin erzeugte
eine Abschwachung der Methoxamin-induzierten Kontraktion in Anwesenheit von
XE991 und Iberiotoxin (Abb. 16 A). XE991 und Iberiotoxin verstarkten den Effekt von
Natrium-Nitroprussid (Abb. 16 B). Die Gabe von XE991 und Iberiotoxin in Anwesenheit
von Natrium-Nitroprussid verstarkte die Methoxamin-induzierte Kontraktion in
Anwesenheit von Natrium-Nitroprussid (Abb. 16 A). Natrium-Nitroprussid schwachte
die Wirkung von XE991 und Iberiotoxin ab (Abb. 16 C).
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Abbildung 16: Antikontraktiler Effekt von 107 M SNP nach Blockade von Kvz- und BKca-Kanélen

A) Wandspannung der Gefal3e, induziert durch Methoxamin, in Abwesenheit aller Substanzen (Kontrolle)
und Anwesenheit von XE991 und Iberiotoxin (XEQ91 3*10¢ M + IBTX 107 M), von SNP (SNP 107 M) und
von XE991 und Iberiotoxin zusammen mit SNP (XEQ91 - IBTX + SNP) (repeated measures ANOVA; n=8,
* - p<0,05)

B) Antikontraktiler Effekt von 107 M SNP in Abwesenheit (Kontrolle) und Anwesenheit (XE991 + IBTX) von
3*10-8 M XE991 und 107 M IBTX (t-Test; n=8, * - p<0,05)

C) Kontraktiler Effekt von 3*10-6 M XE991 und 107 M IBTX in Abwesenheit (Kontrolle) und Anwesenheit
(SNP) von 107 M SNP (t-Test; n=8, * - p<0,05)
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3.12 Antikontraktiler Effekt von 108 M Natrium-Nitroprussid (SNP) nach Blockade von
BKca-Kanalen

Die funktionelle Ausschaltung der BKca-Kanale erfolgte durch Iberiotoxin in einer
Konzentration von 107 M. Iberiotoxin in einer Konzentration von 107 M verstéarkte die
Methoxamin-induzierte Kontraktion (Abb. 17 A). Dies verdeutlicht den antikontraktilen
Effekt der BKca-Kanale.

Die Gabe von Natrium-Nitroprussid mit einer Konzentration von 10-® M schwéchte die
durch Methoxamin induzierte Kontraktion ab (Abb. 17 A). Auch die Gabe von Natrium-
Nitroprussid in Anwesenheit von |beriotoxin erzeugte eine Abschwachung der
Methoxamin-induzierten Kontraktion in Anwesenheit von Iberiotoxin (Abb. 17 A).
Iberiotoxin verstarkte den Effekt von Natrium-Nitroprussid (Abb. 17 B). Die Gabe von
Iberiotoxin in Anwesenheit von Natrium-Nitroprussid verstarkte die Methoxamin-
induzierte Kontraktion in Anwesenheit von Natrium-Nitroprussid (Abb. 17 A). Natrium-

Nitroprussid schwachte die Wirkung von Iberiotoxin ab (Abb. 17 C).
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Abbildung 17: Antikontraktiler Effekt von 108 M SNP nach Blockade von BKca-Kanélen

A) Wandspannung der Gefalle, induziert durch Methoxamin, in Abwesenheit aller Substanzen (Kontrolle)
und Anwesenheit von IBTX (IBTX 107 M), von SNP (SNP 108 M) und von IBTX zusammen mit SNP (IBTX
+ SNP) (repeated measures ANOVA; n=8, * - p<0,05)

B) Antikontraktiler Effekt von 10 M SNP in Abwesenheit (Kontrolle) und Anwesenheit (IBTX) von 107 M
Iberiotoxin (t-Test; n=8, * - p<0,05)

C) Kontraktiler Effekt von 107 M IBTX in Abwesenheit (Kontrolle) und Anwesenheit (SNP) von 108 M SNP
(t-Test; n=8, * - p<0,05)
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3.13 Antikontraktiler Effekt von 10" M Natrium-Nitroprussid (SNP) nach Blockade von
BKca-Kanalen

Iberiotoxin in einer Konzentration von 107 M verstarkte auch in dieser Versuchsserie
die Methoxamin-induzierte Kontraktion (Abb. 18 A). Dies verdeutlicht den
antikontraktilen Effekt der BKca-Kanale.

Die Gabe von Natrium-Nitroprussid mit einer gesteigerten Konzentration von 10" M
schwachte die durch Methoxamin induzierte Kontraktion ab (Abb. 18 A). Auch die
Gabe von Natrium-Nitroprussid in Anwesenheit von Iberiotoxin erzeugte eine
Abschwachung der Methoxamin-induzierten Kontraktion in Anwesenheit von
Iberiotoxin (Abb. 18 A). Iberiotoxin verstarkte den Effekt von Natrium-Nitroprussid
(Abb. 18 B). Die Gabe von Iberiotoxin in Anwesenheit von Natrium-Nitroprussid
verstarkte die Methoxamin-induzierte Kontraktion in Anwesenheit von Natrium-
Nitroprussid (Abb. 18 A). Natrium-Nitroprussid schwachte die Wirkung von Iberiotoxin
ab (Abb. 18 C).
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Abbildung 18: Antikontraktiler Effekt von 107 M SNP nach Blockade von BKca-Kanélen

A) Wandspannung der Gefalle, induziert durch Methoxamin, in Abwesenheit aller Substanzen (Kontrolle)
und Anwesenheit von IBTX (IBTX 107 M), von SNP (SNP 107 M) und von IBTX zusammen mit SNP (IBTX
+ SNP) (repeated measures ANOVA; n=8, * - p<0,05)

B) Antikontraktiler Effekt von 107 M SNP in Abwesenheit (Kontrolle) und Anwesenheit (IBTX) von 107 M
Iberiotoxin (t-Test; n=8)

C) Kontraktiler Effekt von 107 M IBTX in Abwesenheit (Kontrolle) und Anwesenheit (SNP) von 107 M SNP (t-
Test; n=8, * - p<0,05)
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4 DISKUSSION

4.1 Kritische Methodenbetrachtung und Limitationen dieser Studie

Die Beteiligung von Kaliumkanalen an der durch Natrium-Nitroprussid (SNP)
induzierten Gefalirelaxation wurde in der vorliegenden Studie am Beispiel der Arteria
saphena der Wistar Ratte mittels Multiwire Myographie (Details siehe Abschnitt 2.3)
untersucht. Zum Ausschluss hormoneller Einflisse wurden hierzu ausschlieBlich
mannliche Versuchstiere verwendet. Zukunftige Studien sollten sich jedoch unbedingt

auch der Frage zuwenden, wie diese Mechanismen in weiblichen Tieren funktionieren.

Die Kleingefallmyographie (Mulvany und Halpern, 1976) ermoglicht die
pharmakologischen, mechanischen und morphologischen Eigenschaften isolierter
Arterien-segmente unter isometrischen Bedingungen (konstanter GefalRdurchmesser)
zu untersuchen. In den vier separierten Organbadern konnten flr die isolierten
Arteriensegmente physiologische Bedingungen simuliert werden. Das Einstellen eines
optimalen inneren Umfangs (Details zur Normalisierung siehe Abschnitt 2.3.3)
standardisierte die Ausgangswerte und optimierte die jeweilige GefalRantwort. Vier
Segmente einer isolierten Arterie konnten simultan und unterdessen individuell mit
unterschiedlichen Variationen von vasoaktiven Substanzen untersucht werden. In den
Organbadern hatten die Gefallsegmente unmittelbaren Kontakt mit den applizierten
vasoaktiven Substanzen. Die Wirkstoffe konnten somit nicht fur vergleichende
Untersuchungen von entweder intra- oder extraluminal angeboten werden. Der aus
der Interaktion mit diesen Substanzen resultierende Kontraktionszustand der
GefalRsegmente wurde indirekt Uber Veranderungen der Wandspannung ermittelt.
Die KleingefalBmyographie eignet sich ideal fir In-vitro-Studien, wie die hier
vorliegende Studie, die simultan das isometrische Kontraktions- wie auch
Relaxationsverhalten kleinerer Arterien als Antwort auf die Gabe vasoaktiver
Substanzen mittels sich wiederholender Konzentrations-Wirkungsbeziehungen (DWK)
untersuchen mochte.

In der hier vorliegenden Untersuchung wurde jedoch nur ein Gefal} einer einzelnen
Spezies und dies auch nur mittels der im letzten Absatz beschriebenen wissen-
schaftlichen Methode untersucht. Daher bleibt unklar, ob die Ergebnisse auch auf
andere Gefalte, Spezies oder gar den Menschen Ubertragen werden konnen.

Zukunftige Studien sollten die hier verwendeten Versuchsprotokolle auf andere
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Gefalle bzw. Spezies anwenden, um zu prufen, ob ahnliche Ergebnisse detektiert

werden konnen.

Die Auswirkungen von Stickstoffmonoxid auf die untersuchten Kaliumkanale wurden
nur mit dem Stickstoffmonoxid-Donator Natrium-Nitroprussid (SNP) untersucht, der
nicht-enzymatisch Stickstoffmonoxid in den Extrazellularraum freisetzt. Der Einfluss
von endothelialem Stickstoffmonoxid wurde durch die Entfernung des Endothels
(Details siehe Abschnitt 2.3.2) bewusst ausgeschaltet.

In den vorgelegten Untersuchungen wird davon ausgegangen, dass die Wirkung von
Natrium-Nitroprussid durch Stickstoffmonoxid (NO) vermittelt wird. Dafir spricht, dass
in ahnlichen Studien unserer Arbeitsgruppe gezeigt werden konnte, dass durch NO-
Fanger wie Hydroxycobolamin und durch die Hemmung der Guanylatzyklase mittels
ODQ (1H-[1,2,4]oxadiazolo[4,3-a]lquinoxalin-1-one) der antikontraktile Effekt von
Natrium-Nitroprussid vollstandig aufgehoben werden konnte. Durch die Hemmung der
Proteinkinase G mittels Rp-8-Br- PET-cGMPS gelang dies zumindest teilweise. Diese
Feststellungen legen ebenso nahe, dass Stickstoffmonoxid seine Wirkung vor allem
Uber den NO/sGC/PKG-Signalweg vermittelt. Gagov et. al konnten am Beispiel des
BKca-Kanal aufzeigen, dass dieser vor allem Uber die Proteinkinase G aktiviert wird.
Fur Cyanid, welches als Nebenprodukt bei der NO-Freisetzung aus Natrium-
Nitroprussid entstehen kann, konnte keine Beteiligung am antikontraktilen Effekt
aufgezeigt werden, da dessen Inaktivierung durch die Schwefeltransferase
Rhodanase und das Salz Natriumthiosulfat den antikontraktilen Effekt von Natrium-
Nitroprussid nicht beeinflusste (Butt et al., 1995; Feelisch, 1998; Gagov et al., 2022;
Garthwaite et al., 1995; Kruszyna et al., 1998; Schmid et al., 2018; Schubert et al.,
2004).

In dieser Studie wurde nicht gepruft, ob Stickstoffmonoxid vor allem eine direkte oder
indirekte Wirkung Uuber den NO/cGMP/PKG-Signalweg auf die untersuchten
Kaliumkanale ausubt. Zudem fand kein Vergleich unterschiedlicher Stickstoffmonoxid-
Donatoren statt. Es bleibt daher zu klaren, ob sich die in dieser Studie prasentierten
Ergebnisse durch andere NO-Donatoren bestatigen lassen. Zukunftige Studien sollten

sich diesen Fragestellungen zuwenden.
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Im Zentrum der beobachteten Gefalirelaxation stand die Annahme, dass, vermittelt
durch Stickstoffmonoxid (NO), Kaliumkanale aktiviert werden und dies durch die
Hyperpolarisation der glattmuskularen Zellmembran ein Absinken der intrazellularen
Calciumkonzentration induziert und schlieBlich eine Gefaldrelaxation bedingt (Chen
und Rembold, 1996; Karaki et al., 1988). Messungen des Membranpotentials bzw. des
Calciumspiegels wurden jedoch im Rahmen dieser Studie nicht durchgeflhrt.

Zukunftige Versuchsprotokolle sollten diese Messungen berlcksichtigen. Die
intrazellulare Calciumkonzentration kann bspw. photometrisch bestimmt werden, wie
bereits durch Schmid et al. demonstriert wurde (Schmid et al., 2018). Das
Membranpotential kann mittels scharfer Mikroelektroden in isolierten Gefalien

gemessen werden (Gagov et al., 2022).

Aus Tierschutzgrinden und wie bei vielen anderen zeitintensiven experimentellen
Untersuchungen blieb die Anzahl der verwertbaren Experimente pro Versuchsreihe
relativ gering (n im Bereich von 6 bis 10). Da die angewandten t-Tests bei der
Berechnung der statischen Signifikanz jedoch direkt von der StichprobengrolRe
abhangig sind, werden so kleinere Effekte gegebenenfalls verschleiert. Allerdings ist
davon auszugehen, dass solche kleinen Effekte zwar statistisch nachweisbar waren,

jedoch keine funktionelle Relevanz haben.

4.2 Antikontraktiler Effekt von Natrium-Nitroprussid (SNP) nach Blockade aller
untersuchten Kaliumkanale

In dieser Versuchsreihe erfolgte die funktionelle Ausschaltung aller bisher in glatten
Muskelzellen funktionell in Erscheinung getretenen und untersuchten Kaliumkanale
(Goldstein et al., 2001; Nelson und Quayle, 1995; Tykocki et al., 2017a) durch die
Applikation der entsprechenden spezifischen Kaliumkanalblocker wie in Abschnitt 3.1
im Detail dargestellt. Die resultierende Zunahme der normalisierten WWandspannung
konnte anschlie®end konzentrationsabhangig durch den a1-Adrenorezeptoragonisten
Methoxamin (Trendelenburg et al., 1970) weiter gesteigert werden.

Eine ahnliche Zunahme der Wandspannung konnte durch die Vorbehandlung der
GefalRsegmente mit 50 mM Kaliumchlorid und Methoxamin erzielt werden.
Kaliumchlorid steigerte die extrazellulare Konzentration der Kaliumionen (durch

aquimolare Reduktion der extrazellularen Konzentration der Natriumionen), so dass
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der elektrochemische Gradient fur Kalium stark reduziert wurde und selbst durch
geoffnete Kaliumkanale keine Beeinflussung des Membranpotentials mehr stattfinden
konnte. Damit sind alle Kaliumkanale funktionell ausgeschaltet, auch ohne die

Anwendung der oben genannten Blockersubstanzen.

Die Gabe von Natrium-Nitroprussid in einer Konzentration von 107 M schwachte
sowohl die Kontraktion der mit den spezifischen Kaliumkanalblockern als auch der mit
Kaliumchlorid vorbehandelten GefalRsegmente deutlich ab. Es konnte hierbei kein
Unterschied zwischen diesen beiden Bedingungen in Bezug auf den antikontraktilen
Effekt von Natrium-Nitroprussid nachgewiesen werden. Die Abschwachung der
Kontraktion im Rahmen der Vorbehandlung der Gefalissegmente mit Kaliumchlorid
stellt den von Kaliumkanalen unabhangigen antikontraktilen Effekt des Stickstoff-

monoxid-Donators dar.

Diese Versuchsreihe verdeutlicht, dass Natrium-Nitroprussid (SNP) unabhangig vom
Endothel (es erfolgte dessen Entfernung bei der Gefallpraparation — siehe Abschnitt
2.3.2) als auch von Kaliumkanalen einen antikontraktilen Effekt aufweist. Dieser beruht
auf der nicht-enzymatischen Freisetzung von Stickstoffmonoxid (Feelisch, 1998;
Schmid et al., 2018; Schubert et al., 2004). Viele Studien konnten zeigen, dass die
NO-induzierte Gefalirelaxation mehrheitlich Uber den sGC/cGMP/PKG-Signalweg
vermittelt wird (Andriantsitohaina et al., 1995; Bates et al., 1991; Francis et al., 2010;
Miller und Megson, 2007; Miller et al., 2004; Schmid et al., 2018).

Die Gefalirelaxation kann Uber die Erniedrigung des glattmuskularen Calciumspiegels
bewirkt werden. Hierzu wird die Freisetzung von Calcium gehemmt bzw. dessen
Wiederaufnahme mittels ATP-abhangiger Calciumpumpe in das sarkoplasmatische
Retikulum gefordert (Andriantsitohaina et al., 1995). Die Calciumfreisetzung wird
ebenso Uber eine Reduktion der Bildung des Second Messenger Inositoltrisphosphat
(IP3) bzw. die Phosphorylierung des zugehorigen Rezeptors gedrosselt (Komalavilas
und Lincoln, 1996; Ruth et al., 1993). Eine weitere Moglichkeit der Calciumreduktion
besteht in der Aktivierung von Calcium-ATPasen bzw. Natrium-Calcium-Austauschern
der glattmuskularen Plasmamembran (Furukawa et al., 1991; Webb, 2003).
Unabhangig vom Abfall des intrazellularen Calciumspiegels ist eine Gefalirelaxation
andererseits durch die Reduktion der Calcium-Sensitivitat des kontraktilen Apparates

mdglich. Hierbei verlagert sich das Gleichgewicht zwischen den antagonistisch
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arbeitenden Enzymen Myosin-Leichte-Ketten-Kinase (MLCK) hin zur Myosin-Leichte-
Ketten-Phosphatase (MLCP). Die cGMP-vermittelte Aktivitatssteigerung der Myosin-
Leichte-Ketten-Phosphatase (MLCP) bedingt die Dephosphorylierung der
regulatorischen leichten Kette des Myosins, mindert damit die Interaktion zwischen
den Myofilamenten Aktin und Myosin ohne Veranderung der intrazellularen Calcium-
konzentration und fuhrt in dessen Folge ebenso zur Gefalirelaxation (Webb, 2003; Wu
et al., 1996).

Durch diese Versuchsreihe wurde aufgezeigt, dass Natrium-Nitroprussid auch einen
von den untersuchten Kaliumkanalen unabhangigen antikontraktilen Effekt aufweist.
Um die Beteiligung einzelner Kaliumkanale aufzuzeigen, erfolgte in den nach-
folgenden Versuchsreihen immer ein Vergleich mit der oben beschriebenen, von
Kaliumkanalen unabhangigen Wirkung von Natrium-Nitroprussid nach Vorkontraktion
mit Kaliumchlorid und durch Blockierung aller Kaliumkanale auf’er des zu unter-

suchenden Kanals.

4.2.1 Funktionelle Rolle des Kirs-Kanals

Die funktionelle Blockade aller Kaliumkanale unter Belassen des Kirs-Kanals (Katp)
zeigte, wie bei der funktionellen Ausschaltung aller untersuchten Kaliumkanale, eine
deutliche Zunahme der Wandspannung. Diese war von der Wandspannung nach
Vorbehandlung der GefalRsegmente mit 50 mM Kaliumchlorid nicht zu unterscheiden.
Im Rahmen der spéateren Hinzugabe von 10® M Glibenclamid zur spezifischen
Blockade des Kirs-Kanals (Katp) konnte keine weitere Zunahme der Blocker-
induzierten Kontraktion detektiert werden. Das spricht daflr, dass dieser Kanal unter
den gewahlten Bedingungen funktionell nicht aktiv ist.

Die Gabe von Natrium-Nitroprussid in einer Konzentration von 107 M schwéachte die
durch die Kanalblocker unter Ausschluss von Glibenclamid erzeugte Kontraktion
deutlich ab. Es konnte kein Unterschied der Abschwachung der Kontraktion im
Vergleich zur Vorbehandlung der Gefalle mit Kaliumchlorid detektiert werden. Auch
durch die Gabe von 10 M Glibenclamid in Anwesenheit der anderen Kanalblocker
und von Natrium-Nitroprussid konnte keine Veranderung der Wandspannung
detektiert werden. Damit konnte auch in diesem Kontext kein antikontraktiler Effekt fur
den Kirs-Kanal (Katp) in Zusammenhang mit Natrium-Nitroprussid nachgewiesen

werden.
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Eine funktionelle Inaktivitdt des Kirs-Kanals (Katp) in Abwesenheit von Natrium-
Nitroprussid wurde auch in anderen Untersuchungen gefunden. Diese zeigen auf,
dass Kirs-Kanadle in vielen Gefalbetten (bspw. in Widerstandsgefalen der
Skelettmuskulatur) auf Grund ihrer geringen Dichte, der meist niedrigen Leitfahigkeit
und bei Abwesenheit dulerer Stimuli wenig Aktivitat und folglich wenig Einfluss auf
das Membranpotential und den vaskularen Tonus ausuben. Diese Feststellungen
beruhen auf der Beobachtung, dass Glibenclamid keinerlei Effekte induzierte. Einfluss
auf den basalen Tonus werde vielmehr durch vasodilatierende Stimuli wie endogene
Signalmolekule (bspw. Adenosin oder Prostacyclin), Hypoxie oder Azidose vermittelt,
die eine Aktivierung des Kirs-Kanals (Katp) bedingen (Banitt et al., 1996; Dart und
Standen, 1993; Faraci und Sobey, 1998; Jackson et al., 1993; Minkes et al., 1995;
Nelson und Quayle, 1995; Quayle et al., 1997; Sobey, 2001; Thomas et al., 1997;
Tykocki et al., 2017a; Vallet et al., 1995).

Der ausbleibende antikontraktile Effekts des Kirs-Kanals (Katp) in Zusammenhang mit
Natrium-Nitroprussid wurde ebenso in andere Untersuchungen beschrieben. Studien
am Kaninchenherz (Jackson et al., 1993) sowie an Mesenterialgefallen von Kaninchen
(Khan et al., 1993) wie auch Mausen (Mustafa et al., 2011) konnten keine Beteiligung
des Kirs-Kanals (Katp) am NO/cGMP/PKG-Signalweg nachweisen.

Im Gegensatz zu den Ergebnissen dieser Versuchsreihe und den im letzten Absatz
zitierten Untersuchungen konnte durch andere Studien eine Beteiligung des Kire-
Kanals (Katp) am vaskularen Ruhetonus und Blutfluss gezeigt werden. Tykocki und
Jackson fuhren in ihren Reviews zahlreiche Studien auf, denen dieser Nachweis im
GefalRgebiet der Koronarien, der Haut, der Niere, viszeraler Gefal3e aber auch in
WiderstandsgefalRen der Skelettmuskulatur unterschiedlicher Spezies gelang (Abbink
et al., 2002; Duncker et al., 2001; Imamura et al., 1992; Jackson, 2000; Samaha et al.,
1992; Tykocki et al., 2017a; Vanelli et al., 1994). Ebenso wurde gezeigt, dass
Glibenclamid als selektiver Blocker des Kirs-Kanals (Katp) eine Vasokonstriktion in
verschiedene Gefaliregionen vermitteln kann (Jackson, 1993, 2000; Jackson et al.,
1993; Saito et al., 1996; Tateishi und Faber, 1995; Tykocki et al., 2017a; Vanelli et al.,
1994; Vanelli und Hussain, 1994). Diese Heterogenitat der Ergebnisse setzt sich
bezlglich der Beteiligung des Kirs-Kanals (Katp) am NO/sGC/PKG-Signalweg (Details

zum Signalweg siehe Abschnitt 1.5) fort. Einige Untersuchungen zeigten auf, dass
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uber Stickstoffmonoxid (NO) eine Kanalaktivierung und in dessen Konsequenz eine
Hyperpolarisation mit konsekutiver Gefalirelaxation bspw. an Mesenterialgefalten von
Kaninchen und Ratten und Koronarien von Schweinen induziert werden kann (Miyoshi
et al., 1994; Murphy und Brayden, 1995; Nelson und Quayle, 1995; Quayle et al., 1997,
Standen et al., 1989; Wu et al., 2004).

In der hier vorgelegten Versuchsreihe gelang kein Nachweis einer Beteiligung des Kirs-
Kanals (Katp) am antikontraktilen Effekt des Stickstoffmonoxids. Dieses Ergebnis steht
im Konsens als auch Dissens mit den Ergebnissen anderer Untersuchungen. Die
Ursachen dieser unterschiedlichen Befunde bleiben bislang ungeklart und beruhen
mdglicherweise auf Unterschieden in der gewahlten Methodik. Aber auch die Auswahl
der untersuchten Gefaldregion bzw. der untersuchten Spezies konnte die Interaktion
zwischen Kirs-Kanals (Katp) und dem gefalrelaxierenden NO/sGC/PKG-Signalweg
modulieren. Die Ursachenklarung dieser Heterogenitat sollte Ziel zukinftiger Studien

sein.

4.2.2 Funktionelle Rolle des Kirz-Kanals

Die funktionelle Blockade aller Kaliumkanale unter Belassen des Kirz-Kanals zeigte,
wie bei der funktionellen Ausschaltung aller untersuchten Kaliumkanale, eine deutliche
Zunahme der Wandspannung. Diese war von der Wandspannung nach Vor-
behandlung der Gefalisegmente mit 50 mM Kaliumchlorid nicht zu unterscheiden. Im
Rahmen der spateren Hinzugabe von 3*10°M Bariumchlorid zur spezifischen
Blockade des Kir>-Kanals konnte keine weitere Zunahme der Blocker-induzierten
Kontraktion detektiert werden. Das spricht daflir, dass dieser Kanal unter den
gewahlten Bedingungen funktionell nicht aktiv ist.

Die Gabe von Natrium-Nitroprussid in einer Konzentration von 107 M schwéachte die
durch die Kanalblocker unter Ausschluss von Bariumchlorid erzeugte Kontraktion
deutlich ab. Es konnte kein Unterschied der Abschwachung der Kontraktion im
Vergleich zur Vorbehandlung der Gefalle mit Kaliumchlorid detektiert werden. Auch
nach Gabe von 3*10-° M Bariumchlorid in Anwesenheit der anderen Kanalblocker und
von Natrium-Nitroprussid konnte keine Veranderung der Wandspannung detektiert
werden. Damit konnte auch in diesem Kontext kein antikontraktiler Effekt fur den Kirz-

Kanal in Zusammenhang mit Natrium-Nitroprussid nachgewiesen werden.
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Eine funktionelle Inaktivitat des Kirz-Kanals in Abwesenheit von Natrium-Nitroprussid
wurde auch in einigen anderen Untersuchungen gefunden. Diese zeigen auf, dass
Kir2-Kanale im Bereich der Cerebralarterien sowie der Koronarien der weiblichen Ratte
nur wenig Effekt auf das Ruhemembranpotential bzw. den Gefallidurchmesser
ausuben (Knot et al., 1996). Ein wie in der vorliegenden Studie vollstandig fehlender
Effekt von Barium auf den Ruhetonus wurde an Koronarien von Schweinen sowie an
parenchymalen Arterien von Hirnschnitten der Ratte nachgewiesen (Filosa et al., 2006;
Rivers et al., 2001). Der ausbleibende antikontraktile Effekt des Kir-Kanals in
Zusammenhang mit Natrium-Nitroprussid kann zum gegenwartigen Zeitpunkt nicht

durch andere Untersuchungen bestatigt werden.

Im Gegensatz zu den Ergebnissen dieser Versuchsreihe und den im letzten Absatz
zitierten Studien, zeigen die meisten Untersuchungen des Kirz-Kanal auf, dass dieser
Kaliumkanal eine basale Aktivitat auch bereits unter Ruhebedingungen aufweist. Eine
spezifische Blockade mittels Barium l6ste in zahlreichen GefalRbetten eine
Depolarisation sowie Kontraktion glatter Muskelzellen aus. Dieser Nachweis gelang
an cerebralen, koronaren, renalen und hepatischen Gefalten von mannlichen und von
weiblichen Ratten sowie an submukosen Arteriolen des mannlichen Meer-
schweinchens wie auch an Arteriolen des Musculus cremaster des Hamsters (Burns
et al., 2004; Chilton et al., 2011; Edwards und Hirst, 1988; Edwards et al., 1988;
Edwards et al., 1998; McCarron und Halpern, 1990; Prior et al., 1998a; Quayle et al.,
1996; Quayle et al., 1993; Robertson et al., 1996; Schubert et al., 2004; Smith et al.,
2008; Sobey, 2001; Tykocki et al., 2017a).

Schubert et al. zeigten am Beispiel der kleinen Schwanzarterie der Ratte auf, dass
Stickstoffmonoxid (NO), freigesetzt aus Natrium-Nitroprussid (SNP), eine Aktivierung
des Kir-Kanal uUber den NO/sGC/PKG-Signalweg (Details zum Signalweg siehe
Abschnitt 1.5) und in dessen Konsequenz eine Gefalirelaxation induzieren kann.
Barium zur spezifischen Blockade des Kirz-Kanals schwachte die SNP-induzierte
Gefalrelaxation ab (Schubert et al., 2004). Der Nachweis, dass Stickstoffmonoxid den
Kir2-Kanal aktivieren kann, gelang ebenfalls an den Arteriolen von Schweinen — hier

blieb jedoch der genaue Signalweg ungeklart (Hein et al., 2013; Tykocki et al., 2017a).

In der hier vorgelegten Versuchsreihe gelang kein Nachweis einer Beteiligung des Kirz-

Kanals am antikontraktilen Effekt des Stickstoffmonoxids (NO). Die Ursachen dieser
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unterschiedlichen Befunde bleiben bislang ungeklart und beruhen moéglicherweise auf
Unterschieden in der gewahlten Methodik. Insgesamt liegen jedoch zu wenig Unter-
suchungen aus anderen GefalRbetten bzw. Spezies vor, die die Interaktion zwischen
Stickstoffmonoxid (vermittelt Gber den NO/sGC/PKG-Signalweg) und dem Kirz2-Kanal

abschlie3end klaren konnten. Hierauf sollten sich zukinftige Studien fokussieren.

4 2.3 Funktionelle Rolle des Kvi-Kanals

Die funktionelle Blockade aller Kaliumkanale unter Belassen des Kv1.s-Kanals zeigte,
wie bei der funktionellen Ausschaltung aller untersuchten Kaliumkanale, eine deutliche
Zunahme der Wandspannung. Diese war von der Wandspannung nach Vor-
behandlung der Gefaldisegmente mit 50 mM Kaliumchlorid nicht zu unterscheiden. Im
Rahmen der spateren Hinzugabe von 108 M DPO-1 zur spezifischen Blockade des
Kvis-Kanals konnte keine weitere Zunahme der Blocker-induzierten Kontraktion
detektiert werden. Das spricht dafur, dass dieser Kanal unter den gewahlten

Bedingungen funktionell nicht aktiv ist.

Die Gabe von Natrium-Nitroprussid in einer Konzentration von 107 M schwachte die
durch die Kanalblocker unter Ausschluss von DPO-1 erzeugte Kontraktion deutlich ab.
Es konnte kein Unterschied der Abschwachung der Kontraktion im Vergleich zur
Vorbehandlung der Gefalte mit Kaliumchlorid detektiert werden. Auch nach Gabe von
10 M DPO-1 in Anwesenheit der anderen Kanalblocker und von Natrium-Nitroprussid
konnte keine Veranderung der Wandspannung detektiert werden. Damit konnte auch
in diesem Kontext kein antikontraktiler Effekt fir den Kv1.s-Kanal in Zusammenhang

mit Natrium-Nitroprussid nachgewiesen werden.

Eine funktionelle Inaktivitat des Kv1.s5-Kanals in Abwesenheit von Natrium-Nitroprussid
wurde auch in einigen anderen Untersuchungen gefunden. Tsvetkov et al. konnten
zeigen, dass Kv1.s5-Kanale nicht an der Regulation des arteriellen Tonus mesenterialer
Gefale von Ratte sowie Maus beteiligt sind (Tsvetkov et al., 2016). Durch Choeng et
al. wurde gar die vollstandig fehlende Expression des Kv1.s-Kanals bei gleichzeitiger
Expression anderer Subtypen von Kvi-Kanalen in den zerebralen Arteriolen der Maus
aufgezeigt (Cheong et al., 2001b). Der ausbleibende antikontraktile Effekt des Kv1.5-
Kanals in Zusammenhang mit Natrium-Nitroprussid kann zum gegenwartigen Zeit-
punkt nicht durch andere Untersuchungen bestatigt werden.
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Im Gegensatz zu den Ergebnissen dieser Versuchsreihe und den im letzten Absatz
zitierten Studien, zeigen die meisten Untersuchungen des Kvis-Kanals auf, dass
dieser Kaliumkanal an der Regulation des Membranpotentials und damit des
vaskularen Tonus von Widerstandsgefalen in einigen GefalRbetten beteiligt ist. Zudem
werde die Gefalkantwort auf intravasale Druckveranderungen, Vasokonstriktoren wie
auch Vasodilatatoren durch Kvis-Kanale moduliert. Eine spezifische Blockade des
Kvis-Kanals mittels DPO-1 induzierte eine Vasokonstriktion in vielen Gefalibetten.
Diese Nachweise gelangen in der mittleren Hirnarterie, verschiedenen Arterien des
Skelettmuskels sowie den Mesenterialgefalen der Ratte aber auch in der Aorta der
Maus sowie in cerebralen Arteriolen von Kaninchen (Albarwani et al., 2003; Chen et
al., 2006; Cheong et al., 2001a; Fancher et al., 2015; Kang et al., 2009; Lu et al., 2002;
Overturf et al., 1994; Plane et al., 2005; Tykocki et al., 2017a).

Tykocki et al. zeigen in ihrem Review eine generelle Beteiligung spannungsabhangiger
Kaliumkanale an der durch Stickstoffmonoxid (NO) vermittelten Gefal3relaxation auf.
Gezeigt werden konnte diese an der Basilararterie, den Pulmonalarterien sowie der
Aorta der Ratte (Sobey und Faraci, 1999; Tanaka et al., 2006; Tykocki et al., 20173;
Zhao et al.,, 1997). An den Koronarien des Hundes gelang der Nachweis der
Beteiligung von Kvi-Kanadlen an der SNP-induzierten GefalRrelaxation (Dick et al.,
2008). Fancher et al. konnten sogar dezidierter an den mittleren Hirnarterien sowie der
Arteria gracilis der Ratte die Beteiligung von Kvis-Kanalen an der SNP-induzierten
Gefalrelaxation nachweisen. DPO-1 schwachte in den letztgenannten Gefalibetten
die Wirkung von Natrium-Nitroprussid (SNP) deutlich ab (Fancher et al., 2015).

In der hier vorgelegten Versuchsreihe gelang kein Nachweis einer Beteiligung des
Kvis-Kanals am antikontraktilen Effekt des Stickstoffmonoxids (NO). Die Ursachen
dieser unterschiedlichen Befunde bleiben bislang ungeklart und beruhen moglichweise
auf Unterschieden in der gewahlten Methodik.

Vergangene Studien untersuchten zwar im Allgemeinen die Interaktion zwischen
Stickstoffmonoxid und spannungsabhangigen Kaliumkanalen, fokussierten sich
hierbei jedoch oft nicht dezidiert auf die Subtypen der Kvi-Familie. Ferner liegen zu
wenig Untersuchungen aus anderen Gefal3betten bzw. Spezies vor, die die Interaktion
zwischen Stickstoffmonoxid (vermittelt Gber den NO/sGC/PKG-Signalweg) und dem
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Kv1s-Kanal abschlielend klaren konnten. Diesen beiden Problemfeldern sollten sich

zukinftige Studien widmen.

4.2.4 Funktionelle Rolle des Kvz-Kanals

Die funktionelle Blockade aller Kaliumkanale unter Belassen des Kvz.1-Kanals zeigte,
wie bei der funktionellen Ausschaltung aller untersuchten Kaliumkanale, eine deutliche
Zunahme der Wandspannung. Diese war von der Wandspannung nach Vor-
behandlung der Gefaldisegmente mit 50 mM Kaliumchlorid nicht zu unterscheiden. Im
Rahmen der spateren Hinzugabe von 107 M Stromatoxin zur spezifischen Blockade
des Kvz.1-Kanals konnte keine weitere Zunahme der Blocker-induzierten Kontraktion
detektiert werden. Das spricht dafiir, dass dieser Kanal unter den gewahlten

Bedingungen funktionell nicht aktiv ist.

Die Gabe von Natrium-Nitroprussid in einer Konzentration von 107 M schwéachte die
durch die Kanalblocker unter Ausschluss von Stromatoxin erzeugte Kontraktion
deutlich ab. Es konnte kein Unterschied der Abschwachung der Kontraktion im
Vergleich zur Vorbehandlung der Gefalle mit Kaliumchlorid detektiert werden. Auch
nach Gabe von 10" M Stromatoxin in Anwesenheit der anderen Kanalblocker und von
Natrium-Nitroprussid konnte keine Veranderung der Wandspannung detektiert
werden. Damit konnte auch in diesem Kontext kein antikontraktiler Effekt fur den Kv2.1-

Kanal in Zusammenhang mit Natrium-Nitroprussid nachgewiesen werden.

Eine funktionelle Inaktivitat des Kvz.1-Kanals in Abwesenheit von Natrium-Nitroprussid
wurde auch von Shvetsova et al. an der Arteria saphena der mannlichen Ratte
gefunden (Shvetsova et al., 2019). Amberg und Santana fuhren in ihrer Studie auf,
dass frihere Untersuchungen spannungsabhangiger Kaliumkanale eine dominante
Rolle der Kvi-Kanale bei der Regulation des arteriellen Tonus betonen (Albarwani et
al., 2003; Amberg und Santana, 2006; Cox et al., 2001; Plane et al., 2005). Neuere
Untersuchungen ordnen diese Rolle insbesondere auch den Kvr-Kanadlen zu
(Greenwood und Ohya, 2009a; Ng et al., 2011; Yeung et al., 2007).

Der ausbleibende antikontraktile Effekt des Kvzi-Kanals in Zusammenhang mit
Natrium-Nitroprussid kann gegenwartig nicht durch andere Untersuchungen bestatigt

werden.
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Im Gegensatz zu den Ergebnissen dieser Versuchsreihe zeigen andere
Untersuchungen des Kvz.1-Kanals auf, dass dieser Kaliumkanal neben dem Kv1.s-
Kanal an der Regulation des Membranpotentials glatter Muskelzellen beteiligt ist und
ein negatives Feedback gegenuber dem myogenen Tonus vermittelt. Amberg und
Santana beobachteten hierbei eine funktionelle Gleichwertigkeit der Kv1.5- und Kv2.1-
Kanale.

Eine spezifische Blockade des Kvzi-Kanals mittels Stromatoxin induzierte eine
Vasokonstriktion in vielen Gefal3betten. Dieser Nachweis gelang in den Zerebral-
arterien, den Mesenterialgefal3en, der Pulmonalarterie sowie der Aorta der Ratte sowie
in den MesenterialgefalRen der Maus. Zhong et al. konnten an der mittleren Hirnarterie
der Ratte eine Beteiligung des Kvz.1-Kanals bei der Regulation bzw. Stabilisierung des
Ruhemembranpotentials, vor allem bei negativem Membranpotential und niedrigem
intravasalen Druck, aufzeigen (Amberg und Santana, 2006; Fountain et al., 2004; Lu
et al., 2002; Moreno-Dominguez et al., 2009; Smirnov et al., 2002; Tammaro et al.,
2004; Zhong et al., 2010a).

Tykocki et al. beschreiben in ihrem Review eine generelle Beteiligung spannungs-
abhangiger Kaliumkanale an der durch Stickstoffmonoxid (NO) vermittelten
Gefalrelaxation. Gezeigt werden konnte diese an der Basilararterie, den
Pulmonalarterien sowie der Aorta der Ratte (Sobey und Faraci, 1999; Tanaka et al.,
2006; Tykocki et al., 2017a; Zhao et al., 1997). An den GefaBmuskelzellen der Aorta
der Ratte konnten Tanaka et al. die fuhrende Rolle des Kv2.1-Kanals bei der durch
Stickstoffmonoxid-Donatoren induzierten Gefaldrelaxation beobachten (Tanaka et al.,
2006).

In der hier vorgelegen Versuchsreihe gelang kein Nachweis einer Beteiligung des
Kvz.1-Kanals am antikontraktilen Effekt des Stickstoffmonoxids (NO). Die Ursachen
dieser unterschiedlichen Befunde bleiben bislang ungeklart und beruhen
moglicherweise auf Unterschieden in der gewahlten Methodik. Aber auch die Auswahl
der untersuchten Gefalregion kdnnte die Interaktion zwischen Kv2.1-Kanal und dem
gefalrelaxierenden NO/sGC/PKG-Signalweg modulieren. Vergangene Studien
konnten zwar eine Beteiligung spannungsabhangiger Kaliumkanale an der durch
Stickstoffmonoxid (NO) vermittelten Gefalirelaxation am Beispiel der Ratte feststellen,

fokussierten sich hierbei jedoch meist auf Gefalte aulRerhalb der Skelettmuskulatur.
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Diese Gefaldregion aber auch anderen Spezies sollten im Fokus zukunftiger Studien

stehen.

4 2.5 Funktionelle Rolle des Kv7-Kanals

Die funktionelle Blockade aller Kaliumkanale unter Belassen des Kv7-Kanals zeigte,
wie bei der funktionellen Ausschaltung aller untersuchten Kaliumkanale, eine
Zunahme der Wandspannung. Diese war im Vergleich zur Wandspannung nach Vor-
behandlung der Gefalkisegmente mit 50 mM Kaliumchlorid deutlich schwacher
ausgepragt. Im Rahmen der spateren Hinzugabe von 3*10¢ M XE991 zur spezifischen
Blockade des Kvr-Kanals konnte eine deutliche Zunahme der Blocker-induzierten
Kontraktion detektiert werden. Das spricht dafur, dass dieser Kanal unter den

gewahlten Bedingungen funktionell aktiv ist und einen antikontraktilen Effekt vermittelt.

Die Gabe von Natrium-Nitroprussid in einer Konzentration von 107 M schwachte die
durch die Kanalblocker unter Ausschluss von XE991 erzeugte Kontraktion deutlich ab.
Die Abschwachung der Kontraktion war im Vergleich zur Vorbehandlung der Gefalde
mit Kaliumchlorid deutlich starker ausgepragt. Im Rahmen der spateren Hinzugabe
von 3*10° M XE991 zur spezifischen Blockade des Kvz-Kanals in Anwesenheit der
anderen Kanalblocker und von Natrium-Nitroprussid konnte erneut eine deutliche
Zunahme der Kontraktion detektiert werden. Hierbei war die XE991-induzierte
Zunahme der Kontraktion in Anwesenheit von Natrium-Nitroprussid grof3er als in
dessen Abwesenheit. Sowohl in Anwesenheit als auch Abwesenheit von Natrium-
Nitroprussid konnte — in Anwesenheit groRerer — ein antikontraktiler Effekt fur den Kvz-
Kanal nachgewiesen werden, was auf eine Aktivierung des Kvz-Kanals durch Natrium-

Nitroprussid unter diesen Versuchsbedingungen hinweist.

Die funktionelle Blockade des Kv7-Kanals unter Belassen der Ubrigen untersuchten
Kaliumkanale zeigte eine deutliche Zunahme der Methoxamin-induzierten Wand-
spannung in Abwesenheit von Natrium-Nitroprussid (SNP). Diese Beobachtung
bestatigt den zuvor gefundenen antikontraktilen Effekt des Kv7-Kanals. Die Gabe von
Natrium-Nitroprussid (SNP) mit einer Konzentration von 10® M schwachte die
Methoxamin-induzierte Wandspannung nur in Anwesenheit von XE991 ab. Bei

Abwesenheit des spezifischen Kvr-Kanalblockers war noch keine Veranderung der
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Wandspannung zu detektieren — XE991 fuhrte somit zum Erscheinen einer Wirkung
von Natrium-Nitroprussid.

Die Gabe von Natrium-Nitroprussid mit einer gesteigerten Konzentration von 10" M
schwachte indessen die Methoxamin-induzierte Wandspannung in Anwesenheit als
auch Abwesenheit von XE991 deutlich ab. XE991 verstarkte den antikontraktilen Effekt
von Natrium-Nitroprussid (SNP).

In Anwesenheit von Natrium-Nitroprussid (SNP) konnte nach Hinzugabe von 3*10° M
XE991 keine Veranderung der Wandspannung detektiert werden. Damit hob Natrium-
Nitroprussid die Wirkung des spezifischen Kv7-Kanalblockers vollstandig auf, was auf
eine Deaktivierung des Kv7-Kanals unter diesen Versuchsbedingungen hinweist. Dies
verdeutlicht, dass der Kv7-Kanal in dem Sinne an der SNP-induzierten Gefal3-
relaxation beteiligt ist, dass er den antikontraktilen Effekt des Stickstoffmonoxids (NO)

limitieren kann.

Die zuvor beschriebenen Versuchsreihen verdeutlichen, dass Stickstoffmonoxid (NO)
einen konzentrationsabhangigen antikontraktilen Effekt aufweist. Sie zeigen zugleich
auf, dass der Kv7-Kanal in dem Sinne an der SNP-induzierten Gefalirelaxation beteiligt
ist, dass er den antikontraktilen Effekt des Stickstoffmonoxids (NO), in Abhangigkeit
von den Kontraktionsbedingungen bzw. dem erreichten Kontraktionsniveau der
untersuchten Gefalde, fordern wie auch limitieren kann.

Erfolgte die funktionelle Blockade alle untersuchten Kaliumkanale unter initialem
Belassen des Kv7-Kanals und wurde hierdurch ein hohes Kontraktionsniveau induziert,
so aktivierte die anschlieRende Gabe von Natrium-Nitroprussid (SNP) den Kvz-Kanal.
Dies forderte den antikontraktilen Effekt des Stickstoffmonoxid (NO). Wurden
hingegen die ubrigen untersuchten Kaliumkanale funktionell aktiv belassen und nur
der Kv7-Kanal blockiert, so wurde nur ein niedrigeres Kontraktionsniveau erreicht, und
eine, in diesem Falle Vorinkubation mit Natrium-Nitroprussid (SNP) deaktivierte den
Kvz-Kanal und limitierte schlief3lich den antikontraktilen Effekt des Stickstoffmonoxids
(NO). Die diesen unterschiedlichen Rollen des Kvr-Kanals zugrundeliegenden
Mechanismen wurden weder in der vorliegenden noch in anderen Studie bisher naher

untersucht und bleiben zum aktuellen Zeitpunkt ungeklart.

Um die Madglichkeit eines Zusammenspiels der Kaliumkanalfamilien bei der

Beteiligung von Kaliumkanalen am antikontraktilen Effekt des Stickstoffmonoxids (NO)
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zu untersuchen, erfolgte die kombinierte funktionelle Blockade des Kv7-Kanals sowie
des BKca-Kanals unter Belassen der Ubrigen untersuchten Kaliumkanale.

Im Rahmen dieser kombinierten Kanalblockade zeigte sich eine deutliche Zunahme
der Methoxamin-induzierten Wandspannung in Abwesenheit von Natrium-Nitroprussid
(SNP). Die Gabe von Natrium-Nitroprussid schwachte die Methoxamin-induzierte
Wandspannung in Abwesenheit als auch Anwesenheit von XE991 sowie Iberiotoxin
ab. Die Kombination von XE991 und Iberiotoxin verstarkte den antikontraktilen Effekt
von Natrium-Nitroprussid (SNP). In Anwesenheit von Natrium-Nitroprussid (SNP) mit
einer Konzentration von 108 M konnte nach Hinzugabe von 3*10-¢ M XE991 sowie von
10" M Iberiotoxin eine Zunahme der Methoxamin-induzierten Wandspannung
festgestellt werden. Dabei konnte kein Effekt von Natrium-Nitroprussid auf die Wirkung
der spezifischen Kv7- sowie BKca-Kanalblocker detektiert werden. Auch in
Anwesenheit von Natrium-Nitroprussid (SNP) mit einer gesteigerten Konzentration von
107 M konnte eine Zunahme der Methoxamin-induzierten Wandspannung festgestellt
werden. Allerdings schwachte Natrium-Nitroprussid unter den gewahlten Bedingungen
den kontraktilen Effekt der beiden Kaliumkanalblocker ab. Die Ergrindung des
genauen Mechanismus der Interaktion beider Kaliumkanale in der SNP-induzierten
Gefalrelaxation erfordert weitere, Uber die vorgelegte Arbeit hinausgehende

Untersuchungen.

Eine funktionelle Aktivitat des Kv7-Kanals in Abwesenheit von Natrium-Nitroprussid
wurde auch in anderen Untersuchungen gefunden. Diese zeigen auf, dass Kv7-Kanale
in ihrer Gesamtheit zum Erhalt des Ruhemembranpotential beitragen und gleichzeitig
durch ihre Aktivitat sowohl den myogenen wie auch den durch unterschiedliche
Vasokonstriktoren induzierten Gefaldtonus im Sinne eines negativen Feedback-
Mechanismus limitieren. Dieser Nachweis gelang in der Aorta, Portalvene, Arteria
carotis, Arteria femoralis sowie den Mesenterialgefallen der Maus aber auch in den
Mesenterialgefalien, Zerebralarterien, Koronarien, der Aorta und Arteria saphena der
Ratte sowie am menschlichen Modell (Brueggemann et al., 2007; Greenwood und
Ohya, 2009a; Jepps et al., 2013; Khanamiri et al., 2013; Mackie et al., 2008; Mackie
und Byron, 2008; Ohya et al., 2003; Shvetsova et al., 2019; Stott et al., 2014; Tykocki
et al., 2017a; Yeung et al., 2007; Zhong et al., 2010b). Greenwood und Ohya fuhren
in ihrer Studie auf, dass einige Studien zeigen konnten, dass Uberwiegend Kvz.1-,

Kv7.4- sowie Kv7s-Kandle in der glatter GefaBRmuskulatur exprimiert und unterdessen
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Kvr.1-Kanale eine eher redundante Rolle einzunehmen scheinen (Brueggemann et al.,
2014; Chadha et al., 2014; Greenwood und Ohya, 2009b; Stott und Greenwood, 2015).
Die spezifische Blockade der Kvr-Kanale mittels XE991 induzierte eine
Vasokonstriktion in den meisten Gefallen (Jensen et al., 2005; Mackie et al., 2008;
Yeung und Greenwood, 2005; Yeung et al., 2007).

Der antikontraktile Effekt des Kv7-Kanals in Zusammenhang mit Natrium-Nitroprussid
wurde ebenfalls in anderen Untersuchungen gefunden. Diese beschreiben eine
Relaxation der Nierenarterie sowie der Aorta der Ratte induziert durch Natrium-
Nitroprussid und vermittelt Uber den NO/sGC/PKG-Signhalweg. Eine spezifische
Blockade der Kv7-Kanale schwachte die induzierte Relaxation ab (Stott et al., 2015;
Stott und Greenwood, 2015).

Wahrend die meisten anderen Untersuchungen die Ergebnisse dieser Versuchsreihe
bestatigen, konnten an den MesenterialgefalRen der Ratte variable Effekte flir den pan-
Kvz-Kanalblocker XE991 beobachtet werden. Neben vollstandig ausbleibender
Konstriktion konnte auch eine Relaxation der Mesenterialgefalien in Abwesenheit
vasodilatierender Stimuli festgestellt werden (Joshi et al., 2006; Mackie et al., 2008;
Yeung et al., 2007). Ein ausbleibender antikontraktiler Effekt fir den Kvz-Kanal in
Zusammenhang mit Natrium-Nitroprussid wurde an den Koronarien des Schweins und
an den Nierenarterien der Ratte detektiert (Hedegaard et al., 2014; Khanamiri et al.,
2013; Stott und Greenwood, 2015; Tykocki et al., 2017a).

In der hier vorgelegten Versuchsreihe gelang der Nachweis einer Beteiligung des Kvz-
Kanals am antikontraktilen Effekt des Stickstoffmonoxids (NO). Hierbei konnte gezeigt
werden, dass der Kvz-Kanal in Abhangigkeit vom Kontraktionsniveau der untersuchten
Gefalle und der Art der Zugabe des NO-Donators den antikontraktilen Effekt sowohl
fordern (bei héherem Kontraktionsniveau und akuter Gabe) als auch limitieren (bei
niedrigerem Kontraktionsniveau und Vorinkubation) kann. Die Untersuchung der
zugrundliegenden Mechanismen stand nicht im Fokus dieser Studie und bleibt aktuell
ungeklart.

Die Ergebnisse der vorgelegten Studie stehen im Konsens mit den Ergebnissen vieler
Untersuchungen. Abweichende Ergebnisse anderer Studien, die keine Interaktion
zwischen dem Kvr-Kanal und dem NO/sGC/PKG-Signalweg nachweisen konnten,

deuten drauf hin, dass es sowohl spezies- als auch gefal3spezifische Unterschiede zu
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geben scheint. Ferner erfolgte in dieser sowie den meisten anderen Untersuchungen,
durch die Verwendung des pan-Kvr-Kanalblockers XE991, keine dezidierte
Betrachtung der Subtypen der Kvz-Familie. Daher bleibt unklar, welche Kanale der
Kv7-Familie vorrangig fur die beobachteten Ergebnisse verantwortlich sind. Die
Untersuchung anderer Spezies sowie Gefallregionen aber auch die dezidierte
Untersuchung der Subtypen der Kvz-Familie sollte im Fokus zukUnftiger Studien

stehen.

4.2.6 Funktionelle Rolle des BKca-Kanals

Die funktionelle Blockade aller Kaliumkanale unter Belassen des BKca-Kanals zeigte,
wie bei der funktionellen Ausschaltung aller untersuchten Kaliumkanale, eine
Zunahme der Wandspannung. Diese war im Vergleich zur Wandspannung nach Vor-
behandlung der GefalRsegmente mit 50 mM Kaliumchlorid deutlich schwacher
ausgepragt. Im Rahmen der spéateren Hinzugabe von 107 M Iberiotoxin zur
spezifischen Blockade des BKca-Kanals konnte eine deutliche Zunahme der Blocker-
induzierten Kontraktion detektiert werden. Das spricht daflr, dass dieser Kanal unter
den gewahlten Bedingungen funktionell aktiv ist und einen antikontraktilen Effekt

vermittelt.

Die Gabe von Natrium-Nitroprussid in einer Konzentration von 107 M schwachte die
durch die Kanalblocker unter Ausschluss von Iberiotoxin erzeugte Kontraktion deutlich
ab. Es konnte kein Unterschied der Abschwachung der Kontraktion im Vergleich zur
Vorbehandlung der GefaRe mit Kaliumchlorid detektiert werden. Im Rahmen der
spateren Hinzugabe von 107 M Iberiotoxin zur spezifischen Blockade des BKca-
Kanals in Anwesenheit der anderen Kanalblocker und von Natrium-Nitroprussid
konnte erneut eine deutliche Zunahme der Kontraktion detektiert werden. Hierbei
konnte kein Unterschied der Iberiotoxin-induzierten Zunahme der Kontraktion in
Abwesenheit und Anwesenheit von Natrium-Nitroprussid detektiert werden. Sowohl in
Anwesenheit als auch in Abwesenheit von Natrium-Nitroprussid konnte ein, nicht

unterscheidbarer, antikontraktiler Effekt fir den BKca-Kanal nachgewiesen werden.

Die funktionelle Blockade des BKca-Kanals unter Belassen der Ubrigen untersuchten
Kaliumkanale zeigte eine deutliche Zunahme der Methoxamin-induzierten Wand-
spannung in Abwesenheit von Natrium-Nitroprussid. Diese Beobachtung bestatigt den

zuvor gefundenen antikontraktilen Effekt des BKca-Kanals. Die Gabe von Natrium-
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Nitroprussid schwachte die Methoxamin-induzierte Wandspannung in Abwesenheit als
auch Anwesenheit von Iberiotoxin deutlich ab. Auch in Anwesenheit von Natrium-
Nitroprussid verstarkte die spatere Hinzugabe von 107 M Iberiotoxin zur spezifischen
Blockade des BKca-Kanals die Methoxamin-induzierte Wandspannung. Hierbei konnte
beobachtet werden, dass Iberiotoxin den antikontraktilen Effekt von Natrium-
Nitroprussid verstarken kann bzw. Natrium-Nitroprussid den kontraktilen Effekt von
Iberiotoxin abschwacht, das hei’t den antikontraktilen Effekt des BKca-Kanals
verringert, was auf eine Deaktivierung des BKca-Kanals durch Natrium-Nitroprussid
hinweist.

Dies verdeutlicht, dass der BKca-Kanal in dem Sinne an der SNP-induzierten
Gefalrelaxation beteiligt ist, dass er den antikontraktilen Effekt des Stickstoffmonoxids
(NO) limitiert.

Eine funktionelle Aktivitdt des BKca-Kanals in Abwesenheit von Natrium-Nitroprussid
wurde auch in anderen Untersuchungen gefunden. Diese zeigen auf, dass BKca-
Kanale in zahlreichen Gefalden bereits unter Ruhebedingungen aktiv sind, zum
Ruhemembranpotential beitragen sowie ein negatives Feedback gegeniber dem
myogenen Tonus vermitteln. Eine spezifische Blockade des BKca-Kanals mittels
Iberiotoxin induzierte eine Vasokonstriktion in vielen GefalRbetten. Dieser Nachweis
gelang beispielsweise in den Cerebralarterien sowie Koronarien von Kaninchen, der
Schwanzarterie, Arteria saphena, den Nierenarterien, Mesenterialgefal3en sowie den
Arterien und Arteriolen des Musculus cremaster der Ratte, den Arterien und Arteriolen
des Musculus cremaster des Hamsters, den Arterien des Musculus cremaster, der
Schwanzarterie und epigastrischen Arterien der Maus sowie an subepikardialen
Arterien des Hundes (Berczi et al., 1992; Brayden und Nelson, 1992; Cabell et al.,
1994; Hayoz et al., 2014; Howitt et al., 2011; Jackson-Weaver et al., 2011; Kokita et
al., 1999; Kotecha und Hill, 2005; Lucchesi et al., 2005; Nelson et al., 1995; Prior et
al., 1998b; Rogers et al., 2007a; Schmid et al., 2018; Schubert et al., 1997; Tykocki et
al., 2017a; Westcott et al., 2012; Westcott und Jackson, 2011; Yashiro und Duling,
2003). An den Koronarien von Schweinen beeinflusste Iberiotoxin zwar nicht direkt das
Ruhemembranpotential, verstarkte jedoch die Druck-induzierte Depolarisation glatter
GefalRmuskelzellen, wodurch folglich auch an diesen Gefallen eine Beteiligung des
BKca-Kanals am negativen Feedback gegenuber dem myogenen Tonus detektiert
werden konnte (Wu und Davis, 2001).
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Der antikontraktile Effekt des BKca-Kanals in Zusammenhang mit Natrium-Nitroprussid
wurde ebenfalls in anderen Untersuchungen gefunden. Tykocki et al. fihren in ihrem
Review zahlreiche Gefalle auf, in denen eine Aktivierung des BKca-Kanals durch
Stickstoffmonoxid (NO) eine Gefalrelaxation induzierte. Dieser Nachweis gelang
beispielsweise an den Mesenterialarterien von Kaninchen, den Penisarterien des
Pferdes, den Koronarien, Mesenterial- und Cerebralarterien, der Schwanzarterien
sowie der Arteria saphena der Ratte, den Cerebralarterien des Hundes und an den
Koronarien des Menschen. Eine spezifische Blockade des BKca-Kanals schwachte in
diesen Gefallen die NO-induzierte Gefalrelaxation ab (Bychkov et al., 1998; Khan et
al., 1993; Onoue und Katusic, 1997; Paterno et al., 1996; Plane et al., 1996; Price und
Hellermann, 1997; Schmid et al., 2018; Simonsen et al., 1995; Sun et al., 2000; Tykocki
et al., 2017a; Wellman et al., 1996). Altere Studien formulierten, dass der BKca-Kanal
madglicherweise durch Stickstoffmonoxid (NO) direkt aktiviert wird (Bolotina et al.,
1994; Mistry und Garland, 1998; Plane et al., 1996).

Die meisten Untersuchungen deuten jedoch darauf hin, dass die Aktivierung des BKca-
Kanals nicht direkt Uber Stickstoffmonoxid (NO), sondern hauptsachlich Uber den
NO/cGMP/PKG- Signalweg vermittelt wird (Archer et al., 1994; Gagov et al., 2022;
Gribkova et al., 2002; Robertson et al., 1993; Schmid et al., 2018; Tykocki et al.,
2017a). So zeigten zum Beispiel Schmid et al. in ihrer Studie, dass NO-Fanger wie
Hydroxycobolamin oder die Hemmung der I6slichen Guanylatzyklase mittels ODQ
(1H-[1,2,4]oxadiazolo[4,3-a]quinoxalin-1-one) den antikontraktilen Effekt von Natrium-
Nitroprussid vollstandig beseitigen konnten. Durch die Hemmung der cGMP-sensitiven
Proteinkinase mittels Rp-8-Br-PET-cGMPS konnte der antikontraktile Effekt des
Stickstoffmonoxids (NO) zumindest teilweise aufgehoben werden, wobei diese
Substanz nur in einer submaximalen Konzentrationen eingesetzt werden konnte, um
keine unspezifischen Nebenwirkungen zu erzeugen (Schmid et al., 2018). Diese

Beobachtungen werden durch Gagov et al. unterstitzt (Gagov et al., 2022).

Die limitierende Wirkung des BKca-Kanals auf den antikontraktilen Effekt von
Stickstoffmonoxid (NO) wurde ebenso von Schmid et al. gefunden. Diese konnten an
der Schwanzarterie von Maus und Ratte sowie an der Arteria saphena der Ratte
zeigen, dass endogenes oder durch verschiedene NO-Donatoren (Bsp. Natrium-

Nitroprussid) freigesetztes Stickstoffmonoxid (NO) einerseits einen konzentrations-
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abhangigen antikontraktilen Effekt aufweist und andererseits eine funktionelle
Blockade des BKca-Kanals durch den spezifischen BKca-Kanalblocker Iberiotoxin
diesen antikontraktilen Effekt, im Vergleich zu Versuchen in deren Rahmen keine
funktionelle Blockade des Kanals erfolgte, verstarkt. Schmid et al. konnten dies vor
allem bei niedrigeren Kontraktionsniveaus der untersuchten Gefal3e beobachten und
formulierten hierzu nachfolgende mechanistische Uberlegungen:

Bei héheren Kontraktionsniveaus induziert Stickstoffmonoxid (NO) — vermittelt Gber die
Proteinkinase G (PKG) — eine Aktivierung des BKca-Kanals. Diese Aktivierung ist
hierbei starker ausgepragt als eine durch den geringen Abfall der intrazellularen
Calciumkonzentration — bedingt durch den Schluss spannungsabhangiger Calcium-
kanale vom L-Typ (VOC) — entgegenwirkende Deaktivierung des BKca-Kanals, sodass
summativ die Aktivitat des BKca-Kanals gesteigert und damit eine NO-induzierte
Gefalrelaxation begunstigt wird. Bei niedrigem Kontraktionsniveau kehren sich die
Verhaltnisse jedoch um. Durch die starke Abnahme der Calciumkonzentration
Uberwiegt jetzt die Deaktivierung die NO-induzierte und durch die Proteinkinase G
vermittelte Aktivierung des BKca-Kanals, sodass in Summe die Aktivitat des BKca-
Kanals abnimmt und in dessen Folge die NO-induzierte Gefalirelaxation begrenzt wird
(Schmid et al., 2018).

Wahrend die meisten anderen Untersuchungen die Ergebnisse dieser Versuchsreihe
bestatigen, besteht gleichzeitig auch Evidenz, die gegen eine Beteiligung des BKca-
Kanals an der Regulation des Ruhemembranpotentials und des negativen Feedbacks
gegenutber dem myogenen Tonus spricht. Iberiotoxin zeigte keinen Effekt an den
Basilararterien der Ratte auf und beeinflusste nicht das Ruhemembranpotential von
Schweinekoronararterien (Faraci und Sobey, 1998; Paternd et al., 1997; Wu und
Davis, 2001). Im Bereich der Arteria gracilis der Ratte besteht Evidenz gegen (in vivo)
aber auch fur (in vitro) einen antikontraktilen Effekt von Iberiotoxin (Samora et al.,
2007; Ungvari und Koller, 2001). Vor allem in den Arteriolen verschiedener Gefal3-
betten wurde durch zahlreiche Studien eine fehlende Beteiligung des BKca-Kanals an
der Regulation von Membranpotential und Gefaldtonus gefunden. Gezeigt werden
konnte dies an den Arteriolen des Musculus cremaster von Ratte (in vivo) und Hamster
(in vivo), an zerebralen Arteriolen von Ratte, Katze und neugeborenen Schweinen, an
retinalen Arteriolen von Ratte und Schwein sowie an Arteriolen der Niere der Ratte
(Armstead, 1997a, b; Cipolla et al., 2014; Dabertrand et al., 2012; Hong et al., 1996;
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Jackson, 1998; Jackson et al., 1997; Magnusson et al., 2007; Mayhan und Faraci,
1993; Mori et al., 2011; Nagaoka et al., 2007; Tanano et al., 2013; Tykocki et al.,
2017a; Wei et al., 1996; Yashiro und Duling, 2003). An den Arteriolen des Musculus
soleus der Ratte zeigte Iberiotoxin einen altersabhangigen Effekt und steigerte den
myogenen Tonus nur bei alten (24 Monate alt) jedoch nicht bei jungen (4 Monate alt)
Versuchstieren (Kang et al., 2009).

Zusammenfassend lasst sich aus den zuvor genannten Untersuchungen ableiten,
dass vor allem im Bereich der Arteriolen sowie kleiner Arterien der BKca-Kanal keine
funktionelle Rolle bei der Regulation des Ruhemembranpotentials und des negativen
Feedbacks gegenuber dem myogenen Tonus einzunehmen scheint, wohingegen
diese Rolle durch zahlreiche Studien vor allem in gré3eren Arterien bzw. Leitgefallen

nachgewiesen werden konnte.

Ein ausbleibender antikontraktiler Effekt fur den BKca-Kanal in Zusammenhang mit
Natrium-Nitroprussid wurde ebenso in anderen Untersuchungen gefunden. Tykocki et
al. fuhren in ihrem Review zahlreiche Studien auf, die bei spezifischer Blockade des
BKca-Kanals keinen Effekt auf die NO-induzierte Gefalirelaxation detektieren konnten.
Gezeigt werden konnte dies beispielsweise an den Cerebralarterien von jungen
Schweinen, den Ziliar- und Koronararterien von Schweinen, den Mesenterialarterien
der Ratte, den lliacalarterien, der Aorta sowie der Arteria carotis von Kaninchen
(Armstead, 1997b; Cooke et al., 1991; Dong et al., 1997; Ghisdal et al., 2000; Hansen
und Olesen, 1997; Hernanz et al., 1999; Kilpatrick und Cocks, 1994; Plane et al., 1998;
Zhu et al., 1997). Die Ursachen dieser Beobachtungen, die im Dissens zu den
Beobachtungen zuvor zitierter Untersuchungen stehen, bleiben bislang ungeklart.
Maglich erscheint, dass sowohl spezies- aber auch gefalispezifische Eigenschaften
die Rolle des BKca-Kanals bei der NO-induzierten Gefalrelaxation beeinflussen

konnten.

In den hier vorliegenden Versuchsreihen konnte gezeigt werden, dass der BKca-Kanal
einen antikontraktilen Effekt aufweist und an der NO-induzierten Gefalirelaxation
beteiligt ist, wobei er den antikontraktilen Effekt des Stickstoffmonoxids (NO) limitierte.
Die Untersuchung der zugrundeliegende Mechanismen stand nicht im Fokus dieser
Studie, wurde jedoch in einem anderen Projekt unserer Arbeitsgruppe aufgegriffen.

Hierbei konnte gezeigt werden, dass in Abhangigkeit vom Kontraktionsstatus der
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untersuchten GefalRe der BKca-Kanal die NO-induzierte Gefaldrelaxation fordern (bei
héherem Kontraktionsniveau) aber auch limitieren (bei niedrigerem Kontraktions-
niveau) kann. Bei einem niedrigen Kontraktionsniveau induziert Stickstoffmonoxid
(NO), vermittelt Uber die Proteinkinase G (PKG) eine Aktivierung des BKca-Kanals, die
schwacher ausgepragt ist als die zeitgleiche Deaktivierung des Kaliumkanals, die
durch den NO-induzierten Abfall der intrazellularen Calciumkonzentration bedingt wird.
In der Summe wird so der antikontraktile Effekt des Stickstoffmonoxids (NO) limitiert.
Bei hohem Kontraktionsniveau kehren sich diese Verhaltnisse um und der anti-
kontraktile Effekt des Stickstoffmonoxids (NO) wird durch eine summierte Aktivierung
des BKca-Kanals begunstigt. Seine Wirkung vermittelt Stickstoffmonoxid (NO) hierbei
hauptsachlich tber den NO/cGMP/PKG- Signalweg (Schmid et al., 2018).

Die Ergebnisse der vorgelegten Studie stehen im Konsens aber auch im Dissens mit
den Ergebnissen vieler Untersuchungen. Abweichende Ergebnisse anderer Studien,
die meist nur einen antikontraktilen aber nicht limitierenden Effekt des BKca-Kanals
oder gar keine Interaktion zwischen dem BKca-Kanal und dem NO/sGC/PKG-
Signalweg nachweisen konnten, deuten darauf hin, dass es sowohl spezies- als auch
gefalispezifische Unterschiede in der Rolle des BKca-Kanals bei der NO-vermittelten
Gefalirelaxation zu geben scheint. Daneben scheint auch das Alter der Versuchstiere,
die Wahl der Methodik sowie der Untersuchungsbedingungen (in vitro vs. in vivo), das
Kontraktionsniveau und die Gro3e der untersuchten Gefalle einen Einfluss auf die
Ergebnisse auszulben. Der weiteren Aufklarung dieser verschiedenen Einfluss-

faktoren sollten sich zukiinftige Studien widmen.

4.3 Schlussfolgerung und Ausblick

In den vorliegenden Versuchsreihen konnte am Modell der Arteria saphena der Ratte
fur den einwarts-gleichrichtenden (Kir2) sowie fur den ATP-sensitiven (Kirs) Kalium-
kanal keine Beteiligung am antikontraktilen Effekt von Natrium-Nitroprussid (SNP)
aufgezeigt werden. Auch fur den Kvis- und Kvz21-Subtyp der groRen Familie
spannungsabhangiger Kaliumkanale konnte kein Nachweis einer Beteiligung erbracht
werden. Eine weitere Untersuchung unserer Arbeitsgruppe zeigte, dass auch
Zweiporen-Domanen Kaliumkanale (TASK-1) nicht am antikontraktilen Effekt von

Natrium-Nitroprussid (SNP) beteiligt sind.
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Diskussion

Fur den Kv7-Subtyp der spannungsabhangigen Kaliumkanale sowie fur den Calcium-
aktivierten Kaliumkanal mit hoher Leitfahigkeit (BKca) konnte in der vorgelegten Studie
hingegen gezeigt werden, dass diese beiden Kaliumkanale am antikontraktilen Effekt
von Natrium-Nitroprussid (SNP) beteiligt sind.

In diesem Kontext wurde angenommen, dass Stickstoffmonoxid (NO), nicht
enzymatisch freigesetzt aus Natrium-Nitroprussid (SNP), seine antikontraktile Wirkung
hauptsachlich Uber den NO/sGC/PKG-Signalweg vermittelt. So zeigen ahnliche
Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe, dass durch NO-Fanger oder durch die
Hemmung der ldslichen Guanylatzyklase (sGC) sowie der cGMP-sensitiven
Proteinkinase G (PKG) der antikontraktile Effekt des Stickstoffmonoxids (NO)
aufgehoben werden konnte. (Gagov et al., 2022; Schmid et al., 2018; Schubert et al.,
2004).

Die vorliegenden Untersuchungen ergaben, dass der Kv7-Kanal den antikontraktilen
Effekt des Stickstoffmonoxids (NO) in Abhangigkeit vom Kontraktionsniveau der unter-
suchten GefalRsegmente und der Art der Zugabe des NO-Donators beeinflusste. Bei
einem hoheren Kontraktionsniveau und akuter Gabe wurde der antikontraktile Effekt
gefordert wahrend bei einem niedrigeren Kontraktionsniveau und Vorinkubation
Gegenteiliges zu beobachten war — unter diesen Bedingungen limitierte der Kv7-Kanal
den antikontraktilen Effekt des Stickstoffmonoxids (NO). Die diesen unterschiedlichen
Rollen des Kvz-Kanals zugrundeliegende Mechanismen bleiben bislang ungeklart und

sollten im Fokus zukunftiger Untersuchungen stehen.

Fir den BKca-Kanal konnte in der vorliegenden Untersuchung nur eine limitierende
Wirkung auf den antikontraktilen Effekt des Stickstoffmonoxids (NO) gefunden werden,
wahrend in einem weiteren Projekt unserer Arbeitsgruppe neben einer limitierenden
auch eine fordernde Wirkung auf den antikontraktilen Effekt des Stickstoffmonoxids
(NO) aufgezeigt werden konnte. Hierzu zeigen Schmid et al. auf, dass — wie auch beim
Kvz-Kanal in dieser Studie beobachtet — bei einem niedrigeren Kontraktionsniveau der
untersuchten Gefale der antikontraktile Effekt des Stickstoffmonoxids (NO) durch den
BKca-Kanal limitiert wurde, wahrend bei einem hoheren Kontraktionsniveau vielmehr
eine fordernde Wirkung fur den BKca-Kanal gefunden werden konnte. Zugrunde liege
diesen Beobachtungen zeitgleich ablaufende den BKca-Kanal Uber die

Proteinkinase G (PKG) direkt aktivierende wie auch Uber die PKG-vermittelte
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Diskussion

Hemmung von spannungsabhangigen Caliumkanalen deaktivierende Signalwege, die

allesamt durch Stickstoffmonoxid (NO) vermittelt werden (Schmid et al., 2018).

Fasst man die Ergebnisse der vorliegenden Studie zusammen, ergibt sich daraus,
dass an der Arteria saphena der Ratte gezeigt werden konnte, dass der antikontraktile
Effekt des Stickstoffmonoxids (NO) — freigesetzt aus dem NO-Donator Natrium-
Nitroprussid (SNP) — gleichzeitig durch den Kv7- sowie BKca-Kanal vermittelt wird.
Offen bleibt die Frage, ob diese Ergebnisse auch auf andere Gefalle, Spezies oder

gar den Menschen Ubertragen werden konnen.

Natrium-Nitroprussid (SNP) wird als hochpotenter Vasodilatator vor allem im Bereich
der Anasthesie sowie Intensivmedizin zur Therapie der arteriellen Hypertonie
eingesetzt (Larsen, 2012). Die arterielle Hypertonie ist die haufigste internistische
Erkrankung und gilt als bedeutendster Risikofaktor beziglich Lebensqualitat und
Lebenserwartung (Herold, 2023). Tykocki et al. zeigen in ihrem Review zahlreiche
Studien auf, die bereits beobachten konnten, dass kardiovaskulare Erkrankungen, wie
unter anderem das Krankheitsbild der arteriellen Hypertonie, die Expression sowie die
Funktion von Kaliumkanalen glatter Gefalkmuskelzellen beeinflussen kénnen (Tykocki
et al.,, 2017a).

Die vorliegenden Ergebnisse bilden eine Grundlage fur zukinftige Untersuchungen
der Beteiligung von Kaliumkanalen an der durch Stickstoffmonoxid (NO) vermittelten
Gefalrelaxation unter pathophysiologischen Bedingungen, die mit einer veranderten
Aktivitat von Kaliumkanalen einhergehen kénnten, um hieraus gegebenenfalls neue

therapeutische Konzepte entwickeln zu kénnen.
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Zusammenfassung

5 ZUSAMMENFASSUNG

Eine bedarfsgerechte Blutversorgung der verschiedenen Organe und Gewebe des
Organismus wird durch eine an den Bedarf adaptierte Veranderung des arteriellen
Gefaltonus sichergestellt. Das Membranpotential glatter GefalRmuskelzellen stellt
einen der wichtigsten Regulatoren des arteriellen Gefal’tonus dar und wird
hauptsachlich von kaliumselektiven lonenkanalen reguliert.

In glatter GefalRmuskulatur sind verschiedene Kaliumkanale funktionell in Erscheinung
getreten. Man unterscheidet spannungsabhangige (Kv) sowie Calcium-aktivierte
Kaliumkanale mit hoher Leitfahigkeit (BKca), ATP-sensitive (Katp bzw. Kirs), einwarts-
gleichrichtende (Kirz) sowie Zweiporen-Domanen (K2P) Kaliumkanale.

Eine Aktivierung dieser kaliumselektiven lonenkanale induziert eine Hyperpolarisation
der glatten Gefallmuskelzellen mit konsekutiver Deaktivierung spannungsabhangiger
Calciumkanale vom L-Typ, Abfall der intrazellularen Calciumkonzentration und

Forderung einer Gefaldrelaxation.

Natrium-Nitroprussid ist ein hochpotenter endothelunabhangiger Vasodilatator, der
beispielsweise zur Therapie der arteriellen Hypertonie eingesetzt wird und dessen
gefaldrelaxierende Wirkung auf der nicht-enzymatischen Freisetzung von Stickstoff-

monoxid in glatte Gefallmuskelzellen beruht.

Mittels Multiwire Myographie wurde an der isolierten Arteria saphena der mannlichen
Wistar Ratte systematisch die Beteiligung aller in glatten GefaBmuskelzellen
nachgewiesenen Kaliumkanale an der durch Natrium-Nitroprussid induzierten
Gefalrelaxation untersucht. Auf diese Weise wurde die Hypothese untersucht, dass
der antikontraktile Effekt des Stickstoffmonoxids gleichzeitig durch mehrere

Kaliumkanale vermittelt wird.

In der vorliegenden Untersuchung konnte flr den einwarts-gleichrichtenden (Kirz)
sowie fur den ATP-sensitiven (Katp bzw. Kirs) Kanal keine Beteiligung am
antikontraktilen Effekt des Stickstoffmonoxids aufgezeigt werden. Auch fur den Kv1.s-
und Kv2.1-Subtyp der spannungsabhangigen Kaliumkanale konnte kein Nach-weis
erbracht werden.
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Zusammenfassung

Eine weitere Studie unserer Arbeitsgruppe zeigte, dass auch TASK-1 (K2P) Kanale

nicht an der durch Stickstoffmonoxid induzierten Gefalirelaxation beteiligt sind.

Der Kvr-Kanal beeinflusste den antikontraktilen Effekt des Stickstoffmonoxids in
Abhangigkeit vom Kontraktionsniveau der untersuchten Gefalle und der Art der
Zugabe des Stickstoffmonoxid-Donators. Bei einem héheren Kontraktionsniveau und
akuter Gabe zeigte sich hierbei eine den antikontraktilen Effekt férdernde Wirkung,
wahrend hingegen bei einem niedrigeren Kontraktionsniveau und Vorinkubation eine
limitierende Wirkung gefunden werden konnte.

Fir den BKca-Kanal zeigen die Ergebnisse der vorliegenden Studie nur eine
limitierende Wirkung auf den antikontraktilen Effekt des Stickstoffmonoxids.
Erganzend hierzu konnte jedoch in einer weiteren Studie unserer Arbeitsgruppe
gezeigt werden, dass auch der BKca-Kanal — in einer ahnlichen Abhangigkeit vom
Kontraktionsniveau der untersuchten Gefalde wie fir den Kvz-Kanal in dieser Studie
gezeigt — sowohl eine férdernde als auch limitierende Wirkung auf den antikontraktilen

Effekt des Stickstoffmonoxids vermittelt.
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