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1 EINLEITUNG

1.1 Das kardiovaskulare System

Das kardiovaskulare System besteht aus dem Herzen sowie den arteriellen und
vendsen Blutgefalken. Der Blutfluss, der durch den Auswurf des linken Ventrikels
generiert wird, erfolgt durch sich verzweigende arterielle Gefalle bis zum
Kapillarsystem. Dort erfolgt auf einer Flache von circa 1000 m? der Gas- und
Stoffaustausch zwischen dem Blut und dem umliegenden Gewebe. Anschlielend
gelangt das Blut Uber das vendse System zurlck zum Herzen und schliel3lich zur
Lunge. Nach der Reoxygenierung des Blutes in der Lunge wird dieses durch den linken
Ventrikel in die Peripherie ausgeworfen und der Kreislauf beginnt erneut (Pugsley and
Tabrizchi, 2000). Die zentrale Funktion des Herzkreislaufsystems besteht dabei in der
Versorgung der peripheren Gewebe mit Sauerstoff und Nahrstoffen sowie dem
Abtransport von anfallendem Kohlenstoffdioxid und Stoffwechselendprodukten. Durch
das funktionelle Zusammenspiel von Herz und Blutgefalien gelingt eine suffiziente
Blutversorgung der unterschiedlichen Gewebe (Guyton, 1981). Die Adaptation des zur
VerfUgung gestellten Blutvolumens an den regionalen Bedarf wird durch
Widerstandsgefalle des arteriellen Schenkels ermdglicht. Diese nehmen durch eine
Variation ihres Gefaldradius direkten Einfluss auf den peripheren Widerstand und damit
den Blutfluss und den Blutdruck (Touyz et al., 2018). Der Blutdruck ergibt sich dabei
aus dem Produkt von Herzzeitvolumen und dem systemischen vaskularen Widerstand
(Brozovich et al., 2016). Der periphere Widerstand und der daraus resultierende
Blutfluss wird im Wesentlichen durch den Radius und die Lange eines Gefalies sowie
die Viskositat des Blutes bestimmt. Nach dem Gesetz von Hagen-Poiseuille verhalt
sich der GefaBwiderstand umgekehrt proportional zum Gefaldradius in der vierten
Potenz. Daraus ergibt sich die enge Beziehung zwischen der Regulation des
Vasotonus der Widerstandsgefafe und dem daraus resultierenden peripheren
Blutfluss (Touyz et al., 2018).

1.2 Anatomie der BlutgefalRe

Die Wand der BlutgefalRe ist aus drei unterschiedlichen Schichten aufgebaut. Die
innerste Schicht wird als Tunica intima bezeichnet und besteht vorwiegend aus
Endothelzellen. Sie sind einer Basalmembran aufgelagert, die eine Abgrenzung zum
subendothelialen Raum darstellt. Dieser besteht vor allem aus Bindegewebe und wird
durch die Membrana elastica interna abgeschlossen. Neben ihrer Barrierefunktion sind
Endothelzellen auch an der Regulation des Vasotonus und der Blutgerinnung beteiligt
(Pugsley and Tabrizchi, 2000). Die mittlere Schicht bezeichnet man als Tunica media.
Sie wird hauptsachlich von glatten Muskelzellen gebildet (Pugsley and Tabrizchi, 2000;
Seidelmann, Lighthouse and Greif, 2014). Um eine Erregungsweiterleitung zwischen
den einzelnen Zellen zu ermdglichen, sind sie durch Nexus elektrisch miteinander
gekoppelt (Khalil et al., 1987). Die Adventitia bildet die duRerste Gewebeschicht und
besteht hauptsachlich aus extrazellularer Matrix, Nerven sowie Lymph- und kleinen
Blutgefalien (Pugsley and Tabrizchi, 2000; Seidelmann, Lighthouse and Greif, 2014).
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1.3 Die glatte Muskelzelle

Glatte Muskulatur ist ein Bestandteil verschiedenster Organsysteme. Unter anderem
kommt sie im respiratorischen, gastrointestinalen und kardiovaskularen System vor. In
Abhangigkeit von ihrer Lokalisation erflllt sie unterschiedliche lebenserhaltende
Funktionen. Wahrend sie etwa im Respirationstrakt an der Regulation der
Atemwegsweite beteiligt ist, beeinflussen glatte Muskelzellen in kleinen Arterien und
Arteriolen den peripheren Widerstand und konsekutiv den Blutfluss. Glatte Muskulatur
kann im Gegensatz zu quergestreifter Muskulatur nicht willentlich gesteuert werden
(Hafen and Burns, 2021), da sie der Kontrolle durch das autonome Nervensystem
bestehend aus Sympathikus und Parasympathikus unterliegt (Hafen, Shook and
Burns, 2021). Glatte Muskelzellen bilden keine Sarkomere aus und erscheinen
deshalb mikroskopisch homogen. Diese Eigenschaft unterscheidet sie von der
quergestreiften Muskulatur und war dementsprechend namensgebend. Funktionell
von Relevanz sind das sarkoplasmatische Retikulum, welches als intrazellularer
Calciumspeicher fungiert, sowie die im zytoplasmatischen Raum befindlichen Aktin-
und Myosinfilamente, deren Interaktion essentiell flir den Kontraktionsprozess glatter
Muskelzellen ist (Hafen and Burns, 2021). Glatte Muskelzellen kdnnen hinsichtlich
ihres Kontraktionsverhaltens in einen tonischen und einen phasischen Typ
unterschieden werden. Wahrend tonische Kontraktionsmuster in groRen Gefallen
vorkommen, sind glatte Muskelzellen mit phasischem Kontraktionsmuster vor allem
teilweise in kleinen Widerstandsgefallen sowie im Gastrointestinal- und Urogenitaltrakt
lokalisiert (Fisher, 2010; Reho, Zheng and Fisher, 2014). Hinsichtlich ihrer Innervation
konnen glatte Muskelzellen in einen single-unit und einen multi-unit Typ unterschieden
werden. Beim single-unit Typ erfolgt die Innervation mehrerer Muskelzellen durch
einen einzelnen Nerven. Dabei sind die Muskelzellen untereinander durch Connexine
elektrisch gekoppelt, wodurch sie ein funktionelles Synzytium bilden. Davon
abzugrenzen ist der multi-unit Typ, bei dem die Innervation durch mehrere Nerven
erfolgt (Hafen and Burns, 2021).

1.3.1 Mechanismen der Kontraktion

Die Kontraktion glatter Muskelzellen unterliegt der Regulation durch das autonome
Nervensystem, humorale Botenstoffe (z. B. Hormone), autokrine und parakrine
Signalmolekuile sowie mechanische Einwirkungen (Webb, 2003; Woodrum and
Brophy, 2001).

Die gemeinsame Endstrecke der molekularen Signalkaskaden der glattmuskularen
Kontraktion besteht in einer Erhéhung der intrazellularen Calciumkonzentration mit
einem konsekutiven Ablauf des Querbriickenzyklus. Die Kontraktion wird dabei durch
die Interaktion der Proteine Aktin und Myosin vermittelt und durch die katalytische
Aktivitat der Myosin-ATPase energetisch unterhalten (Webb, 2003). Durch ihre
Moglichkeit zur Kontraktion und Relaxation beeinflussen glatte Muskelzellen
unmittelbar die GefalBlumenweite und damit auch den Blutfluss (Brozovich et al., 2016;
Woodrum and Brophy, 2001). Die Initiierung des Kontraktionszyklus erfolgt entweder
rezeptorvermittelt, durch eine  Depolarisation der Zellmembran  oder
dehnungsabhangig (Webb, 2003). Grundsatzlich kann zwischen einer
elektromechanischen Kopplung durch eine Depolarisation der Zellmembran und einer
pharmakomechanischen Kopplung durch die Einwirkung verschiedener Liganden
unterschieden werden (Ogut and Brozovich, 2003). Die zugrundeliegenden zellularen
Signalkaskaden sollen im Folgenden kurz beschrieben werden. Kommt es zu einer
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Aktivierung von spannungs- oder dehnungsabhangigen Calciumkanalen fuhrt dies zu
einer Erhéhung der intrazellularen Calciumkonzentration (Webb, 2003). Da unter
Ruhebedingungen die Konzentration von Calcium im Extrazellularraum und im
sarkoplasmatischen Retikulum 10 000-fach héher ist als im Zytoplasma, kommt es
durch diesen Konzentrationsgradienten schnell zu einer Verschiebung von Calcium in
den zytoplasmatischen Raum (Khalil et al., 1987). In der Folge kommt es zu einer
vermehrten Bindung von Calcium an das zytoplasmatisch geloste Protein Calmodulin.
Dieser Komplex fuhrt zu einer Aktivierung der Myosin-leichte-Ketten-Kinase mit einer
konsekutiven Phosphorylierung der leichten Kette des Myosins, wodurch eine
Interaktion zwischen Aktin und Myosin erméglicht wird (Webb, 2003; Woodrum and
Brophy, 2001).

Wenn es zur Bindung eines Agonisten, wie Noradrenalin, Angiotensin Il oder
Endothelin-1, an seinen membranstandigen Rezeptor kommt, dann fihrt dies zu einer
G-Protein vermittelten Aktivierung der Phospholipase C. Diese katalysiert die
Hydrolyse von Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP2) in seine Spaltprodukte
Inositoltrisphosphat (IP3) und Diacylglycerol (DAG). IP3 bewirkt rezeptorvermittelt die
Freisetzung von Calcium aus dem endoplasmatischen Retikulum und flhrt damit
ebenfalls zu einer Erhdhung der intrazellularen Calciumkonzentration. Der Komplex
aus Calcium und DAG wiederum aktiviert die Proteinkinase C (PKC), die Uber
Phosphorylierung unterschiedlicher Proteine kontraktionsfordernd wirkt. Neben der
prokontraktil wirkenden Myosin-leichte-Ketten-Kinase existiert eine gegensatzlich
funktionierende Mpyosin-leichte-Ketten-Phosphatase. Diese fuhrt gemaly ihrer
katalytischen Funktion zu einer Dephosphorylierung und Relaxation glatter
Muskelzellen. Kommt es durch den Einfluss eines Agonisten (z. B. Angiotensin Il) zu
einer Aktivierung des G-Proteins RhoA und einer damit verbundenen Stimulierung der
Rho-Kinase, fuhrt dies zu einer Phosphorylierung der Myosin-leichte-Ketten-
Phosphatase. Dadurch wird die Bindung der Myosin-leichte-Ketten-Phosphatase an
die leichte Kette des Myosins inhibiert, wodurch die Kontraktion geférdert wird (Webb,
2003). Uber die beschriebenen Signalkaskaden hinaus bestimmt die
Calciumsensitivitat des kontraktilen Apparates den Myotonus (Nilsson, 1998).

1.3.2 Mechanismen der Relaxation

Die Relaxation der glatten Muskelzelle kann sowohl durch die Senkung der
intrazellularen Calciumkonzentration als auch durch eine gesteigerte Aktivitat der
Myosin-leichte-Ketten-Phosphatase erreicht werden. Die Senkung der intrazellularen
Calciumkonzentration wird durch verschiedene Enzyme und Transporter realisiert.

Die Calcium-Magnesium-ATPase katalysiert die Translokation von Calcium aus dem
Zytosol in das Innere des sarkoplasmatischen Retikulums. Ein ahnliches Enzym
befindet sich in der Zellmembran und bewirkt dort eine Ausschleusung von Calcium
aus der Zelle. Ebenfalls in der Zellmembran lokalisiert ist ein Natrium-Calcium-Antiport,
der gleichzeitig Calcium aus der Zelle und Natrium in die Zelle transportiert. Eine
Senkung der zytosolischen Calciumkonzentration durch die calciumbindenden
Proteine Calsequestrin und Calreticulin ist ebenfalls beschrieben worden (Webb,
2003).
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1.4 Das Membranpotential

Das Membranpotential glatter Gefalimuskelzellen liegt in vivo im Bereich von -40 mV
bis -55 mV (Nelson and Quayle, 1995). Es resultiert aus der selektiven Permeabilitat
der Zellmembran fur die beteiligten lonen und ihren jeweiligen elektrochemischen
Gradienten. Aufgrund der ausgepragten Leitfahigkeit der Zellmembran far
Kaliumionen wird das Ruhemembranpotential hauptsachlich durch sie bestimmt (Hirst
and Edwards, 1989). Deshalb nehmen sie eine tragende Rolle bei der Regulation des
Membranpotentials und damit der Exzitabilitat verschiedener Zellen ein. Eine erhdhte
Leitfahigkeit fuhrt dabei zu einem gesteigerten Kaliumefflux und zu einer
Hyperpolarisation. Die Blockade von Kaliumkanalen fihrt dagegen zu einer
Depolarisation (Nelson and Quayle, 1995). Resultiert eine Depolarisation der
Zellmembran, kann dies zu einer Offnung von membranstandigen,
spannungsabhangigen Calciumkanalen fuhren. Die konsekutive Verschiebung der
Calciumionen von extrazellular nach intrazellular fuhrt schlieBlich zu einer Kontraktion,
wie es vorher bereits ausfuhrlich beschrieben wurde. Daraus ergibt sich die enge
Beziehung zwischen dem Membranpotential und der Regulation des glattmuskularen
Tonus (Somlyo and Somlyo, 1994).

1.5 Konventionelle Kaliumkanale

Kaliumkanale nehmen eine entscheidende Rolle in der Regulation des
Membranpotentials von glatten Gefalimuskelzellen ein. Durch eine Modulation des
Membranpotentials nehmen sie Einfluss auf die GefalRlumenweite und die
Blutversorgung der nachgeschalteten Gewebe. Eine Blockade von Kaliumkanalen
fuhrt zu einem verminderten Kaliumefflux mit konsekutiver Depolarisation und daraus
folgender Kontraktion der glatten Muskulatur. Gegensatzlich dazu bewirkt eine
Erhohung der Leitfahigkeit bzw. eine hdéhere Offnungswahrscheinlichkeit eine
Verschiebung von Kaliumionen nach extrazellular. Es kommt zur Hyperpolarisation
und Relaxation (Nelson and Quayle, 1995). Bisher wurden funf verschiedene
Kaliumkanalklassen beschrieben. Dabei handelt es sich um spannungsabhangige
(Kv), calciumabhangige (BKca), einwarts gleichrichtende (Kir) und ATP-sensitive (KaTp)
Kaliumkanale und um die neuartige Familie der Zwei-Porendomanen-Kaliumkanale
(Kzp) (Dogan et al., 2019; Nelson and Quayle, 1995; Tykocki, Boerman and Jackson,
2017).

1.5.1 Spannungsabhangige Kaliumkanale (Kv)

Spannungsabhangige Kaliumkanale (Kv-Kanadle) werden durch Depolarisation der
Zellmembran aktiviert. Dabei besteht zwischen der Depolarisation des
Membranpotentials und der Offnungswahrscheinlichkeit eine positive Korrelation. Der
sich in diesem Zusammenhang verandernde elektrochemische Gradient bedingt eine
zusatzliche Steigerung des Kaliumausstroms bei Kanalaktivierung. Neben der
Aktivierung fuhrt die Depolarisation der Zellmembran auch zu einer Inaktivierung von
Kv-Kanalen. Die Inaktivierung verlauft allerdings langsamer als die Aktivierung, sodass
es zunachst zu einem erhohten Fluss mit einer resultierenden Hyperpolarisation
kommt (Nelson and Quayle, 1995). Aufgrund ihrer spezifischen Eigenschaften tragen
Kv-Kanale wesentlich zur Limitierung von Depolarisationsvorgangen und zu einer
Repolarisation des Membranpotentials bei (Ko et al., 2008; Nelson and Quayle, 1995).
AuRerdem nehmen sie Einfluss auf das Ruhemembranpotential und sind Antagonisten
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des myogenen Tonus im Sinne eines negativen Feedbackmechanismus (Tykocki,
Boerman and Jackson, 2017). Eine relativ selektive Blockade von Kv-Kanalen ist mit
4-Aminopyridin (4-AP) moglich (Nelson and Quayle, 1995). Durch die Verwendung von
4-AP gelingt insbesondere die experimentelle Abgrenzung gegenuber den
calciumabhangigen Kaliumkanalen mit hoher Leitfahigkeit (BKca-Kanale), die
ebenfalls eine spannungsabhangige Flusskinetik aufweisen (Ko et al., 2008). Weitere
selektivere Blockersubstanzen sind Diphenylphosphinoxid-1 (DPO-1), Psora-4, PAP-
1 und Stromatoxin-1 (STX) (Tykocki, Boerman and Jackson, 2017).

1.5.2 ATP-sensitive Kaliumkanale (Katp)

ATP-sensitive Kaliumkanale (Katp-Kanale) werden durch Adenosintriphosphat (ATP)
blockiert und durch Adenosindiphosphat aktiviert. Dadurch kann der Zellmetabolismus
Einfluss auf das Membranpotential und konsekutiv auch auf den Kontraktionszustand
von Gefalken nehmen (Nelson and Quayle, 1995). Katp-Kandle weisen eine hohe
Variation in ihrer Leitfahigkeit auf und werden aus diesem Grund gemald ihrer
Konduktivitdat in verschiedene Gruppen eingeteilt (Ko et al.,, 2008). Eine
pharmakologische Blockade kann durch Sulfonylharnstoffe, wie Glibenclamid oder
Tolbutamid, erreicht werden (Ko et al., 2008; Nelson and Quayle, 1995).

1.5.3 Calcium- und spannungsabhangige Kaliumkanale mit hoher Leitfahigkeit (BKca)

BKca-Kanale werden ahnlich wie Kv-Kanadle durch eine Depolarisation des
Membranpotentials aktiviert. Ein zusatzlicher Mechanismus der Aktivierung besteht in
einer Erhdhung der intrazellularen Calciumkonzentration. Wie ihr Name bereits
suggeriert, besitzt diese Kanalklasse eine besonders hohe Kaliumleitfahigkeit (Ko et
al., 2008; Nelson and Quayle, 1995). BKca-Kandle sind an der myogenen
Autoregulation von Widerstandsgefalien beteiligt. Erhoht sich der intravasale Druck
fuhrt dies zu einer Depolarisation und einer Erhohung der intrazellularen
Calciumkonzentration in glatten Gefallmuskelzellen. Durch die calciumgetriggerte
Vasokonstriktion wird der Flusswiderstand bei erhohter treibender Kraft (Blutdruck)
gesteigert und damit eine konstante Blutversorgung gewahrleistet. BKca-Kanale
wirken der beschriebenen Vasokonstriktion im Rahmen eines negativen
Feedbackmechanismus entgegen (Nelson and Quayle, 1995). Eine Blockade der
BKca-Kanale ist mit Tetraethylammonium, Charybdotoxin und Iberiotoxin (IBTX)
moglich. Zur gezielten Untersuchung dieses Kanaltyps eignet sich insbesondere IBTX,
da es selektiv wirkt und andere Kaliumkanale unbeeinflusst lasst (Ko et al., 2008;
Tykocki, Boerman and Jackson, 2017). Deshalb wurde in der vorliegenden Arbeit zur
selektiven Blockade der BKca-Kanale IBTX verwendet.

1.5.4 Einwarts gleichrichtende Kaliumkanale (Kir)

Das Verhalten einwarts gleichrichtender Kaliumkanale (Kir-Kanale) wird durch das
aktuell bestehende Membranpotential bestimmt. Ist das Membranpotential negativer
als das Gleichgewichtspotential von Kalium, dann kommt es zu einem Einstrom von
Kalium in die Zelle. Bei einem Membranpotential positiver als das
Gleichgewichtspotential von Kalium, resultiert ein Kaliumfluss aus der Zelle (Goldstein
et al., 2001; Nelson and Quayle, 1995). Aufgrund einer Kanalblockade durch
Magnesium und Polyamine fallt der Kaliumefflux allerdings nur gering aus. Ein
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Kaliuminflux bewirkt dagegen eine Aufweichung der Blockade mit einer resultierenden
Erhdhung der Leitfahigkeit (Goldstein et al., 2001). Kir-Kanale scheinen das
Ruhemembranpotential von Widerstandsgefallen zu beeinflussen und an der durch
extrazellulares Kalium induzierten Vasodilatation, in Abhangigkeit von der
untersuchten Spezies, maligeblich beteiligt zu sein (Tykocki, Boerman and Jackson,
2017). Pharmakologisch werden sie bereits in geringen Konzentrationen durch
extrazellulares Barium blockiert (Nelson and Quayle, 1995; Tykocki, Boerman and
Jackson, 2017).

1.6 Zwei-Porendomanen-Kaliumkanale (Kzp)
1.6.1 Entdeckung

Zwei-Porendomanen-Kaliumkanale (Kzp-Kanale) stellen eine neuartige und in den
letzten Jahren zunehmend erforschte Gruppe von lonenkanalen dar (Lesage and
Lazdunski, 2000; Renigunta, Schlichthorl and Daut, 2015). Mit der Entdeckung von
TOK1 im Jahr 1995 wurde der erste Kop-Kanal in Hefepilzen (Saccharomyces
cerevisiae) beschrieben (Ketchum et al., 1995). Der erste Nachweis in Saugetieren
erfolgte 1996 mit der Entdeckung des TWIK-1 (Tandem of pore domains in a Weak
Inwardly rectifying K* channel) (Lesage et al., 1996a). Bis zum Jahr 2003 wurden 14
weitere Mitglieder identifiziert, sodass bisher 15 Kazp-Kaliumkanal-Subgruppen in
Saugetieren nachgewiesen werden konnten (Goldstein et al., 2005). Die Expression
von Kzp-Kanalen ist nahezu ubiquitar und konnte bereits in den unterschiedlichsten
Organsystemen, wie dem kardiovaskularen, gastrointestinalen, respiratorischen und
urogenitalen System und dem zentralen Nervensystem, gefunden werden (Fink et al.,
1996; Girard et al., 2001; Inglis et al., 2007; Lei et al., 2014; Lesage et al., 19963a;
Limberg et al., 2011).

1.6.2 Struktureller Aufbau

Die Untereinheiten der Kzp-Kanale setzen sich aus vier Transmembrandomanen (M1-
M4), zwei porenbildenden Domanen (P1 und P2) und zwei extrazellular gelegenen
Kappen (C1 und C2) zusammen. Die porenbildenden Domanen werden dabei von je
zwei Transmembrandomanen flankiert (Lesage and Lazdunski, 2000; Renigunta,
Schlichthorl and Daut, 2015). Die extrazellular gelegenen Kappen scheinen fur die
Resistenz von Kzp-Kanalen gegenuber konventionellen Kanalblockern verantwortlich
zu sein (Brohawn, del Marmol and MacKinnon, 2012). Des Weiteren verfugt jede
Untereinheit Uber einen kurzen N-Terminus und einen langen C-Terminus, die beide
im zytoplasmatischen Raum lokalisiert sind (Lesage and Lazdunski, 2000). Der
spezifische Aufbau der Untereinheiten aus zwei porenbildenden Domanen war
namensgebend und unterscheidet sie von konventionellen Kaliumkanalklassen. Im
Gegensatz zu Kzp-Kanalen besitzen diese pro Untereinheit nur eine porenbildende
Domaéane und bilden aus diesem Grund Tetramere (Bayliss and Barrett, 2008; Lesage
and Lazdunski, 2000). DarUber hinaus lagern sich die jeweiligen Untereinheiten der
Kop-Kanale meistens zu Homodimeren zusammen, wobei auch eine Bildung eines Kzp-
Kanals aus unterschiedlichen Untereinheiten moglich ist. Die SID (self-interacting
domain) innerhalb der M1P1-Schlinge ermdglicht eine Dimerisierung durch die
Ausbildung von Disulfidbricken zwischen den jeweiligen Untereinheiten (Blin et al.,
2014; Czirjak and Enyedi, 2002; Gurney and Manoury, 2009; Lesage et al., 1996b).
Nach Dimerisierung bilden die vier porenbildenden Doméanen der beiden
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Untereinheiten die Transitzone fur Kaliumionen und ermoglichen damit die
Funktionsfahigkeit des Kanals (Decher et al., 2021; Doyle et al., 1998). AuRerdem
konnen K2p-Kanale durch eine alternative Ausbildung von Heterodimeren in ihrer
Funktion moduliert und an ihre jeweiligen Aufgaben angepasst werden. Daneben
existieren kanalassoziierte Proteine, die ebenfalls Einfluss auf die Kanalaktivitat
nehmen kénnen (Feliciangeli et al., 2015). GroRtenteils zeigen die Kap-Kaliumkanal-
Subgruppen den gleichen strukturellen Aufbau. TASK-1- und TASK-3-Kanale weichen
durch das Fehlen einer Disulfidbrickenbildung bei der Dimerisierung leicht davon ab
(Feliciangeli et al., 2015). Kristallstrukturanalysen liegen zum aktuellen Zeitpunkt nur
fur den TWIK-1- und den TRAAK-Kanal vor (Brohawn, del Marmol and MacKinnon,
2012; Miller and Long, 2012).

1.6.3 Klassifikation

K2p-Kanale werden entsprechend ihrer Sequenzhomologie in sechs Subgruppen
eingeteilt (Goldstein et al., 2005). Die jeweilige Subgruppenbezeichnung ergibt sich
dabei aus den spezifischen akronymisierten Kanaleigenschaften. In einer alternativen
Einteilung der Human Genome Organization wird die Bezeichnung KCNK (Potassium
two pore domain channel subfamily K member) verwendet. Dabei handelt es sich um
das codierende Gen der jeweiligen Untereinheit (Bayliss and Barrett, 2008). Die Kzp-
Kaliumkanal-Subgruppen sind in Tab. 1 dargestelit.

Tab. 1: Kop-Kaliumkanal-Subgruppen

TWIK: Tandem of pore domains in a Weak Inwardly rectifying K* channel
TREK: TWIK-related K* channel

TRAAK: TWIK-related arachidonic acid stimulated K* channel

TASK: TWIK-related Acid-Sensitive K* channel

TALK: TWIK-related Alkaline-pH-activated K* channel

THIK: Tandem-pore-domain Halothane-Inhibited K* channel

TRESK: TWIK-related spinal-cord K* channel

Kzp-Kaliumkanal-Subgruppen
TWIK TWIK-1 (KCNK1, Kzp1.1)
TWIK-2 (KCNKS, K2p6.1)
TWIK-3 (KCNK7, K2p7.1)
TREK TREK-1 (KCNK2, K2p2.1)
TREK-2 (KCNK10, K2p10.1)
TRAAK (KCNK4, Kzp4.1)
TASK TASK-1 (KCNK3, K2p3.1)
TASK-3 (KCNK9, K2¢9.1)
TASK-5 (KCNK15, Kzp15.1)
TALK TASK-2 (KCNKS5, K2p5.1)
TALK-1 (KCNK16, K2¢16.1)
TALK-2 (KCNK17, K2p17.1)

THIK THIK-1 (KCNK13, Kzp13.1)
THIK-2 (KCNK12, Kop12.1)
TRESK TRESK (KCNK18, K2r18.1)

Quelle: Eigene Darstellung, basierend auf: (Bayliss and Barrett, 2008; Olschewski et
al., 2017; Renigunta, Schlichthorl and Daut, 2015)
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1.6.4 Funktionelle Eigenschaften

Kep-Kandle befinden sich unabhangig von der aktuell herrschenden
Membranspannung in einem geo6ffneten Zustand (Dogan et al., 2019; Lesage and
Lazdunski, 2000; Schmidt et al., 2012). Sie besitzen eine selektive Permeabilitat fur
Kaliumionen und weisen keine intrinsische inaktivierende Kanalkinetik auf. Dadurch
scheinen sie als Hintergrund- oder Leckkanal wesentlich an der Stabilisierung des
Ruhemembranpotentials vieler Zellen beteiligt zu sein. Gemal ihrer funktionellen
Eigenschaften bewirken sie eine Modulation des Membranpotentials in Richtung des
Gleichgewichtspotentials von Kalium. Dieses liegt ndherungsweise bei -90 mV und ist
somit negativer als das Ruhemembranpotential von Kardiomyozyten mit -80 mV oder
von glatten Gefalmuskelzellen mit etwa -50 mV (Gurney and Manoury, 2009; Lesage
and Lazdunski, 2000; Nelson and Quayle, 1995; Powell, Terrar and Twist, 1980). Der
durch  K2p-Kandle generierte  Fluss wird dabei vom  vorhandenen
Konzentrationsgradienten der Kaliumionen Uber der Zellmembran beeinflusst. Unter
physiologischen Bedingungen ist deshalb der durch den Konzentrationsgradienten
bedingte Kaliumefflux groRer als der durch das Membranpotential bedingte
Kaliuminflux (Schmidt et al., 2012). Die Bezeichnung als reine Hintergrund- oder
Leckkanale erscheint jedoch unvollstandig, da viele Kzp-Kanale eine
spannungsabhangige Aktivierung zeigen. Sie besitzen allerdings keinen klassischen
Spannungssensor im Sinne einer dafir vorgesehenen funktionellen Domane. lhre
spannungsabhangige Aktivierung wird durch die Interaktion der Kaliumionen mit dem
elektrischen Feld des jeweiligen Kanals vermittelt (Schewe et al., 2016).

1.6.5 Regulation und Pathophysiologie

Die Leitfahigkeit von Kop-Kanadlen und konsekutiv die Exzitabilitdt der sie
exprimierenden Zellen wird durch zahlreiche physikalische und chemische Einflisse
reguliert. In Abhangigkeit von der Subgruppe spielen unterschiedliche Modulatoren,
wie mechanische Dehnung, pH-Wert, pO2, Phospholipide, G-Proteine oder
Neurotransmitter, eine bedeutende Rolle (Goldstein et al., 2005). Beispielsweise
werden Kap-Kanale der TWIK-Subgruppe durch die Aktivitat der PKC aktiviert und
durch azidotische Stoffwechsellagen inhibiert (Lesage et al., 1996a). Kop-Kanale der
TALK-Subgruppe zeigen dagegen erhohte Leitfahigkeiten bei alkalischen pH-Werten
(Reyes et al., 1998) und K2p-Kanale der THIK-Subgruppe reagieren auf die
Anwesenheit von Arachidonsaure und werden durch Halothan inhibiert (Rajan et al.,
2001). Neben den beschriebenen chemischen Einflissen kann auch eine
mechanische Dehnung zur Modulation der Kzp-Kanal-Aktivitat fihren (Dedman et al.,
2009; Patel, Lazdunski and Honoré, 2001). Diese Vielfalt an unterschiedlichen
Regulationsmechanismen lasst eine Involvierung von Kzp-Kanalen in zahlreiche
physiologische und pathophysiologische Prozesse vermuten. Kop-Kanale werden
aullerdem mit verschiedenen Krankheitsbildern, wie beispielsweise kardialen
Arrhythmien, Depressionen, der pulmonalarteriellen Hypertonie, dem Birk-Barel-
Syndrom, Migrane und der Tumorgenese, in Verbindung gebracht (Feliciangeli et al.,
2015; Mu et al., 2003).

1.6.6 Pharmakologie

In pharmakologischer Hinsicht unterscheiden sich Kzp-Kanale von konventionellen
Kaliumkanalen durch ihre Resistenz  gegenuber den  herkdmmlichen
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Blockersubstanzen (Feliciangeli et al., 2015; Lesage and Lazdunski, 2000), wobei eine
Blockade von Kazp-Kanalen durch quartare Ammoniumverbindungen gelingen kann
(Decher et al., 2021). Die Resistenz von Kap-Kanalen gegenuber den klassischen
Kanalblockern und das wissenschaftliche Interesse an der Erforschung dieser neuen
Kaliumkanalfamilie machte die Entwicklung neuer spezifischer Blocker notwendig. Mit
Ausnahme der TASK- (Maingret et al., 2001; Putzke et al., 2007b) und TREK-
Subgruppen (Mazella et al., 2010) stehen jedoch zum aktuellen Zeitpunkt weiterhin
nur wenige spezifische Wirkstoffe zur Verfigung (Decher et al., 2021).

1.7 TASK-Kanale

Die TASK-Kanale (TWIK-related Acid-Sensitive K* channel) bilden eine Subgruppe
der K2p-Kanale, deren Aktivitat maRgeblich durch den extrazellularen pH-Wert (Duprat
et al., 1997) und Abweichungen des pO2 beeinflusst wird (Lewis et al., 2001).
Ausgehend von einem Aktivitatsniveau von etwa 50 % bei physiologischen pH-Werten
werden TASK-Kanale bei azidotischen Stoffwechsellagen inhibiert und bei alkalischen
pH-Werten aktiviert (Duprat et al., 1997; Olschewski et al., 2017). Auf molekularer
Ebene scheint fur dieses Verhalten unter anderem die Protonierung von Histidin
verantwortlich zu sein (Morton et al., 2003). Des Weiteren kann die Leitfahigkeit von
TASK-Kanalen durch inhalative Anasthetika gesteigert werden (Patel and Honoré,
2001; Putzke et al., 2007a). Innerhalb der TASK-Subgruppe kann zwischen TASK-1
(KCNK3), TASK-3 (KCNK9) und TASK-5 (KCNK15) unterschieden werden. Im
Gegensatz zu TASK-1 und TASK-3 scheint die TASK-5 Untereinheit keine funktionelle
Bedeutung zu haben (Kim and Gnatenco, 2001; Lesage, 2003; Olschewski et al.,
2017). TASK-1-Kanale zeigen eine vielfaltige Expression und sind unter anderem im
zentralen Nervensystem, im Glomus caroticum, in den Vorhdéfen des Herzens, im
Lungengewebe sowie in der glatten Muskulatur pulmonalarterieller Gefalte vorhanden
(Olschewski et al., 2017). Dadurch sind sie in unterschiedliche pathophysiologische
Prozesse involviert und werden unter anderem mit dem Krankheitsbild der
pulmonalarteriellen Hypertonie (PAH) oder Vorhofflimmern in Verbindung gebracht
(Antigny et al., 2016; Limberg et al., 2011). Auch eine Beteiligung an der hypoxischen
pulmonalen Vasokonstriktion ist wahrscheinlich (Olschewski et al., 2017). Dartber
hinaus wird eine Involvierung von TASK-Kanalen in nozizeptiven Prozessen vermutet
(Cooper, Johnson and Rau, 2004). Neben den bereits beschriebenen
Regulationsmechanismen koénnen TASK-1-Kandle Uber die Bindung von
Signalmolekulen an G-Protein gekoppelte Rezeptoren moduliert werden. Auf diesem
Weg kénnen TASK-1-Kanale Einfluss auf die neuronale Erregbarkeit oder die
Aldosteronproduktion in der Nebennierenrinde nehmen (Chen et al., 2015; Czirjak et
al., 2000; Davies et al., 2008; Enyeart and Enyeart, 2021; Heitzmann et al., 2008;
Olschewski et al., 2017). Des Weiteren beeinflussen sie den Glucosestoffwechsel
durch Modulation der Glucagonsekretion (Dadi et al., 2015). Im Zusammenhang mit
genomischem Imprinting fuhrt die Mutation der maternalen Kopie von KCNK9 zum
Birk-Barel-Syndrom. Dabei handelt es sich um ein seltenes erbliches Krankheitsbild
mit mentaler Retardierung, Hypotonie und typischen Gesichtsdysmorphien (Barel et
al., 2008). Die pharmakologische Blockade von TASK-1-Kanalen gelingt durch die
Verwendung von A293 (Putzke et al., 2007b) oder durch das Endocannabinoid
Anandamid (Maingret et al., 2001). TASK-3-Kanédle kdénnen durch extrazellulare
Polyamine und den Farbstoff Rutheniumrot blockiert werden (Czirjak and Enyedi,
2003; Musset et al., 2006).
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1.7.1 TASK-1-Kanale und pulmonalarterielle Hypertonie (PAH)

Eine pulmonale Hypertonie liegt vor, wenn der pulmonalarterielle Mitteldruck (mPAP)
unter Ruhebedingungen bei 25 mmHg oder dartber liegt. Durch den erhdhten
pulmonalarteriellen Widerstand kommt es zu einer Mehrbelastung des rechten
Ventrikels und langfristig zum Rechtsherzversagen (Galie et al., 2015). Aufgrund der
Heterogenitat des Krankheitsbildes wird die pulmonale Hypertonie nach
zugrundeliegender Atiologie in 5 Subgruppen unterteilt. Dabei wird zwischen dem
Krankheitsbild der pulmonalarteriellen Hypertonie (PAH), der pulmonalen Hypertonie
infolge von Linksherzerkrankungen, der pulmonalen Hypertonie infolge von
Lungenerkrankungen oder Hypoxie, der chronisch thromboembolischen pulmonalen
Hypertonie (CTEPH) und der pulmonalen Hypertonie mit unklarer Atiologie
unterschieden.  Ursachenspezifisch ergeben sich dabei unterschiedliche
therapeutische Moglichkeiten (Simonneau et al., 2013).

Die PAH stellt eine der genannten Unterformen der pulmonalen Hypertonie dar. Es
handelt sich um eine prakapillare Form der pulmonalen Hypertonie, definiert durch
einen Lungenkapillarenverschlussdruck kleiner oder gleich 15 mmHg und einen
pulmonalen Gefallwiderstand von Gber 3 (mmHg x min)/l. Zur Klassifizierung als PAH
muissen zudem andere zugrundeliegende Ursachen, wie zum Beispiel
Lungenerkrankungen oder eine CTEPH, zuvor ausgeschlossen werden (Galié et al.,
2015). Des Weiteren kann die PAH in eine idiopathische und eine hereditare Form
subklassifiziert werden. Zusatzlich bestehen Assoziationen mit zahlreichen weiteren
Krankheitsbildern, wie HIV oder Sklerodermie (Cunningham et al., 2019).

Die familiare Haufung der PAH ist mit verschiedenen Genen assoziiert, wie BMPR2,
ALK1, ENG, SMAD9 und CAV1 (Ma et al., 2013). Neben diesen bereits bekannten
Mutationen, ricken Kaliumkanale und deren genetische Alteration zunehmend in den
Fokus der medizinischen Forschung (Boucherat et al., 2015; Le Ribeuz et al., 2020;
Yuan et al, 1998). Wissenschaftliches Interesse weckte insbesondere der
spannungsabhangige Kaliumkanal Kv1.5 (Remillard et al., 2007) und der Kzp-Kanal
TASK-1 (Ma et al., 2013). Im Kontext dieser Arbeit soll im Folgenden ausschlie3lich
auf die Rolle der TASK-1-Kanale naher eingegangen werden. Diese werden unter
anderem in humanen pulmonalarteriellen glatten Muskelzellen exprimiert,
beeinflussen das Membranpotential dieser Zellen und sind dadurch an der Regulation
des pulmonalvaskularen Gefaldtonus beteiligt (Gurney et al., 2003; Olschewski et al.,
2006; Seyler et al., 2012; Wiedmann et al., 2020b).

Im Zusammenhang mit der PAH sind zum aktuellen Zeitpunkt zwolf verschiedene
Mutationen im KCNK3-Gen bekannt (Le Ribeuz et al., 2020). Die Vererbung erfolgt
dabei autosomal dominant mit unvollstandiger Penetranz (Girerd et al., 2014; Morrell
et al., 2019). Durch Whole-Exome-Sequencing von Patienten mit pulmonalarterieller
Hypertonie konnten zunachst 6 heterozygote Missense-Mutationen im codierenden
Gen von TASK-1 (KCNK3) nachgewiesen werden. Diese Loss-of-Function-Mutationen
flhrten zu einer verringerten Kanalleitfahigkeit, die jedoch durch die Applikation des
Phospholipase-Inhibitors ONO-RS-082 mutationsspezifisch gesteigert werden konnte
(Ma et al., 2013). In einer spanischen Kohorte gelang zudem auch der Nachweis
zweier homozygoter Mutationen mit Assoziation zu einem schwereren
Krankheitsverlauf (Navas et al., 2016; Navas Tejedor et al., 2017), welche ebenfalls
eine reduzierte Leitfahigkeit der TASK-1-Kanale bedingten (Cunningham et al., 2019).
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Bis zum Jahr 2020 wurden schlielich vier weitere Mutationen identifiziert (Le Ribeuz
et al., 2020).

In einer erganzenden Studie zur Untersuchung genetischer Aspekte der
pulmonalarteriellen Hypertonie aus dem Jahr 2016 konnte zudem im Monocrotalin
(MCT) Rattenmodell der pulmonalen Hypertonie und bei Patienten mit idiopathischer
pulmonalarterieller Hypertonie eine verringerte Expression des KCNK3-Gens sowie
eine konsekutiv reduzierte Leitfahigkeit der TASK-1-Kanale in pulmonalarteriellen
glatten Muskelzellen nachgewiesen werden (Antigny et al., 2016). Darlber hinaus
konnte durch eine iatrogene Ausschaltung des KCNK3-Gens im Rattenmodell der
pathophysiologische Zusammenhang zwischen Loss-of-Function-Mutation und
pulmonalarterieller Hypertonie bestatigt werden (Lambert et al., 2019). AulRerdem
konnte bereits vor der eigentlichen Entwicklung einer rechtsventrikularen Hypertrophie
im Rahmen der pulmonalen Hypertonie eine verringerte funktionelle Expression von
TASK-1-Kanalen im ventrikularen Myokard nachgewiesen werden. Somit kann auch
ein Zusammenhang zwischen der Mutation im KCNK3-Gen und rechtsventrikularer
Hypertrophie bei pulmonaler Hypertonie vermutet werden (Lambert et al., 2018).

Neben den beschriebenen Mutationen mit Einfluss auf den Vasotonus, sind TASK-1-
Kanale auch Zielstrukturen von gangigen medikamentésen Therapeutika der PAH und
konnten an deren Wirkung mafigeblich beteiligt sein. In einer Studie von Cunningham
et al. konnte ein Effekt von Riociguat, einem etablierten Medikament der PAH
(Ghofrani et al., 2017; Hill, Cawley and Heggen-Peay, 2016), auf Wildtyp TASK-1-
Kanale nachgewiesen werden. Die mutierten Kanale blieben dagegen von Riociguat
unbeeinflusst (Cunningham et al., 2019). TASK-1-Kanale kénnen daruber hinaus
durch eine Rho-Kinase vermittelte Phosphorylierung in ihrer Aktivitat beeinflusst
werden. Diese unterliegt der regulatorischen Kontrolle durch Endothelin-1. Dabei
handelt es sich um einen potenten Vasokonstriktor, der selbst ein Ziel
pharmakologischer Therapien der pulmonalarteriellen Hypertonie ist und in
Endothelzellen von Erkrankten verstarkt exprimiert wird (Giaid et al., 1993; Seyler et
al., 2012; Tang et al., 2009). Aulzderdem kdnnen TASK-1-Kanale durch Treprostinil via
Proteinkinase A aktiviert werden. Auf diese Weise kdnnten TASK-1-Kanale an der
pharmakologischen Wirkung von Prostanoiden beteiligt sein (Olschewski et al., 2006).

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass TASK-1-Kanale bei einer integrativen
Betrachtung der gesammelten Evidenz ein vielversprechendes Ziel flr zukinftige
gezielte Arzneimitteltherapien der pulmonalarteriellen Hypertonie darstellen kdnnten.
Dabei gilt es weitere Forschungsergebnisse abzuwarten.

1.7.2 TASK-1-Kanale und Vorhofflimmern

Vorhofflimmern ist die haufigste anhaltende Herzrhythmusstorung. Sie weist eine
Pravalenz von circa 1 % auf und zeigt eine altersabhangige Epidemiologie mit
steigender Pravalenz im fortschreitenden Alter. Atiologisch werden auf die
Vorhofebene begrenzte ektope Erregungsbildungen und Reentrykreislaufe
verantwortlich gemacht. Vorhofflimmern bedingt multiple Komplikationen und kann im
Falle einer nicht ausreichenden Antikoagulation das Risiko eines ischamischen
Schlaganfalls signifikant erhdhen. Durch den haufig symptomarmen Verlauf
verschlechtert sich die Prognose weiter. Die Behandlung des Vorhofflimmerns umfasst
unterschiedliche Therapiekonzepte. Neben ablativen Verfahren mit variierender
Erfolgsrate stehen auf pharmakologischer Ebene verschiedene Substanzen zur
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Rhythmus- und/oder Frequenzkontrolle zur Verfugung (Hindricks et al., 2021; Schmidt
et al., 2011). Gangige und in der klinischen Praxis haufig verwendete Pharmaka, wie
beispielsweise Amiodaron (Klasse Il Antiarrhythmikum), wirken Uber eine
nichtselektive Blockade unterschiedlicher Kaliumkanale antiarrhythmisch (Schmidt et
al., 2014), wodurch sie unter anderem auch Einfluss auf Kzp-Kanale wie TASK-1
nehmen (Gierten et al., 2010; Staudacher et al., 2011). Die nichtselektive
Kaliumkanalblockade fuhrt dabei zu einer Verlangerung des atrialen Aktionspotentials,
wodurch eine Vorbeugung von Reentrykreislaufen ermoglicht wird. Es besteht somit
ein direkter Zusammenhang zwischen der Aktionspotentialdauer und kardialen
Rhythmusstérungen (Schmidt et al., 2014). Neben der erwtinschten Wirkung auf die
Atrien kann es aufgrund der vorhofuberschreitenden Wirkung gangiger
Antiarrhythmika aber auch zu einer Verlangerung des ventrikularen Aktionspotentials
mit dem damit verbundenen Risiko ventrikularer Arrhythmien kommen (Limberg et al.,
2011).

Aufgrund der begrenzten Effektivitdt und dem beachtlichen Nebenwirkungspotential
von konventionellen Antiarrhythmika kdnnen diese allerdings nur von einem limitierten
Patientenkollektiv genutzt werden. Daraus abgeleitet ergibt sich die Notwendigkeit der
Entwicklung neuer innovativer Pharmaka mit besseren pharmakologischen
Wirkprofilen. In diesem Zusammenhang rtickte der TASK-1-Kanal zunehmend in den
Fokus der medizinischen Forschung (Schmidt et al., 2011; Schmidt et al., 2012).

TASK-1-Kanale zeigen eine weitgehend selektive atriale Expression in humanen
Kardiomyozyten (Limberg et al., 2011; Schmidt et al., 2015) und beeinflussen zudem
wesentlich die Hintergrundleitfahigkeit dieser Zellen (Limberg et al., 2011). Dadurch
vermitteln sie eine Stabilisierung des Membranpotentials und tragen zur
Repolarisation von Aktionspotentialen bei (Schmidt et al., 2012). In
elektrophysiologischen  Untersuchungen an isolierten humanen atrialen
Kardiomyozyten fuhrte die Blockade von TASK-1-Kanalen durch A293 zu einer
Verlangerung der atrialen Aktionspotentialdauer. Demgegenuber bewirkte die
Erhdhung des atrialen Ganzzellstroms der TASK-1-Kanale eine verkurzte
Aktionspotentialdauer (Limberg et al., 2011).

In zeitlich vorangegangenen Studien konnte bereits das Vorkommen von TASK-1-
Kanalen in atrialen und ventrikularen Kardiomyozyten der Ratte und eine selektive
Inhibition des Kanals in Xenopus Oozyten durch A293 nachgewiesen werden. Auch in
diesem Zusammenhang konnte eine Verlangerung der Aktionspotentialdauer durch
eine TASK-1 Kanalblockade registriert werden. Diese Beobachtungen decken sich
also mit den spateren Versuchen an menschlichem Gewebe. Aulierdem scheint eine
Blockade von TASK-1-Kanalen auch durch alpha1A-Rezeptoren mdglich zu sein (Kim,
Bang and Kim, 1999; Liu and Saint, 2004; Putzke et al., 2007b).

Die Untersuchung des atrialen Gewebes von Patienten mit chronischem
Vorhofflimmern zeigte zudem eine erhdhte Expression des TASK-1-Kanals im
Vergleich zur Kontrollgruppe. Die erhdhte Kanaldichte fihrte zu einer signifkanten
Verkurzung der Aktionspotentialdauer, die durch die Applikation von A293
antagonisiert werden konnte. Korrespondierende Resultate bei Patienten mit
paroxysmalem Vorhoffimmern konnten nicht nachgewiesen werden (Schmidt et al.,
2015). Daruber hinaus konnten drei Varianten des KCNK3-Gens bei Patienten mit
Vorhofflimmern nachgewiesen werden. Inwiefern diese Varianten Einfluss auf die
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Pathogenese des Vorhofflimmerns nehmen, konnte bisher nicht abschlieRend geklart
werden (Liang et al., 2014).

In nachfolgenden Studien an narkotisierten Hausschweinen mit dem Ziel einer
pharmakologischen Beeinflussung von TASK-1-Kanalen fuhrte die intravendse
Applikation von A293 zu einer Terminierung eines iatrogen induzierten paroxysmalen
Vorhofflimmerns. Des Weiteren bewirkte A293 eine Verlangerung der atrialen
effektiven Refraktarzeit, ohne dabei einen Einfluss auf die ventrikulare effektive
Refraktarzeit zu nehmen (Wiedmann et al., 2020a). Eine erganzende Studie konnte
einen vergleichbaren Effekt von A293 auf Hausschweine mit persistierendem
Vorhofflimmern nachweisen (Wiedmann et al., 2020b). Neben A293 fuhrte auch die
intravendse Applikation von Doxapram, einem weiteren spezifischen Inhibitor des
TASK-1-Kanals, sowohl zur Kardioversion des akuten Vorhofflimmerns als auch zu
einer signifikanten Reduktion der Vorhofflimmerlast im Rahmen des persistierenden
Vorhofflimmerns (Wiedmann et al., 2021).

Erganzend zur beschriebenen pharmakologischen Blockade von TASK-1-Kanalen
kobnnte auch die Gentherapie in der Behandlung des Vorhofflimmerns
erfolgsversprechend sein. Durch Transfektion von Anti-TASK-1-siRNA in
Hausschweine, bei denen zuvor Uber implantierte Schrittmacher Vorhofflimmern
induziert wurde, konnte ebenfalls eine antiarrythmische Wirkung nachgewiesen
werden (Schmidt et al., 2019).

Hinsichtlich der dargelegten Studienlage wird deutlich, dass TASK-1-Kanale ein
interessantes Targetmolekul fur zukunftige medikamentose Therapien sowohl des
paroxysmalen als auch des persistierenden Vorhofflimmerns sein kénnten. Durch ihre
zielgerichtete Wirkung konnte die Effektivitat antiarrhythmischer Pharmaka verbessert
und das Nebenwirkungspotential erheblich gesenkt werden (Schmidt et al., 2014).

1.7.3 TASK-Kanale und das Glomus caroticum

Das Atemzentrum ist in der Medulla oblongata des Hirnstamms lokalisiert und
integriert Informationen aus dem Glomus caroticum wund den zentralen
Chemorezeptoren. Zur Uberwachung der Sauerstoffversorgung des Kérpers
bestimmen sie kontinuierlich den pO2, pCO2 und den pH-Wert des arteriellen Blutes
(Nattie, 1999). Wie ihr Name bereits suggeriert befinden sich die peripheren
Chemorezeptoren des Glomus caroticum in anatomischer Beziehung zu den
Karotiden. Funktionell registrieren Glomuszellen vom Typ 1 Abweichungen des
arteriellen pH-Wertes sowie des Sauerstoff- und Kohlenstoffdioxidpartialdrucks.
Kommt es zu hypoxischen oder azidotischen Zustéanden resultiert eine Depolarisation
dieser Zellen. Dadurch kommt es zu einer Offnung von spannungsabhangigen
Calciumkanalen und einem konsekutiven Calciumeinstrom in die Zelle. Die erhdhte
intrazellulare Calciumkonzentration fihrt zu einer Freisetzung von Neurotransmittern
und anschlielend zur Signalweiterleitung ins zentrale Nervensystem via afferenter
Leitungsbahnen (Buckler, 2015).

In Glomuszellen der Ratte konnte eine Kalium-Hintergrundleitfahigkeit mit den
funktionellen Eigenschaften der TASK-Kandle nachgewiesen werden. Wahrend
Azidose und Hypoxie die Kanalfunktion herabsetzten, flihrte die Applikation von
Halothan zu einem gesteigerten lonenfluss (Buckler, Williams and Honore, 2000; Kim
et al., 2009). Sowohl die funktionelle Expression von TASK-1- als auch von TASK-3-
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Kanalen konnte im Glomus caroticum der Ratte dokumentiert werden. Dabei zeigte
sich, dass hauptsachlich die Heterodimere der beiden Untereinheiten die Kalium-
Hintergrundleitfahigkeit der Glomuszellen bestimmen (Kim et al., 2009). Dieser
Zusammenhang konnte zudem in einem Versuch an transgenen Mausen bestatigt
werden (Turner and Buckler, 2013).

Des Weiteren konnte ein inhibitorischer Effekt von Doxapram, einer
atemstimulierenden Substanz mit Wirkung im Glomus caroticum, auf TASK-1- und
TASK-3-Kanale in Xenopus Oozyten nachgewiesen werden. Damit stellen TASK-
Kanale madgliche Effektoren der Wirkung von Doxapram dar (Cotten et al., 2006).
Weitere Inhibitoren der TASK-Kanale des Glomus caroticum sind A1899, PK-THPP
und ML365. Sie fuhrten in Typ 1 Glomuszellen von neonatalen Ratten zu einer
Erhohung der intrazellularen Calciumkonzentration, mutmaflich induziert durch
Depolarisation und konsekutiven Calciuminflux (O'Donohoe et al., 2018). PK-THPP
und A1899 zeigten daruber hinaus im Tierversuch eine atemstimulierende Wirkung
(Cotten, 2013). Die bisher gesammelte Evidenz macht deutlich, dass TASK-Kanale
malfdgeblich in Signaltransduktionsprozessen des Glomus caroticum involviert sind.
Sie stellen damit ein mdgliches Ziel bei der Behandlung von Atemstérungen dar.

Auch beim Krankheitsbild der obstruktiven Schlafapnoe kénnte die Inhibition von
TASK-Kanalen erfolgsversprechend sein. Pathophysiologisch kommt es dabei zu
einer verringerten nervalen Stimulation der Zungenmuskulatur in der Nacht und einer
konsekutiven Verlegung der oberen Atemwege. In vitro konnten bereits ein
inhibitorischer Effekt verschiedener Neurotransmitter auf TASK-1- und TASK-3-Kanale
in Motorneuronen des Nervus hypoglossus und eine konsekutive neuronale Entladung
nachgewiesen werden. Eine Beeinflussung der Kerngebiete des Nervus hypoglossus
durch eine Modulation von TASK-Kanalen konnte allerdings in vivo nicht
nachgewiesen werden (Gurges, Liu and Horner, 2021).

1.7.4 TASK-Kanale und primarer Hyperaldosteronismus

Die arterielle Hypertonie bezeichnet ein ernstzunehmendes Krankheitsbild mit
multiplen Endorganschaden und konsekutiv erhéhter Morbiditat und Mortalitat. Sie
wird durch einen Ruheblutdruck ab 140/90 mmHg systolisch zu diastolisch definiert.
Nach atiologischen Gesichtspunkten kann die primare von der sekundaren Hypertonie
abgegrenzt werden. Die primare oder auch essentielle Hypertonie tritt idiopathisch auf
und betrifft mit circa 90 % den Grofteil aller Hypertoniker. Im Gegensatz dazu liegt bei
der sekundaren Hypertonie, die einen Anteil von circa 10 % ausmacht, eine
ursachliche Grunderkrankung vor. Neben dem Schlafapnoesyndrom oder renalen
Pathologien koénnen auch endokrine Erkrankungen eine sekundare Hypertonie
bedingen (Williams et al., 2018). Der primare Hyperaldosteronismus, eine Form der
endokrin bedingten Hypertonie, stellt die haufigste Ursache sekundarer Hypertonien
dar und ist durch eine autonome Uberproduktion des Mineralkortikoids Aldosteron in
der Zona glomerulosa der Nebennierenrinde definiert (Davies et al., 2008).

Bei den pathogenetischen Prozessen des nicht durch einen Tumor bedingten primaren
Hyperaldosteronismus nehmen TASK-Kanale eine zentrale Rolle ein. Die
Ausschaltung der codierenden Gene KCNK3 (TASK-1) und KCNK9 (TASK-3) im
Knockout-Maus-Modell fiihrte zu einer Depolarisation der Zellen der Zona glomerulosa
sowie zur Entwicklung eines primaren Hyperaldosteronismus der genetisch
modifizierten Tiere (Davies et al., 2008; Heitzmann et al., 2008). Neben dem
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Vorkommen in Mausen konnte ihre Expression auch bei Ratten (Czirjak et al., 2000)
und beim Menschen nachgewiesen werden. Zellen der Zona glomerulosa des
Menschen exprimieren dabei vorwiegend die TASK-1 Untereinheit. Funktionell wirken
TASK-1-Kanale dabei Uber eine durch Calcium getriggerte Aktivierung der
calciumabhangigen Calmodulin-Kinase (CaMK) und eine konsekutive Steigerung der
Expression der Aldosteronsynthase (Nogueira et al., 2010). Daruber hinaus bestehen
Assoziationen zwischen KCNKS3-Einzelnukleotid-Polymorphismen und
Hyperaldosteronismus sowie der arteriellen Hypertonie (Manichaikul et al., 2016).

Auch die gezielte Deletion des TASK-3 Gens fuhrte zu Alterationen der
Aldosteronsekretion (Penton et al., 2012). In vorangegangenen Studien konnte bereits
das Vorkommen von TASK-3-Kanalen in der H295R-Zelllinie nachgewiesen werden.
Sie beeinflussten dort sowohl das Membranpotential als auch die
Aldosteronproduktion (Brenner and O'Shaughnessy, 2008).

In Anbetracht der gesammelten Evidenz zur funktionellen Expression von TASK-
Kanalen in den Zellen der Zona glomerulosa der Nebennierenrinde konnte eine
pharmakologische Beeinflussung dieser Kanale bei der Behandlung des arteriellen
Hypertonus und insbesondere der sekundaren Hypertonie erfolgsversprechend sein.

1.8 Fragestellung und Zielsetzung des Projekts

Seit ihrer Entdeckung Ende des 20. Jahrhunderts erfahren Kzp-Kanale zunehmendes
wissenschaftliches Interesse. Aufgrund ihres ubiquitaren Expressionsmusters und
ihrer vielfaltigen Regulationsmechanismen nehmen sie eine zentrale Rolle in
zahlreichen physiologischen und pathophysiologischen Prozessen ein.

TASK-1-Kanale werden unter anderem im humanen Vorhofmyokard exprimiert. Sie
fuhren dort bei einer gesteigerten Expression zu einer Verklirzung der
Aktionspotentialdauer mit konsekutiv proarrhythmogener Wirkung. Durch ihre
vorwiegend atriale Expression konnten TASK-1-Kanale die medikamentése Therapie
des Vorhofflimmerns nachhaltig verandern (Kiper et al., 2015; Limberg et al., 2011;
Wiedmann et al., 2020a; Wiedmann et al., 2020b; Wiedmann et al., 2021). Des
Weiteren sind TASK-Kanale im Glomus caroticum, im Rahmen der chemoelektrischen
Kopplung, an der Uberwachung der Blutgase beteiligt und stellen dadurch ein
maogliches Ziel bei der Therapie von Atemstérungen dar (Kim et al., 2009). Daruber
hinaus stehen sie durch ihre funktionelle Expression in Motoneuronen des Nervus
hypoglossus in enger Beziehung zum Krankheitsbild der obstruktiven Schlafapnoe mit
madglichem therapeutischen Angriffspunkt (Gurges, Liu and Horner, 2021; Kiper et al.,
2015). AuBerdem nehmen sie Einfluss auf die Synthese von Aldosteron und sind in
diesem Zusammenhang an der Regulation des Blutdrucks beteiligt (Nogueira et al.,
2010). Auch konnte ihr Vorkommen in humanen pulmonalarteriellen glatten
Muskelzellen nachgewiesen werden. Dort tragen sie Uber eine Modulation des
Ruhemembranpotentials zum vaskularen Tonus bei, wodurch sie eine mogliche
Zielstruktur fur die Behandlung der PAH darstellen (Seyler et al., 2012).

Obwohl viel wissenschaftliche Evidenz hinsichtlich der TASK-1-Kandle und dem
pulmonalen Kreislauf existiert, bleibt ihre Rolle in der systemischen Zirkulation noch
weitgehend unklar. TASK-1-Kanale konnten bereits in mesenterialen Arterien der
Ratte nachgewiesen werden. Anandamid (Maingret et al., 2001), ein selektiver Blocker
des TASK-1-Kanals, antagonisierte die durch Alkalose induzierte Hyperpolarisation
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der untersuchten mesenterialen Gefalle. Diese Beobachtung konnte ein Hinweis auf
eine funktionelle Rolle von TASK-1-Kanalen bei der Regulation des mesenterialen
Gefalltonus sein (Gardener et al.,, 2004). AulRerdem gibt es Evidenz uber die
Expression in der humanen plazentalen Zirkulation (Wareing et al., 2006). Aufgrund
der spezifischen Regulation von TASK-1-Kanalen konnten diese wesentlich am
Phanomen der hypoxischen fetoplazentalen Vasokonstriktion beteiligt sein (Howard,
Hosokawa and Maguire, 1987). Des Weiteren konnte im Jahr 2006 bei einem
Vergleich zwischen hypertensiven und normotensiven Wistar-Kyoto Ratten eine
reduzierte funktionelle Expression von TASK-1-Kanalen in aortalen glatten
Muskelzellen der hypertensiven Kohorte nachgewiesen werden (Kiyoshi et al., 2006).

In einer kdrzlich publizierten Studie konnten auferdem Untersuchungen der Arteria
saphena von 10 bis 15 Tagen alten Ratten eine funktionelle Expression von TASK-1-
Kanalen nachweisen. Der TASK-1-Kanal-Inhibitor AVE1231 induzierte sowohl eine
Erhdhung des basalen Gefaldtonus als auch eine Verstarkung der Methoxamin (Mx)-
induzierten Kontraktionen. Daruber hinaus flhrte die intravendése Applikation von
AVE1231 zu einer Erhdhung des arteriellen Mitteldrucks der untersuchten Ratten. Im
Vergleich mit der beschriebenen Kohorte zeigten adulte Ratten jedoch eine reduzierte
Expression und verringerte bzw. nicht vorhandene kontraktile Reaktionen auf
AVE1231 (Shvetsova et al., 2020).

Kurzlich konnte gezeigt werden, dass dominante Kaliumkanale die Funktion anderer
Kaliumkanale maskieren konnen (Ma et al., 2020; Zavaritskaya et al., 2020). Damit
bleibt unklar, ob TASK-1-Kanale in systemischen Arterien adulter Ratten gar keinen
Einfluss auf die Regulation des Gefaldtonus haben oder ob ihre funktionelle Rolle erst
bei einer Inhibition dominanter Kaliumkanale sichtbar wird.

Die vorliegende Arbeit untersucht die Hypothese, dass TASK-1-Kanale systemischer

Arterien adulter Ratten die Kontraktilitat dieser Arterien bei einer Blockade von
dominierenden Kaliumkanalen mitbestimmen.

18



Material und Methoden

2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Versuchstiere

Fur die in der vorliegenden Arbeit durchgefuhrten Versuche wurde die Arteria saphena
von mannlichen Wistar-Kyoto Ratten verwendet. Diese wurden vom Zuchter Janvier
Labs (Frankreich) bezogen. Um einen Einfluss des weiblichen Hormonzyklus zu
vermeiden wurden ausschlieRlich mannliche Ratten verwendet. Die Tiere waren zum
Zeitpunkt der Versuchsdurchfuhrung zwischen 8 und 12 Wochen alt und wurden im
hauseigenen Tierstall unter standardisierten Umweltbedingungen bei freiem Zugang
zu Nahrung und Trinkwasser gehalten. Die Raumtemperatur betrug 22 °C und es
wurde ein Tag-Nacht-Zyklus von 12 Stunden eingehalten. Vor der Organentnahme
erfolgte zunachst die Anasthesie mit Kohlenstoffdioxid und anschlielend die
Exekution durch Abtrennung des Kopfes. Die Versuche waren dem
Regierungsprasidium  Karlsruhe angezeigt (I-17/17) und wurden unter
Berucksichtigung des Tierschutzgesetzes durchgefuhrt.

2.2 Chemikalien

Fur die Praparation und die myographischen Messungen war es entscheidend, ein
geeignetes umgebendes Milieu zu gewahrleisten. Dazu wurden drei in ihrer
Zusammensetzung verschiedene Lésungen verwendet (Tab. 2). Diese wurden im
Klhlschrank bei 4 °C gelagert und in regelmaRigen Abstanden neu angesetzt. Fur die
Gefalisolation, Gefalipraparation und Normalisierung wurde eine Praparationslésung
verwendet, fur die nachfolgenden myographischen Messungen wurde die
Praparationslosung durch eine Arbeitslosung ausgetauscht. Vor der eigentlichen
Versuchsdurchfihrung erfolgte die Erwarmung der Arbeitslosungen auf 37 °C sowie
eine Feineinstellung des pH-Wertes durch sorgfaltige Titration mit Chlorwasserstoff
bzw. Natronlauge. Zur pH-Pufferung diente das in den Losungen enthaltene HEPES
und Natriumhydrogencarbonat (NaHCOs3). Hierbei enthielt die Praparationslésung
ausschlieBlich HEPES, wohingegen die Arbeitsldosungen zusatzlich NaHCOs3
beinhalteten. Durch eine kontinuierliche Begasung mit Carbogen (95 % O2, 5 % CO2)
wahrend der gesamten Versuchsdurchfuhrung konnte eine weitere Stabilisierung des
pH-Wertes erreicht werden. Eine Begasung war wahrend der Gefalisolation und
Gefalipraparation nicht moglich. Als Energietrager fur die glattmuskulare Kontraktion
diente die in den Arbeitslésungen enthaltene Glukose.

Fur die in der vorliegenden Arbeit durchgefluihrten Versuche wurden verschiedene
vasoaktive Substanzen verwendet (Tab. 3). Diese wurden entsprechend den Angaben
des Herstellers gelagert, zu Stammlésungen angesetzt und im Gefrierschrank bei
-20 °C gelagert. Bei Bedarf wurden die Stammldsungen aufgetaut und nachfolgend
auf die bendtigten Wirkkonzentrationen verdunnt.
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Tab. 2: Versuchslésungen

Reagenz Konzentration Hersteller
(mM)
Arbeitslésung CaCl; 1,6 Merck
EDTA 0,025 Carl-Roth
Glukose 55 Carl-Roth
HEPES 5 Carl-Roth
KCI 45 Carl-Roth
MgSO4 1 Merck
NaCl 120 Carl-Roth
NaHCO; 26 Carl-Roth
NaH,PO4 1,2 Merck
Modifizierte CaCl; 1,6 Merck
kaliumreiche EDTA 0,025 Carl-Roth
Arbeitslosung Glukose 5,5 Carl-Roth
(KCI 120 mM) HEPES 5 Carl-Roth
KCI 120 Carl-Roth
MgSO4 1 Merck
NaCl 45 Carl-Roth
NaHCO; 26 Carl-Roth
NaH.PO, 1,2 Merck
Praparationslésung | CaCl, 0,1 Merck
EDTA 0,025 Carl-Roth
HEPES 5 Carl-Roth
KCI 4,5 Carl-Roth
MgSO4 1 Merck
NaCl 145 Carl-Roth
NaH.PO, 1,2 Merck
Tab. 3: Vasoaktive Substanzen
Substanz Wirkungsweise Hersteller
Acetylcholin Cholinerger Rezeptoragonist | Sigma-Aldrich
AVE1231 TASK-1-Kanal-Inhibitor Sanofi
DPO-1 Kv1.5-Kanal-Inhibitor Tocris
Iberiotoxin (IBTX) BKca-Kanal-Inhibitor Alomone Labs
Methoxamin (Mx) a1-Rezeptoragonist Sigma-Aldrich
PAP-1 Kv1-Kanal-Inhibitor Sigma-Aldrich
Psora-4 Kv1-Kanal-Inhibitor Sigma-Aldrich

Stromatoxin-1 (STX)

Kv2.1-Kanal-Inhibitor

Alomone Labs

XE991

K.7-Kanal-Inhibitor

Tocris

2.3 Gerate

Tab. 4: Geréte

Gerat

Hersteller

Analysenwaage CPA 225D

Sartorius

Edelstahldraht 0,04 mm

Danish Myo Technology

Federschere G-19760

Geuder

Gefrierschrank

Philipp Kirsch
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Kolbenhubpipetten Eppendorf
Kdhlschrank Liebherr
Magnetruhrer RH basic 2 IKA
Magnetrihrstabe VWR
Mikroreaktionsgefalie Starlab
Mikroskop Stemi 2000-CS Zeiss

Multi-Wire-Myograph 620M

Danish Myo Technology

pH-Meter HI 2211

HANNA

Pinzette Dumont

Pipettenspitzen Biozym

PowerlLab AD Instruments GmbH
Prazisionswaage ED 822 Sartorius
Vakuumpumpe Danish Myo Technology
Vortexer Lab Dancer IKA

Wasserbad Typ ED Julabo

2.4 Freilegung der Arteria saphena

Zur Freilegung der Arteria saphena war es erforderlich, in einem ersten Schritt den
Oberschenkel vom Rumpf abzutrennen. Die anschlieRende Fixation des isolierten
Schenkels erfolgte in einer mit Praparationslosung (Temperatur 4 °C) geflllten
Petrischale. Die Praparationslosung diente dabei der Vitalitatserhaltung und der pH-
Pufferung. Vor der eigentlichen Gefal3praparation unter dem Mikroskop wurden Fell,
Binde- und Fettgewebe an der Oberschenkelinnenseite entfernt. Dadurch gelang eine
makroskopische Darstellung der oberflachlich verlaufenden Arteria saphena mit der
begleitenden Vene und dem dazugehdrigen Nerven (Abb. 1).

Arteria saphena

Abb. 1: Oberschenkelinnenseite mit Darstellung der Arteria saphena der Ratte
Quelle: Eigene Darstellung

Abgebildet ist die Oberschenkelinnenseite des linken Hinterbeins der Ratte. Das Fell wurde
bereits entfernt, sodass die Arteria saphena mit begleitender Vene und dem dazugehdrigen
Nerven eingesehen werden kann.
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2.5 Gefalipraparation

Die Gefaldpraparation erfolgte unter dem Stereomikroskop mit Kaltlichtquelle bei
ausreichender Beleuchtung mit Federschere und Pinzette. Nach der Entfernung des
oberflachlichen Bindegewebes an der Oberschenkelinnenseite musste die Arteria
saphena zunachst von der parallel verlaufenden Vene und dem dazugehdrigen
Nerven getrennt werden. Anschlieliend konnte die Arterie aus ihrem Bett geldst und
mittels Federschere isoliert werden. Um eine Messung durch die isometrische Draht-
Myographie zu ermdoglichen, wurde die Arterie abschlieRend in circa 2 mm lange
Arteriensegmente aufgeteilt und fur eine weitere Praparation in die Kammern des
Myographen transferiert. Wahrend der gesamten Praparation galt es, eine Irritation der
Gefalde durch die verwendeten Instrumente zu vermeiden.

2.6 Isometrische Draht-Myographie

Die isometrische Draht-Myographie ermoglichte die Messung des kontraktilen
Verhaltens von aufgespannten Gefallsegmenten. Dabei wurden gemald dem Prinzip
der isometrischen Kontraktion, Anderungen der Kraft bzw. der Wandspannung bei
konstantem Gefallddurchmesser aufgezeichnet. Fur die in der vorliegenden Arbeit
durchgefuihrten Experimente wurde ein Multi-Wire-Myograph (Abb. 2) (Danish Myo
Technology, Danemark) verwendet. Die vier Messeinheiten des Myographen konnten
separat mit einer Steuerkonsole bedient werden, wodurch die Aufzeichnung paralleler
Messungen moglich wurde. Eine Messeinheit beinhaltete ein System aus einer
Edelstahlkammer mit zwei gegenuberliegenden Tragerbacken. Eine der Tragerbacken
war mit einem Kraftaufnehmer verbunden, der die aktuell wirkende Kraft registrierte.
Durch die mit der zweiten Tragerbacke gekoppelten Mikrometerschraube konnte die
Distanz der Tragerbacken und damit die passive Gefallvorspannung moduliert werden
(Abb. 3). Zwischen den Tragerbacken wurde unter Verwendung von zwei feinen
Edelstahldrahten das zu untersuchende Gefal3segment aufgespannt (Abb. 4). Der
Myograph verfligte zudem Uuber eine Heizplatte, wodurch eine Erwarmung der
einzelnen Messkammern und eine Aufrechterhaltung der Temperatur wahrend der
Versuchsdurchfiihrung erméglicht wurde. Uber eine Messsonde gelang eine genaue
Kontrolle der Temperatur. Die Absaugung der Losungen (Volumen je Messkammer 5
ml) und der gelésten Reagenzien war mit einer Vakuumpumpe mdglich. Uber ein
Begasungsrohr erfolgte die kontinuierliche Applikation von Carbogen. Die einzelnen
Messkammern verfugten auflerdem Uber eine Plastikabdeckung, wodurch ein
Warmeerhalt und eine Reduktion der Verdunstung des Messkammerinhaltes erreicht
werden konnte. Nach Versuchsende wurden die Kammern regelmalig ausgespult und
mit verdinnter Essigsaure gesaubert. Die erhobenen Daten wurden schlieBlich mit
dem Datenerfassungssystem PowerLab (AD Instruments) und der Analysesoftware
LabChart 7 (AD Instruments) weiterverarbeitet.
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Abb. 2: Multi-Wire-Myograph 620M, Danish Myo Technology (www.dmt.dk, Stand

06.08.2021)
Abgebildet ist der Multi-Wire-Myograph 620M mit den vier Messeinheiten und der
Steuerkonsole.

Kraftaufnehmer Tragerbacken Mikrometerschraube

Abb. 3: Messeinheit des Multi-Wire-Myographen 620M (www.dmt.dk, Stand
03.03.2023), maodifizierte Darstellung

Abgebildet ist eine Messeinheit des Multi-Wire-Myographen 620M mit den in der Messkammer
lokalisierten gegeniiberliegenden Tragerbacken. Eine Trédgerbacke (rechts) ist mit der
Mikrometerschraube verbunden, die eine Verdnderung des Abstandes zwischen den Backen
ermdglicht. Die zweite Tréagerbacke (links) ist mit dem Kraftaufnehmer verbunden, der die
aktuell wirkende Kraft registriert.
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2.7 Montage der Gefallsegmente

Zur Montage der Gefallsegmente wurde ein rostfreier Edelstahldraht (Durchmesser
40 um) zwischen den Tragerbacken eingeklemmt und mit einer Schraube an einer
Seite einer Tragerbacke befestigt. AnschlieRend wurde Uber das freie Ende des
Drahtes ein circa 2 mm langes Gefal3stick aufgefadelt. Dabei war es wichtig, eine
unnatige Irritation des GefalRes mit der Pinzette bzw. dem Draht zu vermeiden. Danach
wurde das freie Drahtende durch eine weitere Schraube an der gleichen Tragerbacke
fixiert. Im Anschluss daran wurde ein zweiter Draht durch das Gefalslumen gefihrt und
an der gegenuberliegenden Tragerbacke an beiden Enden verschraubt. Danach
erfolgte die Entfernung des Gefallendothels durch kreisende intraluminale
Bewegungen mit einem Rattenbarthaar. Anschlieend wurden die Drahte Uber die
Mikrometerschraube aneinander angenahert, ohne sich jedoch zu berthren (Abb. 4).
Die einzelnen Messkammern wurden nun mit dem Myographen verbunden und Uber
die integrierte Heizplatte auf 37 °C erwarmt. AbschlieRend wurde die Begasung mit
Carbogen eingeschaltet.

Abb. 4: Trédgerbacken mit einem aufgespannten Gefdl3segment (www.dmt.dk, Stand
09.08.2021)

Abgebildet sind zwei gegenliberliegende Trdgerbacken mit einem aufgespannten
GefédlBsegment. Durch das GefédRlumen verlaufen zwei Dréhte, die jeweils durch zwei
Schrauben an einer der beiden Trdgerbacken fixiert sind. Durch Verdnderung des Abstandes
zwischen den Dréhten (ber die Mikrometerschraube (nicht dargestellt) kann die passive
Geféllvorspannung eingestellt werden.
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2.8 Normalisierung

Die Normalisierung erfolgte nach abgeschlossener Kammerpraparation und der
Erwarmung der Messkammern auf 37 °C. Sie diente der Einstellung einer optimalen
Gefalvorspannung. Durch den Normalisierungsprozess konnte die Aktin-Myosin-
Interaktion der glatten GefalBmuskulatur optimiert und eine Vergleichbarkeit der
Versuchsreihen erreicht werden. Der optimale Gefainnenumfang (IC1) errechnete
sich hierbei aus dem GefalBinnenumfang eines relaxierten Gefalles bei einem
transmuralen Druck von 100 mmHg bzw. 13,3 kPa (IC100) multipliziert mit dem
Normalisierungsfaktor k. Dieser ist abhangig von Spezies und Gefalart. In der
vorliegenden Arbeit wurde zur Untersuchung der Arteria saphena der adulten Ratte
ein Normalisierungsfaktor von 0,9 verwendet (Mulvany and Halpern, 1977).

IC1=1C100 X k

Im Rahmen des Normalisierungsprozesses wurden die Drahte durch die
Mikrometerschraube sukzessiv voneinander entfernt und die daraus resultierenden
Krafte (mN) gemessen. Nach jeder Vergrof3erung des Abstandes wurde jeweils 90
Sekunden gewartet und der gemessene Kraftwert sowie der entsprechende
Mikrometerwert notiert.

Nachfolgend wurde mit unten genannter Formel die Wandspannung T (mN/mm)
berechnet. Hierbei bezeichnet F die gemessene Kraft und L die Lange des
untersuchten Gefaldes.

T=F/@xL)

Der aktuelle innere Gefallumfang (IC) konnte mit nachfolgend aufgefuhrter Formel
berechnet werden. Hierbei bezeichnet d den Drahtdurchmesser und b den Abstand
zwischen den Drahten.

IC=@+m)xd+2xb

Durch die Bestimmung des Schnittpunktes zwischen der entstandenen
Exponentialfunktion T = f(IC) und der Isobarenkurve ergab sich unter Anwendung des
Gesetzes von Laplace der IC100 (Abb. 5). Hierbei bezeichnet P den effektiven Druck.

P=@2mxT)/IC
Bei nun bekanntem IC100 konnte IC1 berechnet werden. Der Mikrometerwert X1, der
IC1 entsprach, wurde anschlieRend durch die Software kalkuliert. Abschlieend konnte

das GefalRsegment durch Zurickdrehen der Mikrometerschraube auf IC1 eingestellt
werden.
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Abb. 5: T =f(IC) (www.dmt.dk, Stand 09.08.2021)

Abgebildet ist die passive Dehnungskurve T = f(IC) (blau), die im Rahmen des
Normalisierungsprozesses durch eine sukzessive Vergré3erung des Abstandes zwischen den
Tréagerbacken (ber die Mikrometerschraube entsteht. Der Schnittpunkt genannter Kurve mit
der Isobaren (rot) ergibt IC100. Durch Multiplikation mit dem Normalisierungsfaktor k ergibt sich
schlieBlich 1C;, also der optimale GefdBinnenumfang. Daneben ist eine aktive
Kontraktionskurve (griin) dargestellt, die ihr Maximum bei IC; hat.

2.9 Standardversuchsprotokoll

Nach dem Erreichen der optimalen Vorspannung durch den Prozess der
Normalisierung wurde die Praparationslosung durch die Arbeitslosung ausgetauscht.
Zur Vitalitatskontrolle schloss sich das Standardversuchsprotokoll (Tab. 5) an, welches
vor jedem Versuchsprotokoll obligat durchzuflihren war. Dabei wurde zunachst Mx in
der Konzentration 10> M in die mit Arbeitslosung gefiiliten Messkammern gegeben
und 5 min inkubiert. Um die vollstandige Entfernung des Endothels zu Uberprifen,
erfolgte danach die zusatzliche Applikation von Acetylcholin in der Konzentration von
10-° M, wobei eine Vasodilatation auf noch vorhandenes Endothel hinwies. Nach dem
Feststellen eines stabilen Kontraktionsniveaus wurden drei Waschschritte
(Inkubationszeit jeweils 5 min) mit der Arbeitsldosung durchgefiihrt, wobei der erste
Waschschritt einen dreimaligen Austausch der Arbeitslosung beinhaltete. Wurde die
Grundlinie nach den drei Waschvorgangen nicht erreicht, konnten weitere
Waschschritte erfolgen. Im nachsten Schritt erfolgte die Inkubation einer modifizierten
kaliumreichen Arbeitslosung, die nach 5 min mit der Arbeitslosung ausgewaschen
wurde. Durch diese Prozeduren gelang eine gegebenenfalls nétige Revitalisierung der
Gefallsegmente.
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Tab. 5: Standardversuchsprotokoll

Dargestellt ist das Standardversuchsprotokoll. Bei den angegebenen Konzentrationen handelt
es sich um die Konzentrationen der Substanzen in den Messkammern. In Bezug auf die
modifizierte kaliumreiche Arbeitslbsung wurde ein Volumen von 5 ml in den Messkammern
inkubiert.

Inkubationszeit Kammer 1 \ Kammer 2 \ Kammer 3 \ Kammer 4

5 min Mx 10° M
5 min Acetylcholin 10°M

3 x5 min Waschschritt mit der Arbeitslésung
5 min KCI 120 mM

3 x5 min Waschschritt mit der Arbeitsldsung
5 min Mx 10° M

3 x5 min Waschschritt mit der Arbeitslésung
10 min H20

3 min je Erste Konzentrations-Wirkungs-Beziehung

Konzentrationsschritt (Mx 1)

2.10 Versuchsprotokolle

Die Bestimmung der maximalen Kontraktionsfahigkeit (Fmax) des untersuchten
GefalRsegmentes erfolgte initial durch die Applikation von Mx in der Konzentration
10° M. Damit war es moglich, die spater erhobenen Werte der Konzentrations-
Wirkungs-Beziehungen mit Fmax in Relation zu setzen. Nach dem Auswaschen und
der Inkubation mit H20 schloss sich die erste Konzentrations-Wirkungs-Beziehung (Mx
1) an (Tab. 5). Dazu wurden aufsteigende Mx-Konzentrationen von 108 M bis 104 M
in halblogarithmischen Schritten fir jeweils 3 min in die Messkammern gegeben. Die
beschriebene Verdunnungsreihe der Konzentrations-Wirkungs-Beziehung wurde
zuvor aus einer Stammldsung (10# M) mit Aqua dest. hergestellt. Die einzelnen
Pipettierschritte mit den korrespondierenden Mx-Konzentrationen sind in Tab. 6
dargestellt.

Tab. 6: Aufsteigende Konzentrationen von Mx (Konzentrations-Wirkungs-Beziehung)

Pipettierschritt (Inkubationszeit je Konzentration von Mx in den
Konzentrationsschritt 3 min) Messkammern
Mx 108 M
Mx 3 x 108 M
Mx 107 M
Mx3x 107 M
Mx 108 M
Mx3x10°M
Mx 10° M
Mx3x10°M
Mx 10 M

OONOA|R|WIN| =~

Im Anschluss an Mx 1 wurde der Effekt von verschiedenen Kaliumkanal-Inhibitoren
auf die Mx-induzierte Vasokonstriktion untersucht. Durch einen Vergleich der
Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen mit und ohne Zugabe der Wirksubstanzen war
es moglich, auf den Effekt der jeweiligen Kaliumkanal-Inhibitoren zu schlieRen. Dabei
wurden stets eine Substanz A und eine Substanz B sowohl getrennt als auch in
Kombination untersucht. Bei den applizierten Substanzen handelte es sich um
einzelne  Wirkstoffe oder Wirkstoffkombinationen. Die Substanzen der
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Wirkstoffkombinationen wurden stets zeitgleich inkubiert. Die in der vorliegenden
Arbeit verwendeten Substanzen sind in Tab. 3 dargestellt. In allen Versuchsserien der
vorliegenden Arbeit war eine der applizierten Substanzen der TASK-1-Kanal-Inhibitor
AVE1231. AVE1231 wurde entweder in den aufsteigenden Konzentrationen 107 M
und 10-% M oder ausschlieRlich in der Konzentration 106 M inkubiert. Wurde AVE1231
in zwei unterschiedlichen Konzentrationen appliziert, war die Konzentration der
anderen Substanz konstant. Bei gleichbleibender Konzentration von AVE1231 wurde
entsprechend die andere Substanz in ihrer Konzentration verandert. Das
Versuchsprotokoll 1 mit AVE1231 als Substanz A und IBTX als Substanz B wird im
Folgenden dargestellt (Tab. 7). In Tab. 8 werden samtliche Versuchsprotokolle der
vorliegenden Arbeit aufgefuhrt.

Tab. 7: Versuchsprotokoll 1 mit AVE1231 als Substanz A und IBTX als Substanz B

DMSO: Dimethylsulfoxid (L6sungsmittel)
H>O: Wasser (Lésungsmittel)
Mx 2-4: 2.-4. Konzentrations-Wirkungs-Beziehung von Mx

Dargestellt ist das Versuchsprotokoll 1 mit AVE1231 als Substanz A und IBTX als Substanz
B. In diesem Protokoll wurde AVE1231 in aufsteigenden Konzentrationen inkubiert. Die
Konzentration von IBTX blieb konstant. Wurde Substanz A inkubiert, erfolgte in den (ibrigen
Kammern die Inkubation des Lésungsmittels von Substanz A. Wurde Substanz B inkubiert,
erfolgte entsprechend in den librigen Kammern die Inkubation des Ldsungsmittels von
Substanz B. Die Auswaschphasen sind zur besseren Ubersicht nicht dargestellt.

Versuchsprotokoll 1
Inkubationszeit Kammer 1 Kammer 2 Kammer 3 Kammer 4
(Kontrolle) (AVE1231) (IBTX) (IBTX + AVE1231)

10 min DMSO DMSO DMSO DMSO
10 min H-O H>0 IBTX 107 M IBTX 107 M
3 min je Mx 2

Konzentrationsschritt
10 min DMSO AVE1231 107 M DMSO AVE1231 107 M
10 min H-0 H>0 IBTX 107 M IBTX 107 M
3 min je Mx 3

Konzentrationsschritt
10 min DMSO AVE1231 10 M DMSO AVE1231 10 M
10 min H-0 H>0 IBTX 107 M IBTX 107 M
3 min je Mx 4

Konzentrationsschritt

Tab. 8: Versuchsprotokolle

Versuchsprotokoll 1
Inkubationszeit Kammer 1 Kammer 2 Kammer 3 Kammer 4

10 min DMSO DMSO DMSO DMSO
10 min H20 H20 IBTX 107 M IBTX 107 M
3 min je Mx 2

Konzentrationsschritt
10 min DMSO AVE1231 107 M DMSO AVE1231 107 M
10 min H20 H20 IBTX 107 M IBTX 107 M
3 min je Mx 3

Konzentrationsschritt
10 min DMSO AVE1231 10 M DMSO AVE1231 10 M
10 min H20 H20 IBTX 107 M IBTX 107 M
3 min je Mx 4

Konzentrationsschritt
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Versuchsprotokoll 2

Inkubationszeit Kammer 1 Kammer 2 Kammer 3 Kammer 4
10 min DMSO DMSO DMSO DMSO
10 min H-O H-O H>0O H>0O
3 min je Mx 2
Konzentrationsschritt
10 min DMSO AVE1231 107 M DMSO AVE1231 107 M
10 min H20 H20 XE991 3x 10 M XE991 3 x 106 M
3 min je Mx 3
Konzentrationsschritt
10 min DMSO AVE1231 10 M DMSO AVE1231 10 M
10 min H20 H20 XE991 3x 10 M XE991 3 x 106 M
3 min je Mx 4
Konzentrationsschritt
Versuchsprotokoll 3
Inkubationszeit Kammer 1 Kammer 2 Kammer 3 Kammer 4
10 min DMSO DMSO DMSO DMSO
10 min H20 H20 IBTX 107 M IBTX 107 M
XE991 3 x 106 M XE991 3 x 106 M
3 min je Mx 2
Konzentrationsschritt
10 min H20 H20 IBTX 107 M IBTX 107 M
XE991 3 x 106 M XE991 3 x 106 M
10 min DMSO AVE1231 107 M DMSO AVE1231 107 M
3 min je Mx 3
Konzentrationsschritt
10 min H20 H20 IBTX 107 M IBTX 107 M
XE991 3 x 10° M XE991 3 x 106 M
10 min DMSO AVE1231 10 M DMSO AVE1231 10 M
3 min je Mx 4
Konzentrationsschritt
Versuchsprotokoll 4
Inkubationszeit Kammer 1 Kammer 2 Kammer 3 Kammer 4
10 min H-0 H-0 H>O H>O
10 min DMSO DMSO DPO-110% M DPO-1 10 M
3 min je Mx 2
Konzentrationsschritt
10 min DMSO AVE1231 10 M DMSO AVE1231 10 M
10 min DMSO DMSO DPO-110°% M DPO-1 10 M
3 min je Mx 3
Konzentrationsschritt
10 min DMSO AVE1231 10 M DMSO AVE1231 10 M
10 min DMSO DMSO DPO-13x 10 M DPO-13x 106 M
3 min je Mx 4
Konzentrationsschritt
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Versuchsprotokoll 5

Inkubationszeit Kammer 1 Kammer 2 Kammer 3 Kammer 4
10 min H-O H-O H>0O H>0O
10 min DMSO DMSO DPO-110°M DPO-1 105 M
3 min je Mx 2
Konzentrationsschritt
10 min DMSO AVE1231 10 M DMSO AVE1231 10 M
10 min DMSO DMSO DPO-110°M DPO-1 105 M
3 min je Mx 3
Konzentrationsschritt
Versuchsprotokoll 6
Inkubationszeit Kammer 1 Kammer 2 Kammer 3 Kammer 4
10 min H-O H-0 H-O H-O
10 min DMSO DMSO Psora-4 106 M Psora-4 106 M
3 min je Mx 2
Konzentrationsschritt
10 min DMSO AVE1231 10 M DMSO AVE1231 10 M
10 min DMSO DMSO Psora-4 106 M Psora-4 106 M
3 min je Mx 3
Konzentrationsschritt
10 min DMSO AVE1231 10 M DMSO AVE1231 10 M
10 min DMSO DMSO Psora-4 3x 10 M | Psora-4 3 x 10° M
3 min je Mx 4
Konzentrationsschritt
Versuchsprotokoll 7
Inkubationszeit Kammer 1 Kammer 2 Kammer 3 Kammer 4
10 min H-0 H-0 H>O H>O
10 min DMSO DMSO PAP-1 106 M PAP-1 106 M
3 min je Mx 2
Konzentrationsschritt
10 min DMSO AVE1231 10 M DMSO AVE1231 10 M
10 min DMSO DMSO PAP-1 106 M PAP-1 106 M
3 min je Mx 3
Konzentrationsschritt
10 min DMSO AVE1231 10 M DMSO AVE1231 10 M
10 min DMSO DMSO PAP-1 3 x 10 M PAP-1 3 x 10 M
3 min je Mx 4
Konzentrationsschritt
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Versuchsprotokoll 8
Inkubationszeit Kammer 1 Kammer 2 Kammer 3 Kammer 4
10 min DMSO DMSO DMSO DMSO
10 min DMSO DMSO IBTX 107 M IBTX 107 M
STX 107 M STX 107 M
DPO-110% M DPO-1 10 M
3 min je Mx 2
Konzentrationsschritt
10 min DMSO DMSO IBTX 107 M IBTX 107 M
STX 107 M STX 107 M
DPO-110% M DPO-1 10 M
10 min DMSO AVE1231 107 M DMSO AVE1231 107 M
3 min je Mx 3
Konzentrationsschritt
10 min DMSO DMSO IBTX 107 M IBTX 107 M
STX 107 M STX 107 M
DPO-110% M DPO-1 10 M
10 min DMSO AVE1231 10 M DMSO AVE1231 10 M
3 min je Mx 4
Konzentrationsschritt

2.11 Auswertung und Statistik

Die Datensatze der durch PowerLab/LabChart aufgezeichneten Konzentrations-
Wirkungs-Beziehungen wurden zunachst in das Tabellenkalkulationsprogramm
Microsoft Excel Ubertragen. Dort erfolgte die Berechnung der Mittelwerte mit den
dazugehdrigen Standardabweichungen und deren graphische Visualisierung. Die
statistische Auswertung wurde mit dem Programm GraphPad Prism durchgefthrt. In
diesem Zusammenhang erfolgte eine zweifaktorielle Varianzanalyse mit
Messwiederholung (ANOVA) sowie die Berechnung der Flache unter der Kurve (AUC)
mit nachfolgendem zweiseitigen t-Test flr unabhangige Stichproben. Alle Daten
wurden als Mittelwert und Standardfehler des Mittelwertes (SEM, standard error of the
mean) ausgegeben; bei n handelte es sich um die Anzahl der biologischen Replikate
(Anzahl der untersuchten Ratten). Das festgelegte Signifikanzniveau lag bei einem a-
Wert von 0,05.
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3 ERGEBNISSE

Fur die Untersuchung der kontraktilen Funktion der Arteria saphena der Ratte wurde
der a1-adrenerge Rezeptoragonist Methoxamin (Mx) verwendet. Mx induzierte in allen
Gefallsegmenten eine konzentrationsabhangige Erhéhung der Wandspannung. Die
funktionelle Rolle des TASK-1-Kanals im Kontext Mx-induzierter Kontraktionen wurde
mit Hilfe des TASK-1-Kanal-Inhibitors AVE1231 (Putzke et al., 2007b) untersucht. Es
wurden unterschiedliche Konzentrationen von AVE1231 verwendet, um die
Konzentrationsabhangigkeit seines Effekts zu untersuchen. In Abhangigkeit von der
Versuchsreihe erfolgte die Blockade von weiteren Kaliumkanalen durch ihre
spezifischen Blockersubstanzen.

3.1 Die funktionelle Rolle des TASK-1-Kanals nach Blockade von BKca-Kanalen

AVE1231 in einer Konzentration von 107 M beeinflusste die Mx-induzierte Kontraktion
nicht (Abb. 6 A). Die Blockade der BKca-Kanale mittels IBTX (Galvez et al., 1990; Ma
et al., 2020; Zhang et al., 2021) verstarkte die Mx-induzierte Kontraktion (Abb. 6 A).
Auch in Anwesenheit von IBTX verstarkte AVE1231 die Mx-induzierte Kontraktion
nicht (Abb. 6 A). IBTX induzierte somit keinen Effekt von AVE1231 in der Konzentration
10" M (Abb. 6 B). IBTX verstarkte die Mx-induzierte Kontraktion auch in Anwesenheit
von AVE1231 (Abb. 6 A). AVE1231 vergrolierte den Effekt von IBTX nicht (Abb. 6 C).
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Abb. 6: Effekt von IBTX und AVE1231 auf Mx-induzierte Kontraktionen der Arteria
saphena

A) Mx-induzierte Kontraktionen in Abwesenheit aller Substanzen (Kontrolle), in Anwesenheit
von AVE1231 (AVE1231 107 M), in Anwesenheit von IBTX (IBTX 107 M) und in Anwesenheit
der Kombination von IBTX und AVE1231 (IBTX + AVE1231).

(zweifaktorielle ANOVA mit Messwiederholung; n=8; * : p<0,05)

B) Kontraktiler Effekt von AVE1231 (AVE1231 107 M) in Abwesenheit (Kontrolle) und
Anwesenheit von IBTX (IBTX 107 M).

(zweiseitiger t-Test flir unabhéngige Stichproben; n=8)

C) Kontraktiler Effekt von IBTX (IBTX 107 M) in Abwesenheit (Kontrolle) und Anwesenheit von
AVE1231 (AVE1231 107 M).

(zweiseitiger t-Test flir unabhéngige Stichproben; n=8)
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AVE1231 in einer Konzentration von 10-® M beeinflusste die Mx-induzierte Kontraktion
ebenfalls nicht (Abb. 7 A). Die Blockade der BKca-Kanale mittels IBTX verstarkte die
Mx-induzierte Kontraktion (Abb. 7 A). In Anwesenheit von IBTX verstarkte AVE1231
die Mx-induzierte Kontraktion (Abb. 7 A). IBTX induzierte somit einen Effekt von
AVE1231 in der Konzentration 10¢ M (Abb. 7 B). IBTX verstarkte die Mx-induzierte
Kontraktion auch in Anwesenheit von AVE1231 (Abb. 7 A). AVE1231 vergroRerte den
Effekt von IBTX (Abb. 7 C).
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Abb. 7: Effekt von IBTX und AVE1231 auf Mx-induzierte Kontraktionen der Arteria

saphena

A) Mx-induzierte Kontraktionen in Abwesenheit aller Substanzen (Kontrolle), in Anwesenheit
von AVE1231 (AVE1231 10° M), in Anwesenheit von IBTX (IBTX 107 M) und in Anwesenheit
der Kombination von IBTX und AVE1231 (IBTX + AVE1231).

(zweifaktorielle ANOVA mit Messwiederholung; n=8; * : p<0,05)

B) Kontraktiler Effekt von AVE1231 (AVE1231 10° M) in Abwesenheit (Kontrolle) und
Anwesenheit von IBTX (IBTX 107 M).

(zweiseitiger t-Test flir unabhéngige Stichproben; n=8; * : p<0,05)

C) Kontraktiler Effekt von IBTX (IBTX 107 M) in Abwesenheit (Kontrolle) und Anwesenheit von
AVE1231 (AVE1231 10° M).

(zweiseitiger t-Test flir unabhéngige Stichproben; n=8; * : p<0,05)

3.2 Die funktionelle Rolle des TASK-1-Kanals nach Blockade von Ky7-Kanalen

AVE1231 in einer Konzentration von 107 M beeinflusste die Mx-induzierte Kontraktion
nicht (Abb. 8 A). Die Blockade der K,7-Kanale mittels XE991 (Ma et al., 2020; Tsvetkov
et al., 2016; Zhang et al., 2021) verstarkte die Mx-induzierte Kontraktion (Abb. 8 A).
Auch in Anwesenheit von XE991 verstarkte AVE1231 die Mx-induzierte Kontraktion
nicht (Abb. 8 A). XE991 induzierte einen Effekt von AVE1231 in der Konzentration
10" M (Abb. 8 B). XE991 verstarkte die Mx-induzierte Kontraktion auch in Anwesenheit
von AVE1231 (Abb. 8 A). AVE1231 vergroRerte den Effekt von XE991 nicht (Abb. 8
C).
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Abb. 8: Effekt von XE991 und AVE1231 auf Mx-induzierte Kontraktionen der Arteria
saphena

A) Mx-induzierte Kontraktionen in Abwesenheit aller Substanzen (Kontrolle), in Anwesenheit
von AVE1231 (AVE1231 107 M), in Anwesenheit von XE991 (XE991 3*10° M) und in
Anwesenheit der Kombination von XE991 und AVE1231 (XE991 + AVE1231).

(zweifaktorielle ANOVA mit Messwiederholung; n=8; * : p<0,05)

B) Kontraktiler Effekt von AVE1231 (AVE1231 107 M) in Abwesenheit (Kontrolle) und
Anwesenheit von XE991 (XE991 3*10° M).

(zweiseitiger t-Test flir unabhdngige Stichproben; n=8; * : p<0,05)

C) Kontraktiler Effekt von XE991 (XE991 3*10° M) in Abwesenheit (Kontrolle) und
Anwesenheit von AVE1231 (AVE1231 107 M).

(zweiseitiger t-Test flir unabhéngige Stichproben; n=8)

AVE1231 in einer Konzentration von 10-® M beeinflusste die Mx-induzierte Kontraktion
ebenfalls nicht (Abb. 9 A). Die Blockade der K\7-Kanale mittels XEQ91 verstarkte die
Mx-induzierte Kontraktion (Abb. 9 A). In Anwesenheit von XE991 verstarkte AVE1231
die Mx-induzierte Kontraktion (Abb. 9 A). XE991 induzierte somit einen Effekt von
AVE1231 in der Konzentration 10° M (Abb. 9 B). XE991 verstarkte die Mx-induzierte
Kontraktion auch in Anwesenheit von AVE1231 (Abb. 9 A). AVE1231 vergrolRerte den
Effekt von XE991 (Abb. 9 C).
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Abb. 9: Effekt von XE991 und AVE1231 auf Mx-induzierte Kontraktionen der Arteria
saphena

A) Mx-induzierte Kontraktionen in Abwesenheit aller Substanzen (Kontrolle), in Anwesenheit
von AVE1231 (AVE1231 10° M), in Anwesenheit von XE991 (XE991 3*10° M) und in
Anwesenheit der Kombination von XE991 und AVE1231 (XE991 + AVE1231).

(zweifaktorielle ANOVA mit Messwiederholung; n=8; * : p<0,05)

B) Kontraktiler Effekt von AVE1231 (AVE1231 10° M) in Abwesenheit (Kontrolle) und
Anwesenheit von XE991 (XE991 3*10° M).

(zweiseitiger t-Test flir unabhdngige Stichproben; n=8; * : p<0,05)

C) Kontraktiler Effekt von XE991 (XE991 3*10° M) in Abwesenheit (Kontrolle) und
Anwesenheit von AVE1231 (AVE1231 10° M).

(zweiseitiger t-Test flir unabhéngige Stichproben; n=8; * : p<0,05)

3.3 Die funktionelle Rolle des TASK-1-Kanals nach Blockade von BKca- und Ky7-
Kanalen

Bei Mx-Konzentrationen ab circa 3*10-” M wurde in Anwesenheit der Kombination von
IBTX und XE991 eine fast maximale Kontraktion beobachtet (Abb. 10 A). Unter diesen
Bedingungen wurde eine mogliche weitere Kontraktion durch AVE1231 nicht zu
beobachten sein. Deshalb wurde die Analyse auf den Bereich geringerer
Kontraktionen bei niedrigen Mx-Konzentrationen beschrankt (grau hinterlegter
Bereich).

AVE1231 in einer Konzentration von 107 M beeinflusste die Mx-induzierte Kontraktion
nicht (Abb. 10 A). Die Blockade der BKca- und Kv7-Kanale mittels der Kombination von
IBTX und XE991 verstarkte die Mx-induzierte Kontraktion sehr stark (Abb. 10 A). Auch
in Anwesenheit der Kombination von IBTX und XE991 verstarkte AVE1231 die Mx-
induzierte Kontraktion nicht (Abb. 10 A). Die Kombination von IBTX und XE991
induzierte somit keinen Effekt von AVE1231 in der Konzentration 10 M (Abb. 10 B).
Die Kombination von IBTX und XE991 verstarkte die Mx-induzierte Kontraktion auch
in Anwesenheit von AVE1231 (Abb. 10 A). AVE1231 vergroRerte den Effekt der
Kombination von IBTX und XE991 nicht (Abb. 10 C).
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Abb. 10: Effekt der Kombination von IBTX / XE991 und AVE1231 auf Mx-induzierte
Kontraktionen der Arteria saphena

A) Mx-induzierte Kontraktionen in Abwesenheit aller Substanzen (Kontrolle), in Anwesenheit
von AVE1231 (AVE1231 107 M), in Anwesenheit der Kombination von IBTX / XE991 (IBTX
107 M/ XE991 3*10° M) und in Anwesenheit der Kombination von IBTX/XE991 und AVE1231
(IBTX/XE991 + AVE1231).

(zweifaktorielle ANOVA mit Messwiederholung; n=11; *: p<0,05; beschrénkt auf Daten im grau
hinterlegten Bereich)

B) Kontraktiler Effekt von AVE1231 (AVE1231 107 M) in Abwesenheit (Kontrolle) und
Anwesenheit der Kombination von IBTX / XE991 (IBTX 107 M/ XE991 3*10° M).
(zweiseitiger t-Test flir unabhéngige Stichproben; n=11; beschrénkt auf Daten im grau
hinterlegten Bereich)

C) Kontraktiler Effekt der Kombination von IBTX / XE991 (IBTX 107 M / XE991 3*10° M) in
Abwesenheit (Kontrolle) und Anwesenheit von AVE1231 (AVE1231 107 M).

(zweiseitiger t-Test flir unabhéngige Stichproben; n=11; beschrénkt auf Daten im grau
hinterlegten Bereich)

AVE1231 in einer Konzentration von 10-® M beeinflusste die Mx-induzierte Kontraktion
(Abb. 11 A). Die Blockade der BKca- und Ky7-Kanale mittels der Kombination von IBTX
und XE991 verstarkte die Mx-induzierte Kontraktion sehr stark (Abb. 11 A). In
Anwesenheit der Kombination von IBTX und XE991 verstarkte AVE1231 die Mx-
induzierte Kontraktion ebenfalls (Abb. 11 A). Die Kombination von IBTX und XE991
vergroRerte somit den Effekt von AVE1231 in der Konzentration 10¢ M (Abb. 11 B).
Die Kombination von IBTX und XE991 verstarkte die Mx-induzierte Kontraktion auch
in Anwesenheit von AVE1231 (Abb. 11 A). AVE1231 vergroRerte den Effekt der
Kombination von IBTX und XE991 nicht (Abb. 11 C).
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Abb. 11: Effekt der Kombination von IBTX / XE991 und AVE1231 auf Mx-induzierte
Kontraktionen der Arteria saphena

A) Mx-induzierte Kontraktionen in Abwesenheit aller Substanzen (Kontrolle), in Anwesenheit
von AVE1231 (AVE1231 10° M), in Anwesenheit der Kombination von IBTX / XE991 (IBTX
107 M/ XE991 3*10° M) und in Anwesenheit der Kombination von IBTX/XE991 und AVE1231
(IBTX/XE991 + AVE1231).

(zweifaktorielle ANOVA mit Messwiederholung; n=11; *: p<0,05; beschrénkt auf Daten im grau
hinterlegten Bereich)

B) Kontraktiler Effekt von AVE1231 (AVE1231 10° M) in Abwesenheit (Kontrolle) und
Anwesenheit der Kombination von IBTX / XE991 (IBTX 107 M/ XE991 3*10° M).
(zweiseitiger t-Test fiir unabhédngige Stichproben; n=11; * : p<0,05; beschrénkt auf Daten im
grau hinterlegten Bereich)

C) Kontraktiler Effekt der Kombination von IBTX / XE991 (IBTX 107 M / XE991 3*10° M) in
Abwesenheit (Kontrolle) und Anwesenheit von AVE1231 (AVE1231 10° M).

(zweiseitiger t-Test flir unabhéngige Stichproben; n=11; beschrénkt auf Daten im grau
hinterlegten Bereich)

3.4 Die funktionelle Rolle des TASK-1-Kanals nach Blockade von Kv1.5-Kanalen

3.4.1 Die funktionelle Rolle des TASK-1-Kanals nach Blockade von Ky1.5-Kanéalen
durch DPO-1

AVE1231 in einer Konzentration von 10-® M beeinflusste die Mx-induzierte Kontraktion
nicht (Abb. 12 A). Die Blockade der Ky1.5-Kanale mittels DPO-1 (Tsvetkov et al., 2016;
Zhang et al., 2021) in der Konzentration 10® M verstarkte die Mx-induzierte
Kontraktion nicht (Abb. 12 A). Auch in Anwesenheit von DPO-1 verstarkte AVE1231
die Mx-induzierte Kontraktion nicht (Abb. 12 A). DPO-1 induzierte somit keinen Effekt
von AVE1231 in der Konzentration 10 M (Abb. 12 B). DPO-1 verstarkte die Mx-
induzierte Kontraktion in Anwesenheit von AVE1231 (Abb. 12 A). AVE1231
beeinflusste den Effekt von DPO-1 nicht (Abb. 12 C).
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Abb. 12: Effekt von DPO-1 und AVE1231 auf Mx-induzierte Kontraktionen der Arteria
saphena

A) Mx-induzierte Kontraktionen in Abwesenheit aller Substanzen (Kontrolle), in Anwesenheit
von AVE1231 (AVE1231 10° M), in Anwesenheit von DPO-1 (DPO-1 10° M) und in
Anwesenheit der Kombination von DPO-1 und AVE1231 (DPO-1 + AVE1231).
(zweifaktorielle ANOVA mit Messwiederholung; n=6; * : p<0,05)

B) Kontraktiler Effekt von AVE1231 (AVE1231 10° M) in Abwesenheit (Kontrolle) und
Anwesenheit von DPO-1 (DPO-1 10° M).

(zweiseitiger t-Test flir unabhéngige Stichproben; n=6)

C) Kontraktiler Effekt von DPO-1 (DPO-1 10° M) in Abwesenheit (Kontrolle) und Anwesenheit
von AVE1231 (AVE1231 10° M).

(zweiseitiger t-Test flir unabhéngige Stichproben; n=6)

AVE1231 in einer Konzentration von 10-® M beeinflusste die Mx-induzierte Kontraktion
nicht (Abb. 13 A). Die Blockade der Kv1.5-Kanale mittels DPO-1 in der Konzentration
3*10% M verstarkte die Mx-induzierte Kontraktion nicht (Abb. 13 A). Auch in
Anwesenheit von DPO-1 verstarkte AVE1231 die Mx-induzierte Kontraktion nicht
(Abb. 13 A). DPO-1 induzierte somit keinen Effekt von AVE1231 in der Konzentration
10 M (Abb. 13 B). DPO-1 verstarkte die Mx-induzierte Kontraktion in Anwesenheit
von AVE1231 (Abb. 13 A). AVE1231 beeinflusste den Effekt von DPO-1 nicht (Abb.
13 C).
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Abb. 13: Effekt von DPO-1 und AVE1231 auf Mx-induzierte Kontraktionen der Arteria
saphena

A) Mx-induzierte Kontraktionen in Abwesenheit aller Substanzen (Kontrolle), in Anwesenheit
von AVE1231 (AVE1231 10° M), in Anwesenheit von DPO-1 (DPO-1 3*10° M) und in
Anwesenheit der Kombination von DPO-1 und AVE1231 (DPO-1 + AVE1231).
(zweifaktorielle ANOVA mit Messwiederholung; n=10; * : p<0,05)

B) Kontraktiler Effekt von AVE1231 (AVE1231 10° M) in Abwesenheit (Kontrolle) und
Anwesenheit von DPO-1 (DPO-1 3*10° M).

(zweiseitiger t-Test flir unabhéngige Stichproben; n=10)

C) Kontraktiler Effekt von DPO-1 (DPO-1 3*10° M) in Abwesenheit (Kontrolle) und
Anwesenheit von AVE1231 (AVE1231 10° M).

(zweiseitiger t-Test flir unabhéngige Stichproben; n=10)

AVE1231 in einer Konzentration von 10-® M beeinflusste die Mx-induzierte Kontraktion
nicht (Abb. 14 A). Die Blockade der Kv1.5-Kanale mittels DPO-1 in der Konzentration
10 M verstarkte die Mx-induzierte Kontraktion (Abb. 14 A). Auch in Anwesenheit von
DPO-1 verstarkte AVE1231 die Mx-induzierte Kontraktion nicht (Abb. 14 A). DPO-1
induzierte einen Effekt von AVE1231 in der Konzentration 106 M (Abb. 14 B). DPO-1
verstarkte die Mx-induzierte Kontraktion auch in Anwesenheit von AVE1231 (Abb. 14
A). AVE1231 vergroRerte den Effekt von DPO-1 nicht (Abb. 14 C).
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Abb. 14: Effekt von DPO-1 und AVE1231 auf Mx-induzierte Kontraktionen der Arteria
saphena

A) Mx-induzierte Kontraktionen in Abwesenheit aller Substanzen (Kontrolle), in Anwesenheit
von AVE1231 (AVE1231 10° M), in Anwesenheit von DPO-1 (DPO-1 10° M) und in
Anwesenheit der Kombination von DPO-1 und AVE1231 (DPO-1 + AVE1231).
(zweifaktorielle ANOVA mit Messwiederholung; n=9; * : p<0,05)

B) Kontraktiler Effekt von AVE1231 (AVE1231 10° M) in Abwesenheit (Kontrolle) und
Anwesenheit von DPO-1 (DPO-1 10° M).

(zweiseitiger t-Test flir unabhédngige Stichproben; n=9; * : p<0,05)

C) Kontraktiler Effekt von DPO-1 (DPO-1 10° M) in Abwesenheit (Kontrolle) und Anwesenheit
von AVE1231 (AVE1231 10° M).

(zweiseitiger t-Test flir unabhéngige Stichproben; n=9)

3.4.2 Die funktionelle Rolle des TASK-1-Kanals nach Blockade von Ky1.5-Kanalen
durch Psora-4

AVE1231 in einer Konzentration von 10-® M beeinflusste die Mx-induzierte Kontraktion
nicht (Abb. 15 A). Die Blockade der Kv1.5-Kanale mittels Psora-4 (Kidd, Bulley and
Jaggar, 2017; Tobin et al., 2009) in der Konzentration 106 M verstarkte die Mx-
induzierte Kontraktion (Abb. 15 A). Auch in Anwesenheit von Psora-4 verstarkte
AVE1231 die Mx-induzierte Kontraktion nicht (Abb. 15 A). Psora-4 induzierte somit
keinen Effekt von AVE1231 in der Konzentration 10-® M (Abb. 15 B). Psora-4 verstarkte
die Mx-induzierte Kontraktion auch in Anwesenheit von AVE1231 (Abb. 15 A).
AVE1231 vergroRerte den Effekt von Psora-4 nicht (Abb. 15 C).
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Abb. 15: Effekt von Psora-4 und AVE1231 auf Mx-induzierte Kontraktionen der Arteria
saphena

A) Mx-induzierte Kontraktionen in Abwesenheit aller Substanzen (Kontrolle), in Anwesenheit
von AVE1231 (AVE1231 10° M), in Anwesenheit von Psora-4 (Psora-4 10° M) und in
Anwesenheit der Kombination von Psora-4 und AVE1231 (Psora-4 + AVE1231).
(zweifaktorielle ANOVA mit Messwiederholung; n=8; * : p<0,05)

B) Kontraktiler Effekt von AVE1231 (AVE1231 10° M) in Abwesenheit (Kontrolle) und
Anwesenheit von Psora-4 (Psora-4 10° M).

(zweiseitiger t-Test fiir unabhéngige Stichproben; n=8)

C) Kontraktiler Effekt von Psora-4 (Psora-4 10° M) in Abwesenheit (Kontrolle) und
Anwesenheit von AVE1231 (AVE1231 10° M).

(zweiseitiger t-Test flir unabhéngige Stichproben; n=8)

AVE1231 in einer Konzentration von 10-® M beeinflusste die Mx-induzierte Kontraktion
nicht (Abb. 16 A). Die Blockade der Kv1.5-Kanale mittels Psora-4 in der Konzentration
3*10% M verstarkte die Mx-induzierte Kontraktion (Abb. 16 A). Auch in Anwesenheit
von Psora-4 verstarkte AVE1231 die Mx-induzierte Kontraktion nicht (Abb. 16 A).
Psora-4 induzierte somit keinen Effekt von AVE1231 in der Konzentration 10-¢ M (Abb.
16 B). Psora-4 verstarkte die Mx-induzierte Kontraktion auch in Anwesenheit von
AVE1231 (Abb. 16 A). AVE1231 vergroRerte den Effekt von Psora-4 nicht (Abb. 16 C).
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Abb. 16: Effekt von Psora-4 und AVE1231 auf Mx-induzierte Kontraktionen der Arteria
saphena

A) Mx-induzierte Kontraktionen in Abwesenheit aller Substanzen (Kontrolle), in Anwesenheit
von AVE1231 (AVE1231 10° M), in Anwesenheit von Psora-4 (Psora-4 3*10° M) und in
Anwesenheit der Kombination von Psora-4 und AVE1231 (Psora-4 + AVE1231).
(zweifaktorielle ANOVA mit Messwiederholung; n=8; * : p<0,05)

B) Kontraktiler Effekt von AVE1231 (AVE1231 10° M) in Abwesenheit (Kontrolle) und
Anwesenheit von Psora-4 (Psora-4 3*10° M).

(zweiseitiger t-Test flir unabhéngige Stichproben; n=8)

C) Kontraktiler Effekt von Psora-4 (Psora-4 3*10° M) in Abwesenheit (Kontrolle) und
Anwesenheit von AVE1231 (AVE1231 10° M).

(zweiseitiger t-Test flir unabhéngige Stichproben; n=8)

3.4.3 Die funktionelle Rolle des TASK-1-Kanals nach Blockade von Ky1.5-Kanalen
durch PAP-1

AVE1231 in einer Konzentration von 10-® M beeinflusste die Mx-induzierte Kontraktion
nicht (Abb. 17 A). Die Blockade der Kv1.5-Kanale mittels PAP-1 (Schmitz et al., 2005)
in der Konzentration 10-® M verstarkte die Mx-induzierte Kontraktion (Abb. 17 A). Auch
in Anwesenheit von PAP-1 verstarkte AVE1231 die Mx-induzierte Kontraktion nicht
(Abb. 17 A). PAP-1 induzierte einen Effekt von AVE1231 in der Konzentration 106 M
(Abb. 17 B). PAP-1 verstarkte die Mx-induzierte Kontraktion auch in Anwesenheit von
AVE1231 (Abb. 17 A). AVE1231 vergroRerte den Effekt von PAP-1 (Abb. 17 C).
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Abb. 17: Effekt von PAP-1 und AVE1231 auf Mx-induzierte Kontraktionen der Arteria
saphena

A) Mx-induzierte Kontraktionen in Abwesenheit aller Substanzen (Kontrolle), in Anwesenheit
von AVE1231 (AVE1231 10° M), in Anwesenheit von PAP-1 (PAP-1 10° M) und in
Anwesenheit der Kombination von PAP-1 und AVE1231 (PAP-1 + AVE1231).

(zweifaktorielle ANOVA mit Messwiederholung; n=6; * : p<0,05)

B) Kontraktiler Effekt von AVE1231 (AVE1231 10° M) in Abwesenheit (Kontrolle) und
Anwesenheit von PAP-1 (PAP-1 10° M).

(zweiseitiger t-Test flir unabhdngige Stichproben; n=6; * : p<0,05)

C) Kontraktiler Effekt von PAP-1 (PAP-1 10° M) in Abwesenheit (Kontrolle) und Anwesenheit
von AVE1231 (AVE1231 10° M).

(zweiseitiger t-Test flir unabhéngige Stichproben; n=6; * : p<0,05)

AVE1231 in einer Konzentration von 10-® M beeinflusste die Mx-induzierte Kontraktion
nicht (Abb. 18 A). Die Blockade der Kv1.5-Kanale mittels PAP-1 in der Konzentration
3*10% M verstarkte die Mx-induzierte Kontraktion (Abb. 18 A). In Anwesenheit von
PAP-1 verstarkte AVE1231 die Mx-induzierte Kontraktion (Abb. 18 A). PAP-1
induzierte somit einen Effekt von AVE1231 in der Konzentration 106 M (Abb. 18 B).
PAP-1 verstarkte die Mx-induzierte Kontraktion auch in Anwesenheit von AVE1231
(Abb. 18 A). AVE1231 vergrolierte den Effekt von PAP-1 (Abb. 18 C).
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Abb. 18: Effekt von PAP-1 und AVE1231 auf Mx-induzierte Kontraktionen der Arteria
saphena

A) Mx-induzierte Kontraktionen in Abwesenheit aller Substanzen (Kontrolle), in Anwesenheit
von AVE1231 (AVE1231 10° M), in Anwesenheit von PAP-1 (PAP-1 3*10° M) und in
Anwesenheit der Kombination von PAP-1 und AVE1231 (PAP-1 + AVE1231).

(zweifaktorielle ANOVA mit Messwiederholung; n=6; * : p<0,05)

B) Kontraktiler Effekt von AVE1231 (AVE1231 10° M) in Abwesenheit (Kontrolle) und
Anwesenheit von PAP-1 (PAP-1 3*10° M).

(zweiseitiger t-Test flir unabhdngige Stichproben; n=6; * : p<0,05)

C) Kontraktiler Effekt von PAP-1 (PAP-1 3*10°° M) in Abwesenheit (Kontrolle) und Anwesenheit
von AVE1231 (AVE1231 10° M).

(zweiseitiger t-Test flir unabhéngige Stichproben; n=6; * : p<0,05)

3.5 Die funktionelle Rolle des TASK-1-Kanals nach Blockade von BKca-, Kv2.1- und
Kv1.5-Kanalen

AVE1231 in einer Konzentration von 10" M beeinflusste die Mx-induzierte Kontraktion
nicht (Abb. 19 A). Die Blockade der BKca-, Kv2.1- und Kv1.5-Kanale mittels der
Kombination von IBTX, STX (Hristov et al., 2012; Zhang et al., 2021) und DPO-1
verstarkte die Mx-induzierte Kontraktion stark (Abb. 19 A). Auch in Anwesenheit der
Kombination von IBTX, STX und DPO-1 verstarkte AVE1231 die Mx-induzierte
Kontraktion nicht (Abb. 19 A). Die Kombination von IBTX, STX und DPO-1 induzierte
somit keinen Effekt von AVE1231 in der Konzentration 10 M (Abb. 19 B). Die
Kombination von IBTX, STX und DPO-1 verstarkte die Mx-induzierte Kontraktion auch
in Anwesenheit von AVE1231 (Abb. 19 A). AVE1231 vergroRerte den Effekt der
Kombination von IBTX, STX und DPO-1 nicht (Abb. 19 C).
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Abb. 19: Effekt der Kombination von IBTX / STX / DPO-1 und AVE1231 auf Mx-
induzierte Kontraktionen der Arteria saphena

A) Mx-induzierte Kontraktionen in Abwesenheit aller Substanzen (Kontrolle), in Anwesenheit
von AVE1231 (AVE1231 107 M), in Anwesenheit der Kombination von IBTX / STX / DPO-1
(IBTX 107 M/ STX 107 M / DPO-1 10° M) und in Anwesenheit der Kombination von IBTX /
STX/DPO-1 und AVE1231 (IBTX/ STX/DPO-1 + AVE1231).

(zweifaktorielle ANOVA mit Messwiederholung; n=7; * : p<0,05)

B) Kontraktiler Effekt von AVE1231 (AVE1231 107 M) in Abwesenheit (Kontrolle) und
Amévesenheit der Kombination von IBTX / STX/DPO-1 (IBTX 107 M/ STX 107 M/ DPO-1
10°M).

(zweiseitiger t-Test fiir unabhéngige Stichproben; n=7)

C) Kontraktiler Effekt der Kombination von IBTX / STX / DPO-1 (IBTX 107 M/ STX 107 M /
DPO-1 10° M) in Abwesenheit (Kontrolle) und Anwesenheit von AVE1231 (AVE1231 107 M).
(zweiseitiger t-Test flir unabhéngige Stichproben; n=7)

AVE1231 in einer Konzentration von 10-® M beeinflusste die Mx-induzierte Kontraktion
ebenfalls nicht (Abb. 20 A). Die Blockade der BKca-, Kv2.1- und Kv1.5-Kanale mittels
der Kombination von IBTX, STX und DPO-1 verstarkte die Mx-induzierte Kontraktion
stark (Abb. 20 A). In Anwesenheit der Kombination von IBTX, STX und DPO-1
verstarkte AVE1231 die Mx-induzierte Kontraktion (Abb. 20 A). Die Kombination von
IBTX, STX und DPO-1 induzierte somit einen Effekt von AVE1231 in der Konzentration
10 M (Abb. 20 B). Die Kombination von IBTX, STX und DPO-1 verstarkte die Mx-
induzierte Kontraktion auch in Anwesenheit von AVE1231 (Abb. 20 A). AVE1231
vergrofRerte den Effekt der Kombination von IBTX, STX und DPO-1 (Abb. 20 C).
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Abb. 20: Effekt der Kombination von IBTX / STX / DPO-1 und AVE1231 auf Mx-
induzierte Kontraktionen der Arteria saphena

A) Mx-induzierte Kontraktionen in Abwesenheit aller Substanzen (Kontrolle), in Anwesenheit
von AVE1231 (AVE1231 10° M), in Anwesenheit der Kombination von IBTX / STX / DPO-1
(IBTX 107 M/ STX 107 M / DPO-1 10° M) und in Anwesenheit der Kombination von IBTX /
STX/DPO-1 und AVE1231 (IBTX/ STX/DPO-1 + AVE1231).

(zweifaktorielle ANOVA mit Messwiederholung; n=7; * : p<0,05)

B) Kontraktiler Effekt von AVE1231 (AVE1231 10° M) in Abwesenheit (Kontrolle) und
Amévesenheit der Kombination von IBTX / STX/DPO-1 (IBTX 107 M/ STX 107 M/ DPO-1
10°M).

(zweiseitiger t-Test flir unabhédngige Stichproben; n=7; * : p<0,05)

C) Kontraktiler Effekt der Kombination von IBTX / STX / DPO-1 (IBTX 107 M/ STX 107 M /
DPO-1 10° M) in Abwesenheit (Kontrolle) und Anwesenheit von AVE1231 (AVE1231 10° M).
(zweiseitiger t-Test flir unabhédngige Stichproben; n=7; * : p<0,05)
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4 DISKUSSION

4.1 Der kontraktile Effekt des TASK-1-Kanal-Inhibitors AVE1231

In der vorliegenden Arbeit wurde die funktionelle Rolle des TASK-1-Kanals in
GefalRsegmenten der Arteria saphena von adulten Ratten mit dem selektiven TASK-
1-Kanal-Inhibitor AVE1231 (Putzke et al., 2007b) untersucht. Obwohl AVE1231 (A293)
zunachst als Kv1.5-Kanal-Inhibitor betrachtet wurde (Wirth et al., 2007), konnte in einer
spater publizierten Arbeit eine circa 43-fach selektivere Wirkung auf den TASK-1-
Kanal festgestellt werden. Die mittlere inhibitorische Konzentration (ICso) von
AVE1231 auf in Xenopus Oozyten exprimierte humane TASK-1-Kanale lag in der
beschriebenen Studie bei circa 0,2 yM (Kiper et al., 2015). Zur Untersuchung eines
potentiell dosisabhangigen Effekts wurde in der vorliegenden Arbeit AVE1231 in den
Konzentrationen 107 M und 10® M appliziert. Vergleichbare Konzentrationen von
AVE1231 wurden bereits in anderen Arbeiten zur Untersuchung des TASK-1-Kanals
sowohl in pulmonalarteriellen glatten Muskelzellen (Antigny et al., 2016) als auch in
Gefallsegmenten der Arteria saphena der Ratte verwendet (Shvetsova et al., 2020;
Shvetsova et al., 2022).

Die Hypothese der vorliegenden Arbeit, dass TASK-1-Kanale systemischer Arterien
adulter Ratten die Kontraktilitat dieser Arterien unter der Bedingung der Blockade von
dominant wirkenden Kaliumkanalen mitbestimmen, liegt in Erkenntnissen kurzlich
publizierter Studien begriindet, in denen eine funktionelle Interaktion zwischen
verschiedenen exprimierten Kaliumkanalen beschrieben wurde (Ma et al., 2020;
Mondéjar-Parrefio et al., 2020; Zavaritskaya et al., 2020). Der Begriff der funktionellen
Interaktion beschreibt in diesem Kontext, dass sich Kaliumkanale abhangig von ihrem
aktuellen Aktivitatsniveau in ihrer funktionellen Rolle wechselseitig beeinflussen
konnen. So konnte etwa gezeigt werden, dass die Blockade von BKca-Kanalen in
Gefallsegmenten der Arteria saphena eine verstarkte funktionelle Rolle der ebenfalls
exprimierten Ky7-Kanale induzierte und umgekehrt (Ma et al., 2020). Aus dieser
Beobachtung lasst sich ableiten, dass die funktionelle Rolle eines Kanals mit geringem
Einfluss auf die Regulation des Vasotonus (z. B. des TASK-1-Kanals) durch einen
dominant wirkenden Kanal mit hoher Aktivitat (z. B. des BKca-Kanals) maskiert werden
kénnte. Auf die Mechanismen und theoretischen Uberlegungen, die diesem
Phanomen zugrunde liegen, wird in den folgenden Textpassagen naher eingegangen.

Fur die Formulierung der Hypothese der vorliegenden Arbeit ist aulerdem eine
kurzlich publizierte Studie von Shvetsova et al. von Bedeutung. In genannter Studie
wurde von Kkeiner funktionellen Rolle des TASK-1-Kanals in der negativen
Feedbackregulation der Agonisten-induzierten Vasokonstriktion der Arteria saphena
von adulten Ratten ausgegangen. Diese Annahme bezog sich allerdings auf
Versuchsreihen mit einer isolierten Blockade der TASK-1-Kanale durch AVE1231
ohne eine zusatzliche Blockade weiterer Kaliumkanale (Shvetsova et al., 2020;
Shvetsova et al., 2022).

Unter Berucksichtigung der bestehenden Literatur bleibt es somit unklar, ob TASK-1-
Kanale Uberhaupt keine funktionelle Rolle bei der Regulation des Vasotonus der
Arteria saphena von adulten Ratten spielen oder ob ihre Funktion lediglich durch
dominant wirkende Kaliumkanale maskiert wird.
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Deshalb wurde in der vorliegenden Arbeit der kontraktile Effekt von AVE1231 auf Mx-
induzierte GefalRkontraktionen sowohl in Abwesenheit als auch in Anwesenheit von
weiteren Kaliumkanal-Inhibitoren untersucht. Die systematische Blockade weiterer
Kaliumkanale zusatzlich zur Blockade der TASK-1-Kanale durch AVE1231 diente im
Kontext der vorliegenden Arbeit einer potentiellen Demaskierung bzw. Verstarkung der
funktionellen Rolle des TASK-1-Kanals in Gefalisegmenten der Arteria saphena von
adulten Ratten.

Bei funktioneller Verfugbarkeit aller Kaliumkanale beeinflusste AVE1231 in der
Konzentration 10 M die Mx-induzierten Kontraktionen nicht. Auch durch die isolierte
Applikation von AVE1231 in der Konzentration 10 M konnte, abgesehen von der
Versuchsreihe zur Untersuchung der funktionellen Rolle des TASK-1-Kanals nach
Blockade von BKca- und Kv7-Kanalen, kein kontraktiler Effekt nachgewiesen werden.
In der beschriebenen Versuchsreihe induzierte die gleichzeitige Blockade der BKca-
Kanale durch IBTX und der Kv7-Kanale durch XE991 bereits bei Mx-Konzentrationen
von 3 x 107 M ein fast maximales Kontraktionsniveau, sodass es nicht mehr moglich
gewesen ware, eine weitere Kontraktionssteigerung durch die zusatzliche Gabe von
AVE1231 zu beobachten. Daher wurde die Datenanalyse dieser Messreihe auf einen
Bereich niedriger Mx-Konzentrationen von 108 M bis 10”7 M beschrankt (siehe Kapitel
3.3). In Bezug auf den beobachteten kontraktilen Effekt von AVE1231 bei funktioneller
Verfugbarkeit aller Kaliumkanale dieser Versuchsreihe gilt es also zu berucksichtigen,
dass dieser ebenfalls unter der Bedingung der Eingrenzung der Messwerte auf einen
Bereich niedriger Mx-Konzentrationen zwischen 108 M und 10" M beschrankt war,
weshalb keine allgemeingultige Aussage Uber den Bereich der gesamten Kontraktilitat
getroffen werden kann. Bei einer Ubertragung der Messwerteingrenzung auf die
restlichen Versuchsreihen konnte der kontraktile Effekt von AVE1231 in der
Konzentration 10° M bei funktioneller Verflgbarkeit aller Kaliumkanale in zwei
weiteren Versuchsserien bestatigt werden (die Kurzanalysen der anderen
Versuchsreihen sind in der vorliegenden Arbeit nicht enthalten). Dadurch kann ein
Artefakt als Ursache fir den kontraktilen Effekt von AVE1231 in der Konzentration
10 M mit hoher Wahrscheinlichkeit ausgeschlossen werden. Offensichtlich ist der
Effekt von AVE1231 in der Konzentration 108 M aber so klein, dass bei der fiur die
sonstigen Aussagen der vorliegenden Arbeit angemessenen Stichprobengrof3e in
Abhangigkeit leicht unterschiedlicher Versuchsbedingungen in einem Fall ein Effekt
statistisch nachgewiesen werden konnte und in einem anderen Fall nicht. Diesem
Befund wurde nicht weiter nachgegangen, da dieser kleine Effekt von AVE1231 fur
den Kontraktionszustand der Gefalde ohne eine funktionelle Relevanz ist.

Aus den erhobenen Daten ergeben sich zwei mogliche Erklarungsansatze. Zum einen
kénnte der TASK-1-Kanal in den untersuchten Gefalen nicht vorkommen. Dies
erscheint allerdings unwahrscheinlich, da die Expression des TASK-1-Kanals in der
Arteria saphena von adulten Ratten bereits in einer vorangegangenen Studie von
Shvetsova et al. nachgewiesen werden konnte (Shvetsova et al., 2020). Zudem konnte
im Kontext der Kurzanalysen ein kontraktiler Effekt von AVE1231 in der Konzentration
10® M dokumentiert werden, auch wenn dieser nur auf den Bereich niedriger Mx-
Konzentrationen beschrankt war. Ein weiterer Erklarungsansatz besteht darin, dass
die funktionelle Rolle der TASK-1-Kanale durch dominant wirkende Kaliumkanale
lediglich maskiert wird. Solche dominanten Kaliumkanale verschieben das
Membranpotential in gedffnetem Zustand in Richtung des Gleichgewichtspotentials
von Kalium. Ist das Membranpotential nahe dem Gleichgewichtspotential von Kalium,
dann ist der Kaliumfluss bzw. die treibende Kraft fur die Kaliumionen Uber die
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Zellmembran gering. Kommt es zur Blockade eines Kaliumkanals, der nur wenig zur
Gesamtmembranleitfahigkeit beitragt (z. B. des TASK-1-Kanals), dann kénnte dadurch
seine funktionelle Rolle maskiert werden. Gegensatzlich dazu wirde die Blockade von
dominant wirkenden Kaliumkanalen zu einer Depolarisation und einer konsekutiven
Entfernung des Membranpotentials vom Gleichgewichtspotential von Kalium fuhren.
Dadurch wirde der elektrochemische Gradient der Kaliumionen zunehmen und auch
die Blockade eines nicht dominanten Kaliumkanals (z. B. des TASK-1-Kanals) konnte
dann zu einer nachweisbaren Wirkung dieses Kanals fuhren (Coleman, Tare and
Parkington, 2017; Ma et al., 2020; Zavaritskaya et al., 2020).

4.2 Die funktionelle Rolle des TASK-1-Kanals nach Blockade von BKca-Kanalen

Die Blockade der BKca-Kanale durch IBTX (Galvez et al., 1990) fuhrte zu einer
Verstarkung der Mx-induzierten Kontraktionen. Bei IBTX handelt es sich um einen
selektiven Inhibitor des BKca-Kanals mit einem ICso-Wert von 1,7 nM (Tykocki,
Boerman and Jackson, 2017). Um eine vollstandige und gleichzeitig selektive
Kanalblockade zu gewahrleisten, wurde IBTX in der Konzentration 107 M verwendet.
Somit bestatigt die vorliegende Arbeit die antikontraktile Funktion der BKca-Kanale in
der negativen Feedbackregulation der Druck- und Agonisten-induzierten
Vasokonstriktion. Die Ergebnisse der vorliegenden Studie stehen damit im Einklang
mit bereits existierender Literatur (Brayden and Nelson, 1992; Ma et al., 2020; Nelson
and Quayle, 1995; Shvetsova et al., 2019; Tykocki, Boerman and Jackson, 2017).

In Anwesenheit von IBTX verstarkte AVE1231 in der Konzentration 10¢ M die Mx-
induzierten Kontraktionen. Somit konnte nach Blockade der BKca-Kanale durch IBTX
ein kontraktiler Effekt des TASK-1-Kanal-Inhibitors AVE1231 nachgewiesen werden.
Die in der vorliegenden Arbeit erhobenen Daten zeigten damit eine funktionelle Rolle
des TASK-1-Kanals in der negativen Feedbackregulation der Agonisten-induzierten
Vasokonstriktion in GefalRsegmenten der Arteria saphena von adulten Ratten unter
der Bedingung der Blockade von BKca-Kanalen.

Zur Interpretation des kontraktilen Effekts von AVE1231 in der Konzentration 10 M in
Anwesenheit von IBTX ergeben sich zwei unterschiedliche Erklarungsansatze, wobei
die zugrundeliegenden Mechanismen nicht strikt voneinander zu trennen sind. Somit
kénnten diese auch gemeinsam zum beschriebenen Effekt von AVE1231 beigetragen
haben.

Zum einen konnte der kontraktile Effekt von AVE1231 in der Konzentration 106 M
durch eine Depolarisation des Membranpotentials infolge der Blockade der BKca-
Kanale durch IBTX und eine sich daraus ergebende spannungsabhangige Aktivierung
der TASK-1-Kanéle erklart werden. Diese Hypothese wird durch eine Arbeit von
Schewe et al. gestitzt, in der eine spannungsabhangige Aktivierung des TASK-1-
Kanals postuliert wurde (Schewe et al., 2016). Zum anderen koénnte der kontraktile
Effekt von AVE1231 in der Konzentration 10® M durch den verstarkten
elektrochemischen Gradienten der Kaliumionen im Rahmen der durch IBTX
induzierten Kanalblockade bedingt sein (siehe Kapitel 4.1). Die Blockade der BKca-
Kanale durch IBTX fuhrt dabei zundchst zu einer Depolarisation des
Membranpotentials. Dadurch entfernt sich das Membranpotential vom
Gleichgewichtspotential von Kalium mit resultierender Erhéhung der treibenden Kraft
der Kaliumionen Uber der Zellmembran. Kommt es nun zur Blockade eines
Kaliumkanals mit einem geringeren Beitrag zur Gesamtmembranleitfahigkeit, so kann
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es in der Folge zu einer Demaskierung bzw. Verstarkung seiner funktionellen Rolle
kommen (Coleman, Tare and Parkington, 2017; Ma et al., 2020; Mondéjar-Parreio et
al., 2020; Zavaritskaya et al., 2020). Diese beiden Prinzipien konnen ebenfalls zur
Interpretation der anderen Versuchsreihnen mit Blockade unterschiedlicher
Kaliumkanale herangezogen werden und werden in den folgenden Kapiteln zur
Vermeidung unnétiger Redundanz nicht mehr detailliert ausgefuhrt.

AuRerdem verstarkte die Anwesenheit von AVE1231 in der Konzentration 10° M den
kontraktilen Effekt von IBTX. Somit fuhrte die Blockade der TASK-1-Kanale durch
AVE1231 zu einer verstarkten funktionellen Rolle der BKca-Kanale. Konsekutiv konnte
eine wechselseitige funktionelle Interaktion der TASK-1- und BKca-Kanale
nachgewiesen werden.

Ein kontraktiler Effekt von AVE1231 in der Konzentration 107 M nach Blockade der
BKca-Kanale konnte dagegen nicht nachgewiesen werden. Diese Beobachtung kann
bei Berlcksichtigung des beschriebenen ICso-Wertes von AVE1231 mit einer
unzureichenden Blockade der TASK-1-Kanale durch AVE1231 in der Konzentration
10" M erklart werden.

4.3 Die funktionelle Rolle des TASK-1-Kanals nach Blockade von Ky7-Kanalen

Die Blockade der K\7-Kanale durch XE991 (Yeung and Greenwood, 2005) fuhrte zu
einer Verstarkung der Mx-induzierten Kontraktionen. Bei XE991 handelt es sich um
einen selektiven Inhibitor des K 7-Kanals mit einer pradominanten Wirkung auf den
Kv7.4-Subtyp. Der ICso-Wert fur den Ky7.4-Kanal betragt hierbei 5,5 yM (Sggaard et
al., 2001). Um eine maoglichst starke Blockade bei erhaltener Selektivitat zu erreichen,
wurde in der vorliegenden Studie XE991 in einer Konzentration von 3 x 10% M
verwendet (Ma et al., 2020; Shvetsova et al., 2019; Zavaritskaya et al., 2020). Somit
bestatigt die vorliegende Arbeit die antikontraktile Funktion der K.7-Kanale in der
negativen Feedbackregulation der Druck- und Agonisten-induzierten Vasokonstriktion.
Dies wird durch bestehende Literatur unterstutzt (Jackson, 2018; Ma et al., 2020;
Shvetsova et al., 2019; Tykocki, Boerman and Jackson, 2017).

In Anwesenheit von XE991 verstarkte sowohl AVE1231 in der Konzentration 107 M
als auch AVE1231 in der Konzentration 10¢ M die Mx-induzierten Kontraktionen.
Somit konnte nach Blockade der K\7-Kanale durch XE991 ein kontraktiler Effekt des
TASK-1-Kanal-Inhibitors AVE1231 nachgewiesen werden. Die erhobenen Daten
zeigten damit eine funktionelle Rolle des TASK-1-Kanals in der negativen
Feedbackregulation der Agonisten-induzierten Vasokonstriktion in Gefallsegmenten
der Arteria saphena von adulten Ratten unter der Bedingung der Blockade von K.7-
Kanalen. Der kontraktile Effekt von AVE1231 nach Blockade der Kv7-Kanale war
daruber hinaus in seiner Auspragung vergleichbar mit dem Effekt von AVE1231 nach
Blockade der BKca-Kanale. Die potentiellen funktionellen Mechanismen, die diesem
Verhalten zugrundeliegen, sind bereits in Kapitel 4.2 detailliert ausgefuhrt und kénnen
auf diese Versuchsreihe Ubertragen werden.

AuRerdem verstarkte die Anwesenheit von AVE1231 in der Konzentration 10 M den
kontraktilen Effekt von XE991. Somit fihrte die Blockade der TASK-1-Kanale durch
AVE1231 zu einer verstarkten funktionellen Rolle der K.7-Kanale, wodurch eine
wechselseitige funktionelle Interaktion der TASK-1- und K.7-Kanale nachgewiesen
werden konnte.

50



Diskussion

4.4 Die funktionelle Rolle des TASK-1-Kanals nach Blockade von BKca- und K.7-
Kanalen

Die gleichzeitige Blockade der BKca-Kanale durch IBTX und der K.7-Kanale durch
XE991 fuhrte sowohl zu einer starken Erhdéhung des basalen Vasotonus als auch zu
einer Verstarkung der Mx-induzierten Kontraktionen. Dabei wurden sowohl fur IBTX
als auch fur XE991 die gleichen Konzentrationen wie in den vorher beschriebenen
Versuchsreihen verwendet (siehe Kapitel 4.2 und 4.3). In Bezug auf den starken
kontraktilen Effekt der kombinierten Kanalblockade scheint es sich nicht um einen rein
additiven Effekt, sondern um eine funktionelle Interaktion bzw. wechselseitige
Verstarkung zu handeln. Diese Idee wurde in klrzlich publizierten Studien ausflhrlich
diskutiert (Coleman, Tare and Parkington, 2017; Ma et al., 2020; Zavaritskaya et al.,
2020).

Die Daten der vorliegenden Arbeit bestatigen konsekutiv die dominante funktionelle
Rolle der BKca-Kanale und der Ky7-Kanale in der negativen Feedbackregulation der
Druck- und Agonisten-induzierten Vasokonstriktion in Gefalisegmenten der Arteria
saphena von adulten Ratten. Diese Ergebnisse kbnnen durch bestehende Literatur
bestatigt werden (Ma et al., 2020; Nelson and Quayle, 1995; Tykocki, Boerman and
Jackson, 2017). Neben myographischen Messungen unterstreichen zudem
Expressionsanalysen das dominante Vorkommen der BKca-Kanale und der K.7-
Kanale in der Arteria saphena von adulten Ratten (Ma et al., 2020; Shvetsova et al.,
2019).

In Anwesenheit der Kombination von IBTX und XE991 fuhrte AVE1231 in der
Konzentration 10-® M zu einer zusatzlichen Verstarkung des basalen Vasotonus. Somit
konnte nach gleichzeitiger Blockade der BKca-Kanale durch IBTX und der Kv7-Kanale
durch XE991 ein kontraktiler Effekt des TASK-1-Kanal-Inhibitors AVE1231
nachgewiesen werden. Die in der vorliegenden Arbeit erhobenen Daten zeigten damit
eine funktionelle Rolle des TASK-1-Kanals in der negativen Feedbackregulation der
Agonisten-induzierten Vasokonstriktion in GefalRsegmenten der Arteria saphena von
adulten Ratten unter der Bedingung der kombinierten Blockade von BKca- und Kv7-
Kanalen. Im Kontext dieser Arbeit beschrankte sich dieser Effekt allerdings auf einen
Bereich niedriger Mx-Konzentrationen zwischen 108 M und 107 M, sodass eine
Aussage zur Wirkung von AVE1231 Uber die gesamte Kontraktilitat der untersuchten
Gefalle nicht getroffen werden kann. Hinsichtlich seiner Starke war der Effekt von
AVE1231 in der Konzentration 106 M bei kombinierter Kanalblockade deutlich geringer
als bei isolierter Blockade der BKca- oder Kv7-Kanale. Dieser Umstand und der Befund,
dass der Effekt auf den Bereich geringerer Mx-Konzentrationen beschrankt war,
kénnen durch das bereits submaximale Kontraktionsniveau bei gleichzeitiger Blockade
der BKca- und Kv7-Kanale erklart werden.

Ein kontraktiler Effekt von AVE1231 in der Konzentration 1077 M nach gleichzeitiger
Blockade der BKca- und Kv7-Kanale konnte dagegen nicht nachgewiesen werden.
Diese Beobachtung kann wie bereits in den anderen Versuchsreihen durch eine
unzureichende Blockade der TASK-1-Kanale erklart werden.
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4.5 Die funktionelle Rolle des TASK-1-Kanals nach Blockade von Kv1.5-Kanéalen

Die Blockade der Kv1.5-Kanale erfolgte durch die Kv1.5-Kanal-Inhibitoren DPO-1,
Psora-4 und PAP-1. Wahrend DPO-1 seine inhibitorische Wirkung auf Kv1.5-Kanale
im Bereich submikromolarer Konzentrationen entfaltet (Lagrutta et al., 2006), fihren
Psora-4 und PAP-1 bereits im nanomolaren Bereich zu einer suffizienten
Kanalblockade (Schmitz et al., 2005; Vennekamp et al., 2004). Werden Psora-4 oder
PAP-1 wie in der vorliegenden Arbeit in mikromolaren Konzentrationen appliziert,
kénnen sie auch unspezifische inhibitorische Effekte auf weitere exprimierte
Kaliumkanalklassen ausuben (Jackson, 2018; Tykocki, Boerman and Jackson, 2017).
Auf diese Effekte von Psora-4 und PAP-1 und ihren Einfluss auf den kontraktilen Effekt
des TASK-1-Kanal-Inhibitors AVE1231 wird in den Kapiteln 4.5.2 und 4.5.3 naher
eingegangen.

451 Kanalblockade durch DPO-1

Die Applikation des selektiven Kv1.5-Kanal-Inhibitors DPO-1 (Lagrutta et al., 2006;
Regan et al., 2006; Stump et al., 2005) fUhrte zu einer konzentrationsabhangigen
Verstarkung der Mx-induzierten Kontraktionen. In diesem Zusammenhang bezieht
sich der Begriff der konzentrationsabhangigen Verstarkung auf die aufsteigenden
Konzentrationen von DPO-1 in den drei unterschiedlichen Versuchsserien. Konkret
verwendeten wir DPO-1 in den Konzentrationsstufen 106 M, 3 x 10 M und 10° M.

DPO-1 zeigte sowohl in der niedrigsten verwendeten Konzentration von 10° M als
auch in der mittleren Konzentration von 3 x 10 M keinen kontraktilen Effekt auf die
Mx-induzierten Kontraktionen. Berlicksichtigt man den submikromolaren ICso-Wert von
DPO-1 (Lagrutta et al., 2006) und nimmt man konsekutiv eine fast vollstandige
Kanalblockade durch die von uns gewahlten deutlich hdheren Konzentrationen an
(Shvetsova et al., 2020), dann scheinen die Kv1.5-Kanale keine wesentliche
funktionelle Rolle in der negativen Feedbackregulation der Agonisten-induzierten
Vasokonstriktion in Gefallsegmenten der Arteria saphena von adulten Ratten zu
spielen. Die Resultate der vorliegenden Arbeit werden unterstutzt durch eine kurzlich
publizierte Studie von Tsvetkov et al., welche ebenfalls keinen kontraktilen Effekt von
DPO-1 in der Konzentration 106 M auf durch Phenylephrin bzw. Serotonin induzierte
Kontraktionen von Mesenterialarterien sowohl der Ratte als auch der Maus
nachweisen konnten. DarUber hinaus zeigten Tsvetkov et al., dass Mesenterialarterien
von KCNAS5-Knockout-Mausen keine verstarkten durch Phenylephrin induzierten
Kontraktionen im Vergleich zur Kontrolle aufwiesen. Konsekutiv folgerten Tsvetkov et
al., dass Kv1.5-Kanale keinen wesentlichen Einfluss auf den mesenterialen
Gefalltonus austben (Tsvetkov et al., 2016). Daruber hinaus zeigten kurzlich
erschienene Arbeiten von Shvetsova et al. ebenfalls keinen kontraktilen Effekt von
DPO-1 in der Konzentration 10® M auf die Arteria saphena von adulten Ratten,
wodurch die Ergebnisse der hier vorliegenden Arbeit bestatigt werden (Shvetsova et
al., 2020; Shvetsova et al., 2019).

Im Gegensatz zu DPO-1 in den Konzentrationen 10¢ M und 3 x 10 M fiihrte die
Applikation von DPO-1 in der Konzentration 10°° M zu einer Verstarkung der Mx-
induzierten Kontraktionen. Diese Beobachtung wird unterstitzt durch die bereits
erwahnte Studie von Tsvetkov et al., welche bei Verwendung von DPO-1 in der
Konzentration 10-° M eine Erhéhung des basalen Gefalttonus von Mesenterialarterien
der Maus nachweisen konnten. Des Weiteren zeigte sich die Wirkung von DPO-1 in
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der Konzentration 10° M unabhangig von einer genetischen Deletion des Ky1.5-
Kanals, weshalb eine unspezifische Wirkung von DPO-1 in dieser Konzentration
angenommen wurde (Tsvetkov et al., 2016). Unter Einbeziehung der zitierten Literatur
ergeben sich insofern zwei unterschiedliche Erklarungsansatze fur die Wirkung von
DPO-1 in der Konzentration 10° M. Zum einen kdnnte der konzentrationsabhangige
kontraktile Effekt von DPO-1 in einer zunehmenden Blockade der Ky1.5-Kanale
begrundet sein. Der von Lagrutta et al. beschriebene |Cso-Wert von DPO-1 fur humane
Kv1.5-Kanale liegt allerdings deutlich unter den in der vorliegenden Arbeit verwendeten
Konzentrationen. Dies widerspricht der Annahme einer konzentrationsabhangig
zunehmenden Blockade im verwendeten Konzentrationsbereich (Lagrutta et al., 2006;
Shvetsova et al., 2020). Zum anderen konnte der Effekt von DPO-1 insbesondere bei
héheren Konzentrationen durch eine zusatzliche unspezifische Wirkung auf andere
Kv-Kanale oder alternative Signalwege erklart werden (Tsvetkov et al., 2016). In
Ubereinstimmung mit der Studie von Tsvetkov et al. vermuteten auch Fancher et al.
weitere unspezifische Wirkungen von DPO-1 (Fancher et al., 2015). Bei
Berucksichtigung der dargelegten Literatur unterstutzt die vorliegende Arbeit die
Hypothese, dass die Wirkung von DPO-1 in der Konzentration 10> M wahrscheinlich
auf einer unspezifischen Wirkung abseits einer Kv1.5-Kanalblockade beruht.

Sowohl in Anwesenheit von DPO-1 in der Konzentration 10 M als auch in
Anwesenheit von DPO-1 in der Konzentration 3 x 10® M, den fiir Kv1.5-Kanale
selektiven Konzentrationen, verstarkte AVE1231 in der Konzentration 10 M die Mx-
induzierten Kontraktionen nicht. Somit konnte nach Blockade der Kv1.5-Kanale durch
DPO-1 kein kontraktiler Effekt des TASK-1-Kanal-Inhibitors AVE1231 nachgewiesen
werden. Die in der vorliegenden Arbeit erhobenen Daten zeigten damit keine
funktionelle Rolle des TASK-1-Kanals in der negativen Feedbackregulation der
Agonisten-induzierten Vasokonstriktion in GefalRsegmenten der Arteria saphena von
adulten Ratten unter der Bedingung der Blockade von Ky1.5-Kanalen. Es kann
angenommen werden, dass diese Beobachtung in der geringen Rolle fur die
Gesamtmembranleitfahigkeit bzw. der geringen funktionellen Rolle der Kv1.5-Kanale
im untersuchten Gefald begrindet ist. Daraus abgeleitet wirde die Blockade der Kv1.5-
Kanadle nur einen geringen Einfluss auf das Membranpotential und den
elektrochemischen Gradienten nehmen und konsekutiv die funktionelle Rolle der
TASK-1-Kanale nicht demaskieren. Darlber hinaus unterstitzt der fehlende
kontraktile Effekt von AVE1231 in der Konzentration 106 M in Anwesenheit von DPO-
1, in den fur Kv1.5-Kanale selektiven Konzentrationen, die geringe funktionelle Rolle
der Kv1.5-Kanale in den untersuchten Gefalen.

In Anwesenheit von DPO-1 in der Konzentration 10° M verstarkte AVE1231 in der
Konzentration 10® M die Mx-induzierten Kontraktionen. Somit konnte nach
Kanalblockade durch DPO-1 ein kontraktiler Effekt des TASK-1-Kanal-Inhibitors
AVE1231 nachgewiesen werden. Diese Beobachtung liegt wahrscheinlich in einer
zusétzlichen unselektiven Kanalblockade durch DPO-1 in der Konzentration 105 M
begrindet.

Daneben konnte in Anwesenheit von AVE1231 in der Konzentration 10€ M ein
kontraktiler Effekt von DPO-1 in den Konzentrationen 10 M und 3 x 106 M beobachtet
werden. Somit konnte nach Blockade der TASK-1-Kanale durch AVE1231 ein
kontraktiler Effekt von DPO-1 in den genannten Konzentrationen demaskiert werden.
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4.5.2 Kanalblockade durch Psora-4

In einem zweiten Versuchsansatz wurde der Kv1-Kanal-Inhibitor Psora-4 verwendet.
Bei dieser Substanz handelt es sich um ein Psoralenderivat mit einer hochselektiven
Wirkung auf Kv1.3- und Kv1.5-Kanale. Die mittleren effektiven Konzentrationen (ECso)
betragen 3 nM fur den Kv1.3-Kanal und 7,7 nM fur den Kv1.5-Kanal, sodass bei den in
der vorliegenden Arbeit verwendeten mikromolaren Konzentrationen eine vollstandige
Blockade dieser Kanale angenommen werden kann. Daruber hinaus inhibiert Psora-4
auch andere Kv1-Kanale, wie beispielsweise den Kv1.2-Kanal (ECso = 49 nM), und
weist bei der Verwendung mikromolarer Konzentrationen weitere unspezifische
Wirkungen auf andere Kaliumkanalklassen auf (Tykocki, Boerman and Jackson, 2017;
Vennekamp et al., 2004).

In der vorliegenden Arbeit verstéarkte sowohl Psora-4 in der Konzentration 106 M als
auch Psora-4 in der Konzentration 3 x 10¢ M die Mx-induzierten Kontraktionen. Unter
Einbeziehung der vorhandenen Literatur und der Daten anderer Forschungsprojekte
aus unserer Arbeitsgruppe ergeben sich mehrere magliche Erklarungsansatze.
Gemal den pharmakologischen Eigenschaften von Psora-4 konnte der beobachtete
kontraktile Effekt neben der Inhibition der Kv1.5-Kanale auch auf einer zusatzlichen
Blockade der Kv1.3-Kanale beruhen. Expressionsanalysen unserer Arbeitsgruppe
zeigten jedoch, dass in der Arteria saphena der Ratte Kv1-Kanale, mit Ausnahme des
Kv1.2- und Kv1.5-Subtyps, nur ein sehr geringes Vorkommen zeigen. Im Kontext der
vorliegenden Arbeit erscheint deshalb eine Wirkung von Psora-4 auf Kv1.3-Kanale
unwahrscheinlich. Dartber hinaus kdnnte der kontraktile Effekt von Psora-4 auf einer
verstarkten Blockade von Kv1.5-Kanalen beruhen. Diese Hypothese steht jedoch in
einem Widerspruch zu den Befunden der DPO-1-Versuchsreihe und zur Evidenz der
bestehenden Literatur (Lagrutta et al., 2006; Shvetsova et al., 2020; Shvetsova et al.,
2019). Deshalb liegt die Vermutung nahe, dass die Wirkung von Psora-4 auf einer
zusatzlichen Blockade von Ky1.2-Kanalen beruht. Diese zeigten in den erwahnten
Expressionsanalysen unserer Arbeitsgruppe eine vergleichbar starke Expression wie
Kv1.5-Kanale und werden durch Psora-4 in den verwendeten mikromolaren
Konzentration effektiv inhibiert (Vennekamp et al., 2004). DarUber hinaus ist auch eine
unspezifsche Blockade weiterer Kaliumkanale (z. B. des K.2.1-Kanals) denkbar
(Vennekamp et al., 2004).

In Anwesenheit von Psora-4, unabhangig von der verwendeten Konzentration,
verstarkte AVE1231 in der Konzentration 10¢ M die Mx-induzierten Kontraktionen
nicht. Somit konnte nach Kanalblockade durch Psora-4 kein kontraktiler Effekt des
TASK-1-Kanal-Inhibitors AVE1231 nachgewiesen werden. Die in der vorliegenden
Arbeit erhobenen Daten zeigten damit keine funktionelle Rolle des TASK-1-Kanals in
der negativen Feedbackregulation der Agonisten-induzierten Vasokonstriktion in
Gefallsegmenten der Arteria saphena von adulten Ratten unter der Bedingung einer
Kanalblockade durch Psora-4. Es kann angenommen werden, dass diese
Beobachtung durch die geringe Rolle fur die Gesamtmembranleitfahigkeit bzw. die
geringe funktionelle Rolle der durch Psora-4 (teil)blockierten Kanale bedingt ist. Diese
Schlussfolgerung wird durch das pharmakologische Wirkprofil von Psora-4 und von
entsprechenden ECso-Werten in der vorhandenen Literatur unterstitzt (Vennekamp et
al., 2004).

Fasst man die bisherigen Ergebnisse zusammen, so konnte weder durch die
Applikation von DPO-1, in den fiur Kv1.5-Kanale selektiven Konzentrationen, noch
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durch die Verwendung von Psora-4 eine funktionelle Rolle des TASK-1-Kanals
demaskiert werden. Es kann angenommen werden, dass dies in der geringen Rolle
fur die Gesamtmembranleitfahigkeit bzw. in der geringen funktionellen Rolle der
blockierten Kanale begrundet ist.

4.5.3 Kanalblockade durch PAP-1

Neben den Kanal-Inhibitoren DPO-1 und Psora-4 wurde in einem letzten
Versuchsansatz das Psoralenderivat PAP-1 verwendet. Dabei handelt es sich um
einen synthetisch hergestellten selektiven Ky1-Kanal-Inhibitor, dessen molekulare
Basis die Substanz Psora-4 darstellt. In Bezug auf Ky1-Kanadle zeigt dieses
Psoralenderivat eine hochgradige Selektivitat fir den Kyv1.3-Kanal mit einem ECso-
Wert von 2 nM. Im Vergleich dazu betragt der ECso-Wert fur den Kv1.5-Kanal lediglich
45 nM und fur den Kv1.2-Kanal 250 nM. Im Bereich mikromolarer Konzentrationen
verliert PAP-1 allerdings zunehmend seine Selektivitat fur Kv1-Kanale und inhibiert
dann auch andere spannungsabhangige Kaliumkanale (z. B. Kv2.1). Daneben zeigt
PAP-1 auch eine inhibitorische Wirkung auf BKca-Kanale mit einem ECso-Wert von
circa 2,5 yM (Schmitz et al., 2005).

In der vorliegenden Studie verstérkte sowohl PAP-1 in der Konzentration 10¢ M als
auch PAP-1 in der Konzentration 3 x 10-® M die Mx-induzierten Kontraktionen. Unter
der Annahme, dass Kv1-Kanale mit Ausnahme des Kv1.2- und Kv1.5-Subtyps in der
Arteria saphena der Ratte kaum exprimiert sind und Kv1.5-Kanale keine wesentliche
Rolle in der Regulation des Vasotonus dieser Gefal3e spielen, ergeben sich die im
Folgenden genannten Erklarungsansatze bezlglich des kontraktilen Effekts von PAP-
1.

Die Wirkung von PAP-1 in den Konzentrationen 10 M und 3 x 10 M kann neben der
Blockade der Kv1.2- und Kv1.5-Kanale am ehesten durch eine Inhibition weiterer
Kaliumkanale bei mikromolaren Konzentrationen von PAP-1 erklart werden.
Insbesondere eine zusatzliche (Teil-)Blockade der Kv2.1- (ECs0 = 3 uM) und der BKca-
Kanale (ECs0 = 2,5 yM) kdnnte zu diesem Effekt beigetragen haben. Darlber hinaus
konnte die erschwerte Losung von PAP-1 aus seiner Kanalbindung bei repetitiver
Applikation in unseren Versuchsprotokollen diesen Effekt mitbedingt haben (Schmitz
et al., 2005).

Sowohl in Anwesenheit von PAP-1 in der Konzentration 10€ M als auch in
Anwesenheit von PAP-1 in der Konzentration 3 x 10¢ M verstarkte AVE1231 in der
Konzentration 10® M die Mx-induzierten Kontraktionen. Konsekutiv konnte nach
Kanalblockade durch PAP-1 ein kontraktiler Effekt des TASK-1-Kanal-Inhibitors
AVE1231 nachgewiesen werden. Im Gegensatz dazu konnte dies bei Anwesenheit
der strukturell verwandten Substanz Psora-4, unabhangig von der verwendeten
Konzentration, nicht festgestellt werden (siehe Kapitel 4.5.2). Diese Beobachtung ist
moglicherweise durch eine funktionelle Interaktion der beteiligten Kaliumkanale
bedingt. Da PAP-1 (ECs0 = 2,5 uM) bereits in geringeren Konzentrationen zu einer
Inhibition der BKca-Kanale fuhren kann als Psora-4 (ECso = 5 yM), kdnnte der
beobachtete kontraktile Effekt von AVE1231 in Anwesenheit von PAP-1 unter anderem
durch eine PAP-1 bedingte (Teil-)Blockade der BKca-Kanale erklart werden. Zudem ist
fir PAP-1 ein ECso-Wert von 3 uM fur den Kv2.1-Kanal dokumentiert, wodurch der
kontraktile Effekt von AVE1231 bei Anwesenheit von PAP-1 mitbedingt sein konnte. In
diesem Zusammenhang ware die Blockade der BKca- und Kv2.1-Kanale durch PAP-1
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jedoch nur unvollstandig. Diese Annahme wird durch die ECso-Werte (Schmitz et al.,
2005) und die Ergebnisse der folgenden Versuchsreihe (siehe Kapitel 4.6) unterstitzt.

Bei Betrachtung der Versuchsserie des anschlieienden Kapitels (4.6) zeigte sich nach
der anzunehmenden vollstandigen Blockade der BKca-, Kv2.1- und Kv1.5-Kanale durch
IBTX, STX und DPO-1 ein deutlich hdheres Kontraktionsniveau als bei der isolierten
Applikation von PAP-1, weshalb eine komplette Blockade der Kv2.1- und BKca-Kanale
durch PAP-1 als unwahrscheinlich erscheint.

Da durch die mikromolare Applikation sowohl von PAP-1 als auch von Psora-4 eine
suffiziente Kanalblockade der Kv1.2- und Ky1.5-Kandle angenommen werden kann
und die Kanalblockade durch Psora-4 keinen kontraktilen Effekt von AVE1231
induzierte, liegt die Vermutung nahe, dass die kombinierte Blockade der Kv1.2- und
Kv1.5-Kanale nicht ausreichend ist um einen kontraktilen Effekt von AVE1231
hervorzurufen bzw. die funktionelle Rolle der TASK-1-Kanale zu demaskieren.

AuRerdem verstarkte die Anwesenheit von AVE1231 in der Konzentration 10 M den
kontraktilen Effekt von PAP-1. Somit fihrte die Blockade der TASK-1-Kanale durch
AVE1231 zu einer verstarkten funktionellen Rolle der durch PAP-1 blockierten Kanale.
Konsekutiv konnte also eine wechselseitige funktionelle Interaktion der TASK-1-
Kanale und der durch PAP-1 blockierten Kanale nachgewiesen werden.

4.6 Die funktionelle Rolle des TASK-1-Kanals nach Blockade von BKca-, Kv2.1- und
Kv1.5-Kanalen

Die gleichzeitige Blockade der BKca-Kanale durch IBTX, der Kv2.1-Kanale durch STX
(Escoubas et al., 2002) und der Kv1.5-Kanale durch DPO-1 filhrte sowohl zu einer
starken Erhdhung des basalen Vasotonus als auch zu einer Verstarkung der Mx-
induzierten Kontraktionen. Um eine moglichst vollstandige und gleichzeitig selektive
Kanalblockade zu gewahrleisten, wurden IBTX in der Konzentration 107 M, STX in der
Konzentration 10" M und DPO-1 in der Konzentration 10-° M verwendet. In Bezug auf
den Kv2.1-Kanal verfugt STX uber einen ICso-Wert von 12,7 nM (Escoubas et al.,
2002), sodass in der vorliegenden Arbeit eine suffiziente Kanalblockade durch STX
angenommen werden kann. Die inhibitorischen Charakteristika von IBTX und DPO-1
sind in den entsprechenden Kapiteln beschrieben (siehe Kapitel 4.2 und 4.5.1).

Der in der vorliegenden Arbeit beobachtete starke Einfluss der kombinierten
Kanalblockade auf den basalen Vasotonus und die Mx-induzierten Kontraktionen kann
durch ein funktionelles Zusammenspiel (Ma et al., 2020; Zavaritskaya et al., 2020)
zwischen den beteiligten lonenkanalen erklart werden (siehe Kapitel 4.4). Diese
Hypothese wird dadurch gestutzt, dass die isolierte Blockade der BKca-Kanale durch
IBTX (107 M) nur einen geringen (siehe Kapitel 4.2) und die isolierte Blockade der
Kv2.1-Kanéle durch STX (107 M) und der Ky1.5-Kanéle durch DPO-1 (106 M) keinen
Einfluss (Shvetsova et al., 2019) auf die Mx-induzierten Kontraktionen der Arteria
saphena von adulten Ratten hatte.

In Anwesenheit der Kombination von IBTX, STX und DPO-1 fihrte AVE1231 in der
Konzentration 10-® M zu einer zusatzlichen Verstarkung des basalen Vasotonus. Bei
einer gleichzeitigen Blockade der BKca-Kanale durch IBTX, der Kv2.1-Kanale durch
STX und der Kv1.5-Kanale durch DPO-1 konnte daher ein kontraktiler Effekt des
TASK-1-Kanal-Inhibitors AVE1231 nachgewiesen werden. Die in der vorliegenden
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Arbeit erhobenen Daten zeigten damit eine funktionelle Rolle des TASK-1-Kanals in
der negativen Feedbackregulation der Agonisten-induzierten Vasokonstriktion in
GefalRsegmenten der Arteria saphena von adulten Ratten unter der Bedingung der
kombinierten Blockade von BKca-, Kv2.1- und Kv1.5-Kanalen. Hinsichtlich seiner
Starke entsprach der Effekt von AVE1231 in der Konzentration 10 M in dieser
Versuchsreihe circa dem Effekt von AVE1231 in der Konzentration 10-® M bei isolierter
Blockade der BKca-Kanale durch IBTX oder isolierter Blockade der Kv7-Kanale durch
XE991.

Des Weiteren verstarkte die Anwesenheit von AVE1231 in der Konzentration 106 M
den kontraktilen Effekt der kombinierten Kanalblockade. Somit fuhrte die Blockade der
TASK-1-Kanale durch AVE1231 zu einer verstarkten funktionellen Rolle der durch
IBTX, STX und DPO-1 blockierten Kanale. Konsekutiv konnte auch eine
wechselseitige funktionelle Interaktion zwischen den in dieser Versuchsreihe
untersuchten Kanalen nachgewiesen werden.

Ein kontraktiler Effekt von AVE1231 in der Konzentration 107 M nach gleichzeitiger
Blockade der BKca-, Kv2.1- und Kv1.5-Kanale konnte dagegen nicht nachgewiesen
werden. Diese Beobachtung deckt sich mit den vorherigen Versuchsreihen und
verweist auf eine konzentrationsabhangige Wirkung von AVE1231.

4.7 Schlussfolgerung

Bei funktioneller Verfugbarkeit aller Kaliumkanale zeigte AVE1231 sowohl in der
Konzentration 10-" M als auch in der Konzentration 106 M keinen prokontraktilen Effekt
auf Mx-induzierte Kontraktionen von isolierten Gefaldisegmenten der Arteria saphena
adulter Ratten. Diese Aussage bezieht sich im Kontext der vorliegenden Arbeit auf den
kompletten Kontraktilitatsbereich von basaler bis maximaler Kontraktilitat der
untersuchten Gefalie.

Die systematische Blockade weiterer Kaliumkanale induzierte in Abhangigkeit von der
jeweiligen spezifischen Kanalblockade einen unterschiedlich stark ausgepragten
kontraktilen Effekt des TASK-1-Kanal-Inhibitors AVE1231. Dieser Effekt zeigte sich
allerdings nicht in allen Versuchsserien. Dies stutzt die Annahme, dass der Effekt von
AVE1231 von der Beteiligung an der Gesamtmembranleitfahigkeit bzw. von der
funktionellen Rolle der zusatzlich blockierten Kanale abhangt. So bewirkte die
Blockade der BKca-Kanale durch IBTX oder die Blockade der Kv7-Kanale durch XE991
einen starken kontraktilen Effekt von AVE1231, wahrend beispielsweise die Blockade
der Kv1.5-Kanale durch DPO-1, in den fur Kv1.5-Kanale selektiven Konzentrationen,
keine Wirkung von AVE1231 induzierte.

Zudem verstarkte die Anwesenheit von AVE1231 in der Konzentration 10 M bei den
meisten Versuchsreihen den kontraktilen Effekt der anderen Kanal-Inhibitoren. Somit
konnte eine wechselseitige Interaktion des TASK-1-Kanal-Inhibitors AVE1231 mit den
anderen applizierten Blockersubstanzen nachgewiesen werden.

Es ist also gelungen, die funktionelle Rolle der TASK-1-Kanale in Gefallsegmenten
der Arteria saphena von adulten Ratten unter der Bedingung der Blockade von
dominant wirkenden Kaliumkanalen zu demaskieren, wodurch die angenommene
Hypothese somit bestatigt werden konnte.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Die zentrale Funktion des Herzkreislaufsystems besteht in der Versorgung des
Organismus mit Nahrstoffen und Sauerstoff und im Abtransport von anfallendem
Kohlenstoffdioxid und Stoffwechselendprodukten. Durch die Regulation ihres
Kontraktionszustands bewirken arterielle Widerstandsgefalle eine Anpassung der
regionalen Durchblutung und stellen dadurch eine bedarfsgerechte Versorgung der
durch sie perfundierten Endorgane sicher. Die Kontraktilitat der beschriebenen Gefalle
resultiert wiederum aus dem aktuell bestehenden Membranpotential, welches
wesentlich vom Aktivitatszustand der exprimierten Kaliumkanalklassen abhangt. Zwei-
Porendomanen-Kaliumkanale bilden eine neuartige Kanalklasse mit einem nahezu
ubiquitdren Expressionsmuster und vielfaltigen Regulationsmechanismen. Die
Leitfahigkeit der Subgruppe der TASK-1-Kanale wird dabei vor allem durch den
extrazellularen pH-Wert und Anderungen des Sauerstoffpartialdrucks beeinflusst,
weshalb eine Involvierung in zahlreiche pathophysiologische Prozesse vermutet wird.
Wahrend zahlreiche wissenschaftliche Evidenz hinsichtlich der TASK-1-Kanéle und
dem pulmonalen Kreislauf existiert, bleibt ihre funktionelle Rolle in der systemischen
Zirkulation noch weitgehend unklar. In einer vorangegangenen Studie bewirkte die
Applikation des spezifischen TASK-1-Kanal-Inhibitors AVE1231 einen prokontraktilen
Effekt auf isolierte Gefallisegmente der Arteria saphena von 10 bis 15 Tage alten
Ratten. Adulte Ratten zeigten dagegen verminderte beziehungsweise ausbleibende
Reaktionen. Es konnte allerdings gezeigt werden, dass Kaliumkanale funktionell
interagieren und sich in ihrer Aktivitat wechselseitig beeinflussen kdnnen, sodass ein
dominant wirkender Kaliumkanal die Aktivitat eines anderen Kaliumkanals maskieren
konnte. Deshalb bleibt unklar, ob TASK-1-Kanale gar keine funktionelle Rolle in der
Regulation des Gefalstonus der Arteria saphena von adulten Ratten einnehmen oder
ob ihre Funktion lediglich durch die Aktivitat anderer Kaliumkanale maskiert wird. In
der vorliegenden Arbeit wurde diese Hypothese durch myographische Messungen der
Methoxamin-induzierten Kontraktionen von Gefaldisegmenten der Arteria saphena von
adulten Wistar-Kyoto Ratten untersucht. Im Rahmen dieser Messungen erfolgte stets
die Blockade der TASK-1-Kanale durch die spezifische Blockersubstanz AVE1231. In
Abhangigkeit von der durchgeflhrten Versuchsserie erfolgte dann zusatzlich die
Blockade weiterer einzelner Kaliumkanadle beziehungsweise eine kombinierte
Kanalblockade. Dabei demaskierte sich abhangig von der zusatzlich erwirkten
Kanalblockade ein unterschiedlich stark ausgepragter kontraktiler Effekt von
AVE1231. Es liegt die Vermutung nahe, dass diese Beobachtung auf die
unterschiedlichen Beitrage zur Gesamtmembranleitfahigkeit der zusatzlich blockierten
Kanale zurtckzufuhren ist. So flhrte etwa die zusatzliche Blockade von Kanalen mit
einem hoheren Beitrag zur Gesamtmembranleitfahigkeit, wie zum Beispiel der BKca-
Kanale oder der K.7-Kanale, zu einem starken kontraktilen Effekt von AVE1231,
wahrend die zusatzliche Blockade von Kanalen mit einem geringeren Beitrag zur
Gesamtmembranleitfahigkeit, wie zum Beispiel der Kv1.5-Kanéle, keine wesentliche
Wirkung induzierte. Zusammenfassend konnte also die Hypothese bestatigt werden,
dass TASK-1-Kanale in Abhangigkeit von der Blockade weiterer exprimierter
Kaliumkanale eine funktionelle Rolle in der Regulation des Gefaldtonus der Arteria
saphena von adulten Ratten einnehmen und ihre Funktion ohne die Blockade weiterer
Kaliumkanale somit lediglich maskiert wird.
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