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1 Einleitung

1.1 Autoregulation des Blutflusses

Bei der Regulation des Blutflusses einzelner Ordaoramt kleinen Arterien und Arteriolen
eine besondere Bedeutung zu. In vivo unterliegemmnnigfaltigen Einflissen, die auf den
GefalRdurchmesser wirken. Um den Blutfluss so zulegn, dass er dem Bedarf angepasst
ist, besitzen diese Gefal3e insbesondere lokalereguiatorische Mechanismen zu denen
unter anderem die metabolische Kontrolle und diegene Aktivitadt gehoren. Des Weiteren
verfugen diese Gefalie Uber systemische Kontrollaresimen wie z.B. einer Regulation des
Gefaltonus Uber den Sympathikus sowie Uber vaseaktbrmone.

Unter myogener Aktivitat versteht man ein Zusammexisvon basalem myogenen Tonus,
einer vasomotorischen Aktivitat und der myogeneak®en in Antwort auf Anderungen des
transmuralen Druckes. Letzterer spielt die grokibeRn der Regulation des Blutflusses und

dessen Anpassung an die standig stattfindendem¥emndngen des systemischen Blutdrucks.

1.2 Die myogene Reaktion

Von Bayliss im Jahre 1902 zum ersten Mal beschniglerstent man unter der myogenen
Reaktion eine Anderung des GefaRdurchmessers idngikeit vom transmuralen Druck.
Eine Erhéhung des transmuralen Drucks hat eine rekindon des Gefal3es zur Folge, eine
Verringerung des transmuralen Drucks fuhrt zu eiGefal3dilatation. Dieses dient der
Konstanthaltung der Perfusion des jeweils nachgdtsthn Versorgungsgebiets der
entsprechenden kleinen Arterien bzw. Arteriolen &z, 1902; Hill et al., 2006]. Als
Ausléser der myogenen Reaktion wird eine Erhéhueg Wandspannung angenommen
[Schubert und Mulvany, 1999]. Der genaue Wirkmedrans ist bis heute jedoch noch nicht
vollstandig geklart. An dieser Reaktion potenzuteiligte Strukturen, der dem transmuralen
Druck ausgesetzten Gefallwand lassen sich zun&chditei Gruppen gliedern: die glatte
GefaBmuskulatur, das Endothel und die freie Nemeigeingen in der Adventitia. Uber die
Rolle des Endothels liegen widersprichliche Ergedmivor. So zeigten einige Versuche
einen Einfluss des Endothels auf die myogene Raakéindere Versuche widerlegten dieses
jedoch. Nahere Betrachtungen zeigten, dass dieddetder Entfernung des Endothels einen
Einfluss auf die myogene Antwort besitzt. Entfemman dieses mit chemischen Substanzen



zeigt sich eine signifikante Verdnderung des myegeifonus. Bei einer vorsichtigen
mechanischen Entfernung kann dieser Einfluss jedadt hachgewiesen werden. Folglich
zeigten diese Untersuchungen, nach Einsatz addqiatdernungsmethoden, dass das
Endothel nicht an der Entwicklung der myogenen Realbeteiligt ist [Harder et al., 1989;
Meininger und Davis, 1992; Eskinder et al., 1990].

Um einen Einfluss der freien Nervenendigungen aeifAdisbildung der myogenen Reaktion
zu untersuchen, wurden diese mittels unterschieellicSubstanzen, wie z.B. einer
Kombination von Tetrodotoxin und Phentolamin odeodPanolol und Atropin funktionell
ausgeschaltet [Harder, 1984; Osol und Halpern, 1988 diesen Versuchen wurde kein
Unterschied in der Ausbildung der myogenen Realstgestellt, folglich spricht dies gegen
eine Beteiligung der freien Nervenendigungen amuagrgenen Reaktion.

Auf Grundlage der oben genannten Ergebnisse wirgermmmmen, dass die myogene
Reaktion ausschlief3lich von den Zellen der glairrskulatur entwickelt wird. Unterstitzt
wird diese Annahme durch eine Reihe beobachtetakti®@en der glatten Muskelzellen im
Rahmen der myogenen Reaktion, wie z.B. einer Mendajaolarisation, einem Anstieg der
intrazellularen Kalziumkonzentration und anderecddel Messenger [Schubert und Mulvany,
1999].

Das Ausmal’ der myogenen Reaktion eines Gefallashi&hgig von der Art des Gefalies, wie
z.B. kleinere Arterien, Arteriolen oder Venen undnvdem betrachteten Gefal3bett. Eine
weitere Komponente ist der Durchmesser des beetmrhGefalles. Sehr kleine bzw. grol3ere
Gefal3e zeigten eine eher maflige myogene Reaktiorengleich zu mittelweiten Gefalen.
Weiterhin zeigten einige Untersuchungen, dass els anterschiedliche myogene Reaktionen
innerhalb eines Gefallbettes bei ahnlichem GefaRohesser gab. Versuche mit
subendocardialen und subepicardialen Schweineamtezeigten eine schwache myogene
Reaktion in der subendocardialen, aber eine stajayene Antwort in den subepicardialen
Arterien [Kou et al., 1988, Schubert und Mulvan999].

1.3 Die glatte Muskulatur

Als wesentlicher Bestandteil der GefaBwand und Itdeur der myogenen Reaktion,
kommt der glatten Muskulatur eine besondere Bedguiau. Es werden zwei Haupttypen
strukturell und funktionell unterschieden: der $&gnit und der Multi-Unit Typ.

Bei glatter Muskulatur des Single-Unit-Typs werdka einzelnen Zellen Gber Gap Junctions
elektrisch gekoppelt, so dass sie eine funktiorieifdeit bilden [Schmidt et al., Physiologie
des Menschen mit Pathophysiologie, Auflage 29, €46 7]



Bei dem Multi-Unit-Typ hingegen kontrahiert jedellBeunabhangig von der anderen. Die
Zellen werden durch vegetative Nervenfasern aktivichmidt et al. Physiologie des
Menschen mit Pathophysiologie, Auflage 29, Kaphté&]).

Fur den Gefaldmuskel gilt, dass er Eigenschafterbeamen Haupttypen aufweist.

1.4 Intrazellulare Signaltransduktionswege

1.4.1 Anstieg der intrazellularen Kalziumkonzentration

Vielfache Untersuchungen bestatigen, dass eine hirig) des transmuralen Druckes in
GefalRen mit einer Erhohung des intrazellularen iKaiz in glatten Gefalimuskelzellen
einhergeht [Zou et al., 1995 und 2000; Knot undshie] 1998; Meininger et al., 1991; Yip
und Marsh, 1996; Karibe et al., 1997; Van Bavallgt1998; Bolz und Pohl, 1996; D Angelo
et al., 1997]. Die Bedeutung des Anstiegs der zaftalaren Kalziumkonzentration wurde
durch spezielle Versuche an isolierten Arteriolen Ratte bestatigt. Bei diesen Versuchen
war kein Kalzium extrazellular anwesend; eine Ethiih des transmuralen Drucks flhrte
dann nicht zu einer Erhdéhung des intrazellularenzikens und es kam nicht zu einer
Ausbildung eines myogenen Tonus [Uchida und BoB§91 Davis und Hill, 1999]. Bei
weiteren Versuchen an Hirnarterien der Ratte wulidentrazellulare Kalziumkonzentration
fixiert. Eine myogene Reaktion war im Druckbereicbn 0 bis 80mmHg unter diesen
Bedingungen nicht auszulésen [McCarron et al., 1997

Um die besondere Bedeutung des extrazellularenidfat fir die myogene Reaktion zu
bestatigen, wurde in einer ganzen Reihe von Studanextrazellulare Kalzium komplett
entfernt. In verschiedenen Geweben und Spezies ewhidrdurch die Ausbildung der
myogenen Reaktion verhindert [Osol und Halpern519&user et al., 1991; Wellmann et al.,
1996; Hill und Meininger, 1994; Frediricks et d994; Reber und Nowicki, 1998; Wallis et
al., 1996; Berczi et al., 1992]. Basierend auf elle¥ersuchsergebnissen gilt als gesichert,
dass extrazellulares Kalzium notwendig fur die ngragyReaktion ist.

Das extrazellulare Kalzium kann Uber spannungsgedte Kalziumkandle in die glatte
Muskelzelle kommen. Dies scheint bei der myogeneakiRon der bedeutendeste Weg fur
den Kalziumeinstrom in die Zelle zu sein. Der Maubmus der Aktivierung dieser Kandle
ist entweder eine Depolarisation der Zelle odee édehnung der Zellemembran [McCarron
et al., 1997]. Unterstitzend zu dieser Theorie wwefunden, dass bei spezifischer Blockade
des spannungsgesteuerten Kalziumkanals eine mydgeaidion verhindert wird [Harder et
al., 1987; Wesselmann et al., 1996]. Des Weiterardes bei einigen Versuchen beobachtet,
dass dabei nicht nur die myogene Reaktion, sondaom der Anstieg der intrazellularen



Kalziumkonzentration blockiert wurde [Karibe et, dl997; VanBavel et al., 1998; Knot und
Nelson, 1995]. Wenn jedoch der spezifische Offresr shannungsgesteuerten Kalziumkanals
Bay K 8644 verwendet wurde, sah man bei Versuchiérden Mesenterialarterie der Ratte
eine verstarkte myogene Reaktion [Wesselmann,et396].

Weitere Studien zeigten, dass eine Erhdhung desnmaralen Druckes eine Steigerung der
Inositoltrisphosphat (IP3)-Konzentration zur Folyst [Narayanan et al., 1994]. Uber diesen
Mechanismus kann Kalzium aus intrazellularen Speith dem sarkoplasmatischen
Retikulum, freigesetzt werden und somit ebenfallsemer Erhdhung der intrazellularen
Kalziumkonzentration beitragen und damit unterstiitz bei der myogenen Reaktion tatig
sein.

Mehrere Versuchsreihen zeigten jedoch, dass diee Hids transmuralen Druckes nicht
proportional zur intrazellularen Kalziumkonzentoatiund der myogenen Reaktion ist. So hat
in Versuchen mit Arteriolen des Hamsters ein Vacofglezwischen kleinen und gréf3eren
Druckerhohungen gezeigt, dass letzter eine groRerehmesseranderung des Gefalles im
steady-state bei ahnlich hoher Anderung der intitdaeen Kalziumkonzentration wie bei der
kleinen Druckerhdhung induziert [VanBavel et al9Q9&; D Angelo et al., 1997]. Dies
veranlasste die Uberlegung, dass es einen weitbtechanismus zur Regulation der
myogenen Reaktion geben muss. Es wird angenomnass, dies tUber eine Modulation der
Kalziumsensitivitat geschieht [D"Angelo et al., YP9Eine Kalziumsensitivierung erfolgt
Uber die Hemmung der Myosinphosphatase; hierduromnkt es zur Anreicherung
phosphorylierten Myosins. So kann es schon beingeren Kalziumkonzentrationen zur
Ausbildung einer Kontraktion kommen [Schmidt et, @&hysiologie des Menschen mit
Pathophysiologie, Auflage 29, Kapitel 6.8].

Schlussfolgernd kann gesagt werden, dass ein Anstiger intrazellularen
Kalziumkonzentration notwendig fur die Ausbildungrdnyogenen Reaktion, jedoch allein
nicht ausreichend ist. Dies zeigt, dass es nocherandntrazellulare Signalwege zur
Ausbildung einer myogenen Reaktion geben muss [@ghund Mulvany, 1999].

1.4.2 Myosin-Leichtketten-Kinase (MLCK)

Die Erh6hung des intrazellularen Kalziumangebotéireid einer myogenen Antwort fuhrt
zu einer Aktivierung der Myosin-Leichtketten-Kinadgber die Bindung von Kalziumionen
an Calmodulin &ndert sich die Konformation des Qalaiins. Diese Konformationséanderung
fuhrt zu einem Kalzium-Calmodulin-MLCK-Enzymkomplexd damit zu einer Ubertragung
von Phosphatgruppen von ATP auf regulatorischehteicKetten des Myosins. Das



phosphorylorierte Myosin interagiert dann mit Aktimas eine Kontraktion nach sich zieht
[Schmidt et al., Physiologie des Menschen mit Raltlgsiologie, Auflage 29, Kapitel 6.8].

In Bezug auf die myogene Reaktion zeigten Versuchdremasterarteriolen der Ratte einen
Anstieg an phosphorylierten Myosinleichtketten nd&xtuckerhéhung. Aul3erdem blieb bei
der Verwendung eines Inhibitors der MLCK die Aktiti der Kinase sowie die Ausbildung

einer myogenen Reaktion aus [Zou et al., 1995 @@DP
1.4.3 Proteinkinase C

Bei der Abspaltung von Inositoltrisphosphat (IP3)ittels der G-proteinvermittelten
Aktivierung der Phospholipase C entsteht aus denmiManphospholipiden auch
Diacylglcerol (DAG). Zusammen mit Kalzium aktivieBAG die Proteinkinase C (PKC).
Diese phosphoryliert und aktiviert dann verschied®moteine [Schmidt et al., Physiologie
des Menschen mit Pathophysiologie, Auflage 29, tchpi.4].

Durch Inhibition der PKC mittels z.B. Staurospornd anderer, spezifischer Inhibitoren
wurde die Bedeutung der PKC in der myogenen Reaktiatersucht. Versuche mit
Hirnarterien der Ratte sowie der Kremasterarteee Riatte zeigten eine Abschwachung der
myogenen Reaktion bei akuter Anhebung des trandemuiruckes in Anwesenheit dieser
Inhibitoren [Osol et al., 1991; Hill et al., 1994RAhnliche Ergebnisse wurden mit
menschlichen Koronararterien und Gesichtsvenetrd#en erzielt [Miller et al., 1997; Laher
und Wang, 1989].

Versuche an der Nierenarterie des Hundes zeigtem eiurch die Erhdhung des transmuralen
Druckes ausgeltsten Anstieg der Konzentration vé&G[ONarayanan et al., 1994]. Die
Erhbéhung der Konzentration von DAG als Aktivator d@&KC impliziert eine bedeutende

Rolle der PKC in der myogenen Antwort.
1.4.4 Tyrosinkinase

Um die Bedeutung von Tyrosinkinasen fur die myogémdwort zu bestimmen, wurden

Untersuchungen an der Hirnarterie der Ratte dufthge Es zeigte sich, dass die myogene
Reaktion des GefalRes durch verschiedene Tyrosedhmnibitoren reduziert wurde. Weitere
Versuche mit Inhibitoren der Tyrosinphosphatas@teei eine verstarkte myogene Reaktion
[Masumoto et al., 1997]. Spatere Untersuchungen odstrierten jedoch, dass es in
Anwesenheit von Tyrosinkinase-Inhibitoren sowiedsmphosphatase-Inhibitoren zu keiner
Anderung der myogenen Antwort sowie des GefaRtokmsimt. Auch zeigten diese

Versuche, dass es nicht zu einer Anderung der dragédlziumkonzentration oder zu einem



verminderten intrazellularen Kalziumanstieg nacthdBung des transmuralen Druckes
kommt [Spurrell et al., 2000]. Weiterhin wurde gadien, dass ein Anstieg der Menge an
phosphorylierter Tyrosinkinase nach einer Druckbdmiy erst mit Verzdgerung auftritt

[Murphy et al., 2002]. Zusammenfassend kann gesagien, dass von einer Beteiligung der
Tyrosinkinase an der akuten GefaRreaktion auf Amtprdes transmuralen Drucks nicht

auszugehen ist.
1.4.5 Zytoskelett

Die Beteiligung des Zytoskeletts an der Ausbildenger myogenen Antwort eines Gefal3es
wurde durch verschiedene Versuchsreihen best&igtkonnte eine Aktinpolymerisation
wahrend einer Kontraktion von Gefallen nach Erhohuleg transmuralen Druckes
nachgewiesen werden. Wurde die Polymerisation Imithighibitoren verhindert, war die
Ausbildung der myogenen Antwort bei Erhdhung dasdmuralen Druckes gestért [Cipolla
et al., 2002; Gokina und Osol, 2002].

1.5 Die Membrandepolarisation

In einer Vielzahl an Versuchen wurde auf eine Edmghdes transmuralen Druckes eine
Membrandepolarisation der glatten Gefalimuskelzdieobachtet, die ihrerseits mit einer
Kontraktion des Gefal3es vergesellschaftet ist [Bettwund Mulvany, 1999; Hill et al., 2006].
Die Membrandepolarisation wird durch Blocker nighktiver Kationenkanéle,
spannungsabhangiger Kalziumkanale sowie kalziuwiekter Kaliumkanéle beeinflusst.
Allen diesen Kanélen ist gemein, dass sie auf De@raktivierbar sind [McCarron et al.,
1997; Do-pico et al., 1994; Kirber et al., 1992Jarbit konnten sie alle ursachlich an der
druckinduzierten Depolarisation der glatten Muskklé&n bei der myogenen Reaktion

beteiligt sein.
1.5.1 Nichtselektive Kationenkanale

In patch-clamp-Untersuchungen wurde gezeigt, dass Aktivitdt der nichtselektiven
Kationenkanale durch Dehnung der glatten Muskedzgpdisteigert werden kann. Es kommt zu
einem Fluss von Natrium-, Kalium- sowie Kalziumionedie eine Depolarisation der
Zellmembran bewirken [Davis et al.,, 1992]. Der Hawdimer der Membrandepolarisation
durch nichtselektive Kationenkanale ist wahrschefinlder Fluss von Natriumionen
[Setoguchi et al., 1997]. Im Gegensatz hierzu sabtdings das Ergebnis, dass extrazellulare



Natriumionen nicht notwendig fur die Ausbildung @irmyogenen Reaktion sind [Watanabe
et al., 1996; Nelson et al., 1997].

Weitere Versuche an nichtselektiven Kationenkanéeigten, dass durch eine genetische
Ausschaltung des TRPC-6-Kanals an bestimmten Gefae z.B. der Hirnarterien der
Ratte, eine Ausbildung des myogenen Tonus und dilsech Druck induzierte
Membrandepolarisation verhindert werden konnte BNelet al.; 2002]. Die genaue
Bedeutung dieser Kanale fir die myogene Reaktibfedoch bis zum heutigen Zeitpunkt

noch nicht abschlieRend geklart.
1.5.2 Spannungsabhangige Kalziumkanale

Eine Aktivierung dieser Kandle kann potenziell dbafse zur Ausbildung einer
Membrandepolarisation fuhren. Versuche an Hirngmevon Kaninchen und Ratten zeigten
jedoch, dass eine vollstandige Blockade dieser lean#&ar eine Ausbildung der myogenen
Reaktion bei einer Erh6hung des transmuralen Drigkehindert, es aber dennoch zu einer
Depolarisation der Plasmamembran kommt [Knot uniddie 1995; Knot und Nelson, 1998].
Diese Versuche zeigten, dass eine Beteiligung panrsungsabhangigen Kalziumkanalen an
der Ausbildung einer myogenen Reaktion essenziell Zur Depolarisation der

Plasmamembran bei der myogenen Reaktion werdea Hesile hingegen nicht bendtigt.
1.5.3 Chloridkanale

Die Aktivierung von Chloridkanélen, die mit einentugs von Chloridionen aus der Zelle
einhergeht, hat ebenfalls eine Depolarisation ddini®mbran zur Folge. An diesem Effekt
sind zwei verschiedene Typen von Chloridkanaleeibgt, erstens durch Kalzium aktivierte
und zweitens durch Volumenanderung aktivierte Karfélogg et al., 1994; Large et al.,
1996; Nelson, 1998; Yamazaki et al., 1998]. In elen an Hirnarterien der Ratte konnte
eine mutmalfiliche Beteiligung dieser Kanale an dgoganen Reaktion gezeigt werden.
Hierbei wurde mit verschiedenen Chloridkanalblookéemonstriert, dass die Hirngefal3e bei
einem Druck von 80mmHg unter Kanalblockade ein neegtes Membranpotential und einen
veranderten Gefalldurchmesser zeigten [Nelson et1887]. Wéahrend einer myogenen
Reaktion konnten aufRerdem indirekt Chloridstrommegsen werden. Diese traten jedoch
trotz Inhibition mit Chloridkanalblockern auf [Dolty et al., 1998]. Deshalb ist die genaue
Bedeutung der Chloridkanale nach wie vor ungek@aizu tragt auch der Umstand bei, dass
die verwendeten Inhibitoren der Chloridkandle nidethr selektiv sind [Schubert und
Mulvany, 1999].



1.5.4 Kaliumkanale

Das Zellmembranpotenzial in glatter Muskulatur widbrch das Zusammenwirken
nichtselektiver Kationen- und spannungsabhangigaiuk- und Kalziumkanale bestimmt
[Nelson et al., 1990]. Durch einen Kaliumausstroos aler Zelle durch einen aktiven
Kaliumkanal und Kalzium- bzw. Natriumeinstrom inediZelle durch nichtselektive
Kationenkanéle und/oder spannungsabhéngige Kalauoéi& [Smirnov et al., 2003] wird das
Ruhemembranpotenzial der Zelle aufrechterhalters izt wurden vier verschiedene
Klassen von Kaliumkanalen in glatten Muskelzelleesdhrieben: kalziumabhéngige,
spannungsabhangige, ATP-sensitive sowie einwaeistgichtende Kaliumkanale [Nelson et
al., 1995; Korovkina und England, 2002; Quaylelgtl®97; Standen und Quayle, 1998]. Die
Expression dieser Kandle ist sehr unterschiediiclden einzelnen Gefal3betten und unter
anderem auch abhéngig von der Grol3e des Gefalgaseim Gefallbett [Archer et al., 1996;
Smirnov et al., 2002]. Jedoch sind spannungs- aumabhangige Kaliumkanéle in nahezu
allen GefalRgebieten zu finden. Sie kontrollierea Meembranpotential und nehmen dadurch
Einfluss auf den myogenen Tonus und die myogenetrkiion [Nelson et al., 1995;
Smirnov et al., 2003].

1.5.4.1Kalziumabhangige Kaliumkanéle

Man unterscheidet drei Subtypen des kalziumabhangigaliumkanals, einen mit gro3en
(BKCa), mittleren (IKCa) und kleinem Leitwert (SKC®er grol3e Kanal ist hauptsachlich in
den glatten Muskelzellen vertreten [Félétou, 2009].

Um die Funktion des kalziumabhangigen Kaliumkangt®Rer Leitfahigkeit fur die
Gefal3aktivitat zu bestimmen, wurden Versuche mibcBérn dieses Kanals wie TEA,
Charybdotoxin (ChTx) und Iberiotoxin (IbTx) durchghert. IbTx ist ein selektiver Antagonist
dieses Kanals. Zum Beispiel zeigten Versuche anokararterien der Ratte sowie
Zerebralarterien des Schafes eine Kontraktion niddix-Gabe. Als Folgerung aus den
Versuchen wurde festgestellt, dass der kalziumappérKaliumkanal das Membranpotenzial
wahrend des Ruhezustandes kontrolliert [Marijicakt 2001; Long et al., 2000]. Sie
ermdglichen auRerdem eine Ruckkopplungsregelungeiigintem intrazellularem Kalzium
und einer Membrandepolarisation, d.h. bei eineraGledntraktion [Eichhorn und Dobrev,
2007] und spielen damit auch eine wichtige Rollelén Regulation der myogenen Reaktion
[Brayden und Nelson, 1992]. Sie wirken Uber einerswairtsgerichteten Kaliumstrom,

welcher dann zu einer Hyperpolarisation der Gefégkelaelle fuhrt.



Die Funktion des Kanals ist dynamisch und unterliegannigfaltigen Einflissen durch

Gefaldilatatoren und -konstriktoren. Der Kanal wimd Besonderen durch Proteinkinasen
reguliert, z.B. tUber eine Aktivierung einer cGMPidhgigen Proteinkinase, die eine wichtige
Rolle fur die Gber NO ausgeltste Relaxation derdBefspielt [Standen und Quayle, 1998;
Schubert und Nelson, 2001]. Adenosin uffidAdrenorezeptoragonisten kénnen den
kalziumabhangigen Kaliumkanal tUber cAMP-abhangigel wunabhangige Mechanismen
aktivieren [Lou et al., 2006; Matsushita et al.08D Eine Stimulation der Proteinkinase A

Uber cAMP aktiviert den Kanal Uber eine Phospherying des Kanals [Lou et al., 2006].
1.5.4.2 Spannungsabhangige Kaliumkanale

Spannungsabhéangige Kaliumkanéle spielen eine wehRolle in der Regulation des
Kontraktionszustandes der glatten Muskelzelle dihnadn Effekt auf das Membranpotenzial.
Sie gehdren zu der 6-Transmembrandomane-1-Porkt@klasse. Diese Klasse ist unterteilt
in 12 Subfamilien mit jeweils mehreren MitgliedeAllen Kanalen dieser Klasse ist gemein,
dass sie aus mehreren Proteinuntereinheiten bestedieer a- und einer/mehreren
akzessorischen Untereinheit.

Die Architektur dera-Untereinheit besteht aus sechs transmembranareriuen (S1 — S6)
sowie einer Schleifendoméne (P), die die Kanalgosammen mit den Doméanen S5 und S6
bildet. Intrazellular gelegen sind die durch die rifdxy- sowie die Aminogruppe
abgeschlossenen zwei Enden der Kanaluntereinhat.DDmane S4 ist diejenige, die als
Sensor der Spannung angesehen wird. Die DomaneeSéhb hauptsachlich aus basischen
Aminosauren, die anderen Segmente S1 bis S3 soWwieurdl S6 aus hydrophoben
Aminosauren. Die Domane S4 induziert bei Depoltinbsadie Offnung des Kanals und
ermdglicht so den Fluss von Kaliumionen durch dign&pore. Die Pore entsteht durch
Anordnung von 4a-Untereinheiten zu einem Tetramer und wird aus demeiligen

Segmenten S5 und S6 gebildet.
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Abbildung 1-1 Aufbau einera-Untereinheit eines spannnungsabhangigen Kaliunikana
modifiziert nach Cox, R.H. (2005) ,Molecular Detenants of Voltage-Gated potassium
Currents in Vascular Smooth Muscle.”

Funktionelle Kaliumkanéle bestehen aus vier idehgs oder beinahe identischen
Untereinheiten [Yu et al., 1996; Cox, 2005]. Daswsuhliche Genom kodiert mehr als siebzig
Gene fir spannungsabhangige Kaliumkanéale [Coetzak, 4999]. Jedoch konnten bis heute
durchgehend nur Mitglieder einiger,camilien, K1-K\4 und K7, in vaskularen glatten
Muskelzellen nachgewiesen werden, zusammen mitratern der KB-Familie. Die
Kombinationsmdglichkeiten der K- und K,3-Unterfamilien ist grof3 [Xu und Li, 1998; Cox,
2005]. Hieraus resultiert, dass der genaue Aufb@u funktionalen K Kanélen in glatten
Muskelzellen schwer zu entschlisseln ist. Je nafifbett, Grol3e des Gefal3es und Spezies
ist die Zusammensetzung der Kanéle @auand -Untereinheiten sehr unterschiedlich [Cox,
2005].

Es wurden drei verschiedene Typen von akzessonsdhéereinheiten beschrieben, dig3K
Untereinheit, inaktive Ka-Untereinheiten sowie andere Zellproteine, u.atddme aus der
Familie der kalziumbindenden Proteine [Li und Adaitm 2000]. Innerhalb der K-
Untereinheit werden wiederum drei Familien besdierme Kf1-3. Diep—Untereinheit bindet
an das intrazellular gelegene Amino-Ende dddntereinheit. Die Interaktion der ,B-
Untereinheit mit den t-Untereinheiten fuhrt in manchen Fallen zu einekiivierung der
Kya-Untereinheit, in anderen Fallen jedoch zu einetividrung [Accili et al., 1997; Morales
et al., 1995; Heinemann et al., 1996]. Durch di@-Kintereinheit wurde in einigen Fallen
eine vermehrte, in anderen Féllen eine vermindexjgession vom-Untereinheiten induziert
[Accili et al., 1997; Cox, 2005].



Zu denp-Untereinheiten gehort auch die Familie KCNE, welefelfach Bindungen mit den
a-Untereinheiten eingehen und deren Funktion maddifen. Es werden funf Mitglieder der
KCNE-Familie beschrieben, KCNE 1-5. KCNE-Proteiresikzen ein Transmembransegment

und ein intrazellulares Carboxyl-Ende sowie eirrazellulares Amino-Ende.

N

Extracellular [

Membrane KCNE

Cytoplasm

C

Abbildung 1-2 Aufbau der KCNE-Untereinheit modiBri nach Bett et al.; (2006) ,,Ancillary
subunits and stimulation frequency determine theemry of chromanol 293B block of the
KCNQ1 potassium channel.”

Die inaktiven oder auch stilleni-Untereinheiten z&hlen ebenfalls zu den akzesswmrsc
Untereinheiten. Sie gehen in Bindung mit den Klaskg2.1 und K2.2 und modifizieren
deren Funktion.

Die interagierenden Proteine sind auch als sogeeakpiKanal interagierende Proteine
(KChIP) bekannt. Sie besitzen eine Grdl3e von 28256 Aminosduren und haben ein festes
Carboxylende [An et al., 2000]. Sie erh6hen die of@ttichte, verandern die
Spannungsabhéangigkeit der Aktivierung und besclidgeundie Erholungsphasen [An et al.,
2000]. Weiterhin wurde ein Kaliumkanal-assoziiefstein (KChAP) beschrieben, welches
die Expression von JR-Untereinheiten, sowie von,K.3 und K4.3 erhoht [Nakamura et al.,
2001].

Wie in Bezug auf die Variation in der Genexpressiom erwarten, gibt es in der
Pharmakologie der KKanale Unterschiede. Die Substanzen 4-Aminopyedi#h-AP) und
Tetraethylammonium (TEA) beispielsweise haben Beramende Wirkung auf diese Kanéle,
jedoch ist diese Wirkung in den einzelnen Subfamilinterschiedlich ausgepragt.



1.5.4.2. KCNQ-Kandile

Die in dieser Arbeit untersuchten Kanale gehdrenkzdFamilie, es geht um die K oder
auch KCNQ-Kanale. Es werden funf Gene beschrieK€NQ1-5. Entdeckt wurden diese
Kanale im Zusammenhang mit Erbkrankheiten. Das-@mgSyndrom Typ Romano-Ward-
Syndrom entsteht u.a. durch eine Mutation im KCNQ@hal und fahrt zu einem
verlangertem Aktionspotential im Herzmuskel.

Die Struktur der a-Untereinheit der KCNQ-Kandle weist wie alle,-Kanale sechs
Transmembrandoméanen und eine P-Schleife auf. Dateviransmembransegment ist das
spannungssensitive. Wie bei allen spannungsabhgimdfigliumkanalen liegen das C- und N-
Terminal intrazellular. Alle KCNQ-Kanaluntereinhait sind in der Lage in vitro homomere
Kanale zu bilden, heteromere Verbindungen sind aufige wenige Kombinationen
beschrankt [Dedek, 2003].

Die Verteilung der einzelnen KCNQ-Kanaluntereinbéeitin verschiedenen Organen ist
unterschiedlich. Die fiunf Typen wurden zunachst $#@ugetierzellen entdeckt und
vornehmlich dem zentralen Nervensystem sowie denzdiezugerechnet. Erst kurzlich
wurden diese Kanéle auch in glatten Muskelzelldnrggen. Ohya et al. waren die ersten, die
KCNQ-Kanéle in glatten Muskelzellen der Portalvelee Maus identifizierten [Ohya et al.,
2003]. Sie fanden eine vergleichbare Expression KGNQ1, KCNQ4 und KCNQ5 in der
Portalvene der Maus wie im Bereich des Herzens §Oay al., 2003]. RT-PCR und
Immunzytochemie zeigten ebenfalls das Vorkommen #@NQ4 und KCNQ5 in der
Portalvene der Maus [Yeung et al.,, 2008]. In eiS&ndie untersuchten Yeung et al. die
Genexpression von KCNQ-Kanélen in verschiedener@é®af, z.B. in der thorakalen Aorta,
der A.carotis und der A.femoralis der Maus. Hierrdeudie Expression von KCNQ1 und
KCNQ4 sowie KCNQ5 nachgewiesen [Yeung et al., 2000]e Expression dei-
Kanaluntereinheiten KCNE scheint spezifisch fur &efald zu sein. So wurde KCNE4 im
Vergleich zu den anderen KCNE-Untereinheiten r&bhlm Bereich der Aorta der Maus
nachgewiesen, hingegen im Bereich der PortalvemeMbs fanden sich KCNE3 und
KCNES5 [Ohya et al., 2002, Yeung et al., 2007].

Der KCNQ1-Kanal wird der langsamen Komponente deszdagert, gleichrichtenden

Kaliumstroms der Herzmuskelzellen zugerechnet. cledmeigten weitere Versuche diese
Kanalfamilie betreffend, dass der Kanal ebensdatten Muskelzellen der thorakalen Aorta,
der A. carotis und A. femoralis der Maus vorkomiveefing et al., 2007]. Brueggemann et al.

demonstrierten dann sein Vorkommen auch in glaGaialimuskelzellen bei der Ratte



[Brueggemann et al., 2007]. KCNQ1 geht Verbindungen mit KCNE1 und 3 ein. KCNE1
findet man vornehmlich im Bereich der HerzmuskulatMutationen im KCNQ1- und
KCNE1-Gen fuhren zur Ausbildung einer Arrhythmiehfgd et al., 2009]. Jedoch bildet
KCNQ1 keine heterologen Verbindungen mit andererighéidern der KCNQ Familie
[Brueggemann et al., 2011]. Versuche mit Flurpiind Retigabine, Substanzen, die auf
KCNQ2-KCNQ5 wirken, jedoch nicht auf KCNQL1, zeigtene Erhohung der KCNQ-
Strome und eine Dilatation der GefaBwand. Es waked vermutet, dass eher KCNQ4 und
KCNQ5 eine wichtige Rolle in der Kontraktilitdit voGefalRen spielen als KCNQ1
[Brueggemann et al., 2011]. Kurzlich fihrten Chaéhal. Versuche mit drei verschiedenen
GefalRabschnitten der Ratte durch, Mesenterialanteiintrapulmonalen Arterien und der
thorakalen Aorta. Ihr Bestreben war es, die Rofle KCNQL1 fir die Reaktivitat von glatten
GefaBmuskelzellen aufzuzeigen. Versuche mit deekBeén KCNQ1-Inhibitoren L-768,673,
HMR1556 und JNJ282 zeigten keinen Effekt auf dabeRembranpotenzial der Zellen im
Vergleich zur Gabe von Linopirdin [Chadha et alQ12]. Jedoch kbénnen sie zu einer
Verstarkung der Dilatation von GefaRen beitrageie, iersuche mit selektiven Offnern der
KCNQ1-Kanéle zeigten [Chadha et al., 2012].

Bisher konnten noch keine Versuche das Vorkommen KGNQ2 und KCNQ3 in glatten
Gefallmuskelzellen zeigen. Diese Kanéle sind sgehifilir das zentrale Nervengewebe. |hre
Verteilung im Nervengewebe ist jedoch unterschaddliSo kommt KCNQ2 in Geweben mit
dopaminergen und cholinergen Neuronen vor. KCNQ@ 8rkdnnen auch Verbindungen
untereinander ausbilden, allerdings bilden sie abeterologe Kanale mit z.B. KCNE-
Proteinen und KCNQ4. Mutationen im Bereich diesan#le gehen mit der Ausbildung von
Krankheiten, bestimmten Formen der Epilepsie, ginhe

Fur die KCNQ4-Expression gilt eine Bevorzugung &llén des Innenohrs und des Hornervs.
Neuere Versuchsreihen belegten jedoch auch hiersahon weiter oben erwahnt, dass ein
Vorkommen in glatten Muskelzellen einzelner Abstienvon Gefal3betten vorliegt [Ohya et
al., 2003; Yeung et al., 2007]. Weiterhin zeigtemshl et al. eine Expression in der
Pulmonalarterie der Ratte, die starker als die &gion von KCNQ1 und KCNQ5 in dieser
Arterie war [Joshi et al., 2009]. Eine neuere Studer Arbeitsgruppe um Jepps zeigt das
Vorkommen von KCNQ4 im Bereich der thorakalen Apdar A. mesenterica superior und
der Koronarien der Ratte sowie im Bereich der Asem¢erica der Maus [Jepps et al., 2011].
Sie demonstrierten auch eine Verminderung der Bspya von KCNQ4 bei hypertensiven
Ratten im Vergleich zu normotensiven Ratten delseseStammes. Zu gleichen Ergebnissen

kamen sie bei einer Versuchsreihe mit der Mesaéeterie von normotensiven Mausen im



Vergleich zu Mausen mit einem sekundaren, durchig&tagsin-Il induziert Hypertonus. Die
Ursache der verminderten Expression von KCNQZ4wb¢h bisher nicht geklart.
KCNQ5-Kanéle sind weit verbreitet in Nervenzellenduim Skelettmuskel. Yeung et al.
zeigten, dass der KCNQ5-Kanal in glatten GefaR3nlmeken vieler Organe vorkommt
[Yeung et al., 2008]. So fanden sie ihn im Beraieh thorakalen Aorta, der A. carotis, der A.
femoralis und der A. mesenterica bei der Maus. AutiBereich der Mesenterialarterie der
Ratte fand sich KCNQ5 [Mackie et al., 2008, Joshale 2009] sowie in der A. pulmonalis
der Ratte [Joshi et al., 2009]. In glatten Muskiéérewird durch eine Spleil3form, der das
Exon 9 in der mRNA fehlt, ein funktionaler Kanabgdet.

Es ist noch ungeklart, ob eine homologe Form vonNR@ oder KCNQ5 oder eine
heterologe Form von KCNQ4/5 die Funktion in der &Rahuskelzelle Ubernehmen

[Brueggemann et al., 2011].

Es gibt viele Publikationen zur Funktion der KCNQ@#€le im Bereich des zentralen
Nervensystems und des Herzens. Im Bereich deeglatuskelzellen ist dieser Kanal bisher
vergleichsweise weniger gut untersucht. Ein Gruad munéchst das Fehlen eines selektiven
Kanalsblockers [Yeung und Greenwood, 2005]. Mit dembstanzen Chromanol 293B,
Linopiridin und XE991 gibt es nun aber relativ $gilee Antagonisten der KCNQ-Familie.
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Abbildung 1-33 Aufbau spezifischer KCNQ-Antagonisteodifziert nach Yeung,S.Y.M &
Greenwood, I.A.(2005) ,KCNQ currents in murine @biein smooth muscle®.

In Versuchen, in denen die KCNQ-Kanale durch XE@@H Chromanol 293B blockiert
wurden, zeigten Yeung und Greenwood, dass diese Qx&hAhdle einen Beitrag zur



Aufrechterhaltung des Ruhemembranpotentials lejdeang und Greenwood, 2005]. Hierzu
untersuchten sie das Verhalten der Portalvene @eisM

Yeung et al. bestimmten die bendtigte Dosis von XEGnd zeigten, dass diesfbei ca. 1-
5umol/l fir die Kanédle KCNQ1-4 liegt. Fur den KakaNQ5 liegt die 1G bei ca. 75umol/l
[Yeung et al., 2007; Yeung et al., 2008]. Bishe¢rngch kein Effekt von XE991 auf K.2,
K\4.3oder EAG-Kanéle fur Konzentrationen unter 100[dmeachgewiesen [Wang et al.,
2000]. XE991 ist in den Dosen, die die KCNQ-Kanaleckieren, selektiv, es ist bisher noch
nicht ausreichend untersucht, ob XE991 in hohereseD auch auf andere lonenkanale wirkt.

Linopiridin gilt als der weniger potente Inhibton iVergleich mit XE991.

1.5.4.2.Die Rolle der spannungsabhangigen Kaliumkanale in et
myogenen Reaktion

Die K,-Kanal Familie ist essentiell fir die normale Fuoktvon Gefal3en [Smirnov et al.,
2003]. Ihnen wird eine Aufgabe je nach Gefal3betthgasagt, in manchen haben sie die
Kontrolle Uber Kontraktionsmechanismen, agierened&léufig als negative Rickkopplung,
in anderen regulieren sie das Ruhemembranpoteydgalvermitteln GefalRdilatationen.

Nach Offnung eines KKanals stromt Kalium aus der Zelle aus, es kommt z
Hyperpolarisation der Zelle. Diese Hyperpolarisatlost eine Kaskade an Reaktionen aus,
insbesondere vermindert sich der Kalziumeinstrom rcldu spannungsabhangige
Kalziumkanale in die Zelle und es kommt zu eineféBdilatation. Wenn (Kanéle inhibiert
werden, kommt es zu einer Depolarisation der Zedieem Anstieg des intrazellularen

Kalziums und damit einhergehend einer Vasokonsbnkt

Durch Versuche mit verschiedenen Inhibitoren dgk-IKKanals und in jingster Zeit auch mit
einer dominant negativen,K5-Mutante, zeigte sich, dasslkKKanale die myogene Reaktion
im Sinne eines negativen Feedbacks abschwéachen b, 1995; Plane et al., 2005; Chen
et al., 2006]. Auch zum R-Kanal gibt es Vermutungen, dass dieser Kanabaumyogene
Reaktion einwirkt, wie Amberg et al. in Versucheit alem Inhibitor Stromtoxin, welcher
selektiv fur den K2-Kanal ist, an der mittleren Zerebralarterie dett® zeigten [Amberg et
al., 2006]. Neuere Publikationen bezlglich der ®albn K2-Kanalenbei der myogenen
Reaktion von K2 von Zhong et al. demonstrierten, dass dieser IKiiaanyogene Reaktion
in der Druckspanne von 10mmHg bis 100mmHg abschi@tiong et al., 2010; Zhong et
al., 2010].



1.6 Problemstellung

Es ist bekannt, dass spannungsgesteuerte Kaliuhekansbesondere K- und K2-Kandle,

an der Ausbildung einer myogenen Reaktion betedigtd. Welche Rolle jedoch KCNQ-
Kanale dabei spielen, ist noch weitgehend unklar.dér vorliegenden Arbeit soll die
Hypothese untersucht werden, dass spannungsgdst&adiumkanale der KCNQ Familie an

der Regulation der myogenen Reaktion beteiligt.sind



2 Material und Methoden

2.1 Untersuchungsmodelle

Die folgende Arbeit befasst sich mit der Untersughwer myogenen Reaktion an einem
vereinfachten Modell. Dazu wurde das komplexe Miodes Organismus auf ein isoliertes
GefalRpraparat mit seinen drei wichtigen funkticerelBestandteilen reduziert. Unter letztem
versteht man die glatten Muskelzellen, die freie@rvénendigungen und das Endothel. Beli
solchen Versuchen unterscheidet man den isobanerdem isometrischen Versuchsaufbau.
Fir diese Arbeit wurden Versuche sowohl an isobaad auch an isometrischen

GefalRpraparaten vorgenommen.

2.2 Material

Fur einen Teil der Untersuchungen der vorliegenddmeit wurden Ratten vom Wistar -
Stamm eingesetzt, wobei ausschliel3lich ménnliclegeTim Alter von 16-25 Wochen mit
einem Gewicht von 350-400g verwendet wurden. Dierdlibefanden sich bei einer
Raumtemperatur von 22°C in Kafighaltung. Der Tabksd wurde an einen 12-stiindigen
Hell-Dunkel-Rhythmus bei kontinuierlicher Versorgumit Futter und Wasser angepasst. Die
Totung der Tiere erfolgte mittels mechanischer Bet#iig und anschliel3ender Durchtrennung
der Halswirbelsdule. Der Tod trat unmittelbar ein.

Fur einen weiteren Teil der Untersuchungen diesbeiAwurden Hamster der Art ,syrische
Hamster” verwand. Die Tiere waren um 158 Tage at wogen zum Zeitpunkt des
Versuches zwischen 150-200g. Die Tiere befandeh aimalog zu den Ratten in einer
Kafighaltung bei einer Raumtemperatur von 22°C. Dagesablauf wurde an einen 12-
stiindigen Hell-Dunkel-Rhythmus bei ebenfalls komignlicher Versorgung mit Futter und
Wasser angepasst. Die Totung der Tiere erfolgteelmiDurchtrennung der Halswirbelsaule
nach vorheriger Narkotisierung.

Fur die GefaRRpraparation der Ratte wurde im Vortked Tierfell im Bereich des Abdomens,
der Hufte und des Uberwiegend medialen AnteilsHiaterlaufs entfernt. Der Hinterlauf der
Ratte wurde im Bereich des Huftgelenkes isolied imeine Praparierkammer tberfuhrt und
hier befestigt. Hier konnte mit der Praparation Aegracilis begonnen werden. Die Arterie
ist ein Ast der A. femoralis, die zunachst obetilé&h unter der Muskelfaszie verlauft, um
dann unterhalb des M. gracilis in tiefere Schictggrzudringen. Bei vollstédndiger Relaxation
des GefalRes betragt der Durchmesser im Mittel h&rs@00 bis 300um.



Bei den Hamstern wurde in einer &hnlichen WeiseTdedell entfernt. Zur anschliel3enden
Abtrennung des Hinterlaufs wurde dieser ebenfatisHuftgelenk durchtrennt und in eine
Praparationskammer dberfuhrt und befestigt. Derlawvér der A. gracilis und deren
Praparation ist ahnlich dem der Ratte und wird hagcht gesondert erlautert. Der

Durchmesser des Gefalies bei voll relaxiertem Zddtetragt zwischen 250 und 320um.
2.3 Methoden

Als Modell wurden sowohl isobare als auch isometisGefa3praparate in der vorliegenden

Arbeit verwand.
2.3.1 Die Praparation der A. gracilis bei der Ratte und ¢ém Hamster

Die Praparation der Arterien fand in einer gekithlkammer bei einer Temperatur um 4°C
und einem pH-Wert von 7,3 statt. Es kam eine phygische Salzlésung mit folgender
Zusammensetzung zum Einsatz: 145 mM NacCl; 4,5 mM K@ mM NahPO;; 1,0 mM Mg
SQy; 0,1 mM Cady; 0,023 mM EDTA und 5 mM HEPES. Zur Praparation deur zwei feine
Pinzetten des Typs Dumont Nr. 5 und eine Irisschiererendet.

Die Praparation des Gefal3es begann mit der Erdjfrien Muskelfaszie, unter der sich die
Arterie befindet. Dazu wurde die Faszie vorsichtig der Pinzette angehoben und mittels
Schere durchtrennt. Die Arterie verlauft in Beglag der V. gracilis und zieht mit ihr
unterhalb des M. gracilis in die Tiefe. Fur die egenden Experimente war es notwendig
einen GefalRabschnitt zu erhalten, der moglichshekédufzweigungen aufwies, da diese
Schwierigkeiten, wie z.B. ein undichtes Gefal3 watirdes Versuche mit sich zégen. Zum
Teil war es notwendig, Bereiche des Gefal3es urtedes Muskels zu verwenden. Dazu
wurde die Gefal3stralRe vorsichtig von dem Muskeleltefind ein Abschnitt ohne Abgéange
aufgesucht. Die Arterie wurde anschlielend von det an ihr liegenden Bindegewebe und
der Vene befreit und ein Abschnitt entnommen.

Bei der Préparation wurde darauf geachtet, das®\dexie nicht verletzt wurde und auch
nicht mit den Instrumenten in Kontakt trat. Da Aie insbesondere auf Zug empfindlich
reagieren, empfiehlt es sich, das Gefal3 vorsictiopmn Bindegewebe und der Vene zu
befreien, mdglichst ohne es dabei zu berthren,odatdie kontraktilen Eigenschaften der
Arterie beeintrachtigt werden.

Die Praparation der GefalRe des Hamsters erfolggeicher Art und Weise wie die der
Ratten. Nach Befestigung des Schenkels in der diekiiPraparierkammer wurde diese

ebenfalls mit physiologischer Salzlésung gefillte Wnterschiede zur Praparation bei der



Ratte beziehen sich nur auf einige anatomischeei@ifizen, so wie die gré3ere Muskelmasse
bei aber ansonsten kleineren Verhéaltnissen desekfrpuch hier musste sehr sorgsam und
vorsichtig gearbeitet werden. Nach Entfernen desl@&yewebes und des Muskels lag ahnlich
wie bei der Ratte die Gefal3stralRe frei. Auch hmepfeehlt es sich, die Vene von der Arterie
vorsichtig zu entfernen und danach die Arterie d&m sie umgebenden Bindegewebe zu
befreien. AnschlieRend wurde auch hier ein Prapanthommen und in die vorbereitete
Messkammer uberfuhrt.

2.3.2 Einspannen der A. gracilis in der Messkammer

Nach abgeschlossener Isolierung der Arterie inRit@parierkammer wurde die Messkammer
vorbereitet. Dazu wurden zwei Glaspipetten in darkner eingespannt und diese austariert.
Die beiden Pipetten sollten in etwa auf einer Ebdéiegen, so dass es zu keinerlei
Veranderungen der kontraktilen Eigenschaften defa@weuskulatur durch eventuelle
Zugkrafte kommt. Aus Borosilikat-Glaskapillaren wwan mittels der Narishige PC-10, einem
Pipettenziehgerat, Pipetten hergestellt. Dabei emrdliie Glaskapillaren im Ziehgerat
befestigt und in der Mitte Uber einen Glihdraht &@mwt, so dass sich die Kapillaren
auseinander zogen und in der Mitte dinner wurdemgdann zu brechen. Der Durchmesser
der Pipettenspitzen betrug ca. 100um. Die Pipetterden an den Bruchenden Uber einer
Heizwendel abgerundet, so dass das empfindlicheil$sékim Aufziehen nicht verletzt
werden konnte. Opthalmologischen Faden (Prolenacdit 10-0), je zwei pro Glaspipette
wurden in der Messkammer angebracht. Die Knotetelnitlerer das Gefal3 befestigt wird,
wurden vorbereitet, so dass nach Anbringen des [38sfénur noch wenig am Gefal
manipuliert werden muss. In der Messkammer befactd ghysiologische Versuchslosung
mit folgender Zusammensetzung: 120 mM NacCl; 4,5 ®k®; 1,2 mM NabBPQy; 1,6 mM
CaCl; 1,0 mM MgS@ 0,025 mM EDTA; 5,5 mM Glukose; 26 mM NaHg@nd 5 mM
HEPES. Der pH-Wert betrug 7,4.

Die A. gracilis wurde aus der Praparierkammer emimen und in die Messkammer
eingebracht. Zuerst wurde eines der Gefal3endeelsnittveier Pinzetten auf die Kapillare
gezogen und mit den Faden befestigt. Das freie Hiede Gefalles wurde mittels zweier
Pinzetten vorsichtig gedffnet. Uber ein von auRem zGlaskapillare hinfiihrendes
Schlauchsystem wurde dann mittels einer SpritzeGE& mit Versuchslosung durchspllt,
um es von eventuell noch enthaltenem Blut zu remidpabei sollten keine Luftblasen in das

Gefald gelangen, damit das Endothel nicht geschadigt Das freie Ende wurde dann auf die



zweite Pipette aufgezogen und mit zwei weitereneRdoefestigt. Die Messkammer wurde

nun zum Messplatz Uberfiihrt und dort mit dem Vensuvorlauf begonnen.

Abbildung 2-1: Darstellung eines kanulierten Geéifdsents; Abbildung modifiziert nach
E.Uhlig ,Modulation der myogenen Reaktion kleinettékien durch den Kaliumkanalblocker
BDS-1“ (2010).

Fur Versuche am isometrischen Myographen wurdeistdgerte Gefald ebenfalls von der
Praparierkammer in die Messkammer (berfihrt, dievozu mit physiologischer
Versuchslésungen obengenannter Zusammensetzunglt gefirde. Die Vorbereitung der
Messkammer vor der Uberfilhrung des GefaRRes be@tbattas Schneiden zweier Dréahte.
Einer dieser Drahte wurde an einer Seite der Messttung mittels einer Schraube
befestigt. Uber das Lumen des GefaRes wurde diegeten Draht gefadelt. Der zweite Draht
wurde ebenfalls durch das Lumen des Gefal3es geschotal mit einer Schraube fixiert. Die
noch freien Enden der Drahte wurden am distaleneEmhes Gefal3es auch Uber je eine
Schraube befestigt, so dass das GefalR auf demiderdaten fixiert war.

Da die Messkammer uUber zwei Messvorrichtungen wgéfi wurde in der zweiten

Vorrichtung auf gleiche Weise ein zweites Gefal3grapbefestigt.
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Abbildung 2-2: Aufgespanntes Gefal3segment im isogsobien Myografen; Abbildung
modifiziert nach E.Uhlig ,Modulation der myogeneredktion kleiner Arterien durch den
Kaliumkanalblocker BDS-1" (2010).

2.3.3 Entfernung des Endothels

Bei den Messungen mit Hilfe des isometrischen Mgpben wurden je nach
Versuchsprotokoll parallel Messungen mit intaktena @ntferntem Endothel unternommen.
Die Endothelentfernung wurde mittels eines Rattahbares, das durch das Lumen des
GefalRes eingefuhrt wurde, durchgefuhrt. Auf cheh@sdethoden zur Entfernung des
Endothels wurde verzichtet. Hierbei war ebenfalisadf zu achten, dass das Gefal3 nicht
weiter beschadigt wurde. Der Erfolg der Entfernudgs Endothels wurde durch die
Abwesenheit der Reaktion auf Acetylcholin nachgsere

Bei den isobaren Messungen wurde das Endothel umteHilfenahme einer Luftblase
entfernt. Hierbei wurde die eine Seite des Gefaidsdie Pipettenspitze aufgezogen und
befestigt und dann eine Spritze am anderen Endé igette Uber ein Schlauchsystem mit
Luer-Lock-Anschluss angebracht, so dass eine ladgtbldurch das Gefald geschickt werden
konnte. Auch hierbei wurde auf chemische Zusatzezicket und das Endothel
ausschlief3lich durch Luft geschadigt. Danach wutde Gefald erneut mit Versuchslésung

durchsplilt.



2.3.4 Durchflihrung der Messung

2.3.4.11sobare Messung

Bei diesem Versuchsprotokoll war der zu bestimmedpa@meter der Innendurchmesser des
Gefalllumens. Seine Bestimmung erfolgte Gber diguigf eines inversen Mikroskops (Carl
Zeiss, Jena, Deutschland), das das GefaR abbildbes.eine CCD-Kamera wurde das Bild
aufgenommen und an einen Computer Ubertragen. Brarbeitung der aufgenommenen
Daten erfolgte mittels Framegrabber-Karte. Die &ildvurden digitalisiert und durch ein
speziell entwickeltes Computerprogramm bearbekligtrdurch wurde eine kontinuierliche
Messung des GefalRdurchmessers mdglich gemacht. di@ir Messung waren die
Kontrastunterschiede zwischen Gefallslumen und Geféa@wnuitzlich, da diese beim
Ubergang von Lumen zur Wand besonders ausgepnégt Bin Messalgorithmus, welcher
mit an das zu untersuchenden Gefal3 angepasstemd®ama arbeitete, erlaubte die
Bestimmung des Durchmessers im pm-Bereich.

Die Speicherung der Daten erfolgte in einem ASGHB;Fder nach Abschluss des Versuches
mit Hilfe eines im Institut erstellten EXCEL-Makrdsearbeitet wurde. So wurde eine
optimale Darstellung der Daten erhalten, die danimand eines Ausdruckes dokumentiert
wurden. Dieses System erlaubte bei der Nutzungself@er Objektivs und eines 3,2-fach

Projektivs eine Messgenauigkeit von 2um pro Bildschixel.
2.3.4.2Isometrische Messung

Bei diesem Versuchsprotokoll wurde im Gegensatz mmbaren Messung nicht der
Innendurchmesser des GefalRes, sondern die Wandsgades GefalRes gemessen. Hierbei
wurden die Daten mittels einer Messapparatur nmeifikresswandler aufgenommen, an einen
Computer Ubertragen und gespeichert. Auch hiedgteio kontinuierliche Messungen. Fir
die Messungen wurden die Anderungen, der auf dissiandler wirkenden Wandspannung

registriert. Diese lagen im Bereich von mN.

2.3.5 Versuchsablauf

2.3.5.1Isobare Messung

Nach Befestigen des Gefalles in der Messkammer wualide Kammer auf dem
Mikroskoptisch fixiert und an die Apparaturen argdgessen. Das Starten der Kamera und

das Aufrufen des Messprogramms wurden sofort naetedigung der Kammer auf dem



Tisch durchgefuhrt. Die Kammer wurde mit Hilfe aineeristaltikpumpe mehrmals mit
Versuchslosung bei einer Pumprate von 2ml pro Mirdurchgespult. Durch Einsatz einer
Pipette konnten der Messkammer Versuchslosung wsétZe appliziert werden, die dann
das Gefal immer Uber Diffusion erreichten. Dabeiden hinzu gegebene Pharmaka immer
im Verhéltnis 1:100 appliziert.

Die Pipette am proximalen Ende des GefalRes wurdeemem Reservoir gefillt mit
physiologischer Lésung verbunden, so dass sichéibherAnderung des Hohenniveaus dieses
Reservoirs der transmurale Druck des Gefalles hesseh lieR. Durch vorherige
Kalibrierung der unterschiedlichen Niveaustufen esudann im Versuchsablauf méglich, das
Gefal3 definierten transmuralen Dricken auszuset@en.Pipette am distalen Ende des
GefalRes wurde mittels eines Luer-Stopfens verssbigsso dass das Austreten von
Flussigkeit verhindert wurde.

Das Schlauchsystem wurde an einer Stelle mit éilenen horizontalen Luftblase gefullt,
um die Kontrolle Uber einen eventuellen Fluss dudels Gefal? wahrend des laufenden
Versuches zu ermdglichen. Es wurde dazu eine Qlespiin das Schlauchsystem eingefiihrt
und in eine waagerechte Position gebracht. Durcimd&iaing der Luftblase innerhalb der
Pipette oder dartiber hinaus, wurde ein undichtdalGangezeigt. Flissigkeitswanderungen,
die durch physiologisch bedingte Filtration erfelgtund damit eine minimale Bewegung der
Luftblase bewirkten, wurden toleriert. Grol3ere Bigkeitsverschiebungen dagegen waren als

Abbruchkriterium des Versuches definiert.
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Abbildung 2-3: Schematische Darstellung der isabaxé&ersuchsanordnung; Abbildung
modifiziert nach E.Uhlig ,Modulation der myogeneredktion kleiner Arterien durch den
Kaliumkanalblocker BDS-1" (2010).

Zu Beginn des Versuchs wurde das Gefal3 einem Dvook80mmHg ausgesetzt. Dieser
Druckveranderung folgte eine Anderung des GefaReeolsl in seiner Ausdehnung in
Langsrichtung als auch im Durchmesser. Mit HilfeegiMikrometerschraube, die am Ende
der einen Pipette sal3, wurde das Gefald vorsichtigdngsrichtung gestreckt, so dass es
wieder einen geraden Verlauf einnahm.

Nach der beschriebenen Einstellung des Druckes evdre Messkammer und mit ihr das
Gefal3 auf eine Temperatur von 37°C gebracht. Diedefgte tUber eine in die Messkammer
integrierte Heizung. Diese Aufwarmphase war audicbkeitig eine Beruhigungsphase fur

das Gefal3 unter dem Druck von 80mmHg. Die Phasadetvischen 20 und 30 Minuten, in



denen keine weiteren Veranderungen der aul3erem@etien getatigt wurden. Wéahrend der
Erwarmungsphase dilatierte das Gefal, um danaeime Kontraktionsphase Uberzugehen.
Dieses entsprach der Einstellung des spontanenengoglonus. Eine ca. 15 bis 20-minutige
Stabilisierungsphase schloss sich an.

Zur Fortsetzung der Versuchsreihe mussten einigauésetzungen erfillt sein. Dazu gehorte
u.a. die ausreichende Entwicklung des soeben hebehen myogenen Tonus, wobei ein
Kriterium das Erreichen einer Kontraktion des GefBuf weniger als 85% des maximalen
Durchmessers ist. Der maximale Durchmesser desfR@gfévurde am Ende eines jeden
Versuchs mittels kalziumfreier Lésung bestimmt. Désiteren wurde die Funktionalitat des
GefaBes mittels Agonisten Uberpriift. Es wurde Ueere Pipette 18M Acetylcholin
hinzugegeben, um die Funktion des GefalRendothelsbegorifen. Bei intaktem Endothel
kommt es direkt nach Gabe des Acetylcholins zurem#standigen Dilatation des Gefal3es.
Je nach Versuchsprotokoll konnte man mit dieserhblig# auch das funktionelle Entfernen
des Endothels uberprifen: hierbei blieb dann digkBen nach Applikation von Acetylcholin
aus. Die Fahigkeit der glatten Muskulatur zur Kaktion wurde mit der Applikation von
10’M Noradrenalin tberpriift, welches zu einer Konti@ktum mindestens 20% filhren

sollte.

Bei der Auswertung der Versuche wurde zur Bestingndaer myogenen Konstriktion der
aktive GefalRdurchmesser ins Verhaltnis zum maxidiitierten Gefal3durchmesser bei
80mmHg gesetzt

[normalisierter Durchmesser = gigdianaxsommng-
Hierbei ist diax der aktuell gemessene Durchmesser unga.gdigmngder maximal dilatierte
Durchmesser des Gefal3es bei 80mmHg.
Um die GefalRreaktion bei unterschiedlichen Drickengleichen zu kénnen, wurde der
myogene Tonus verwendet. Dieser stellt den Gef&fddwesser (dig) zu einem bestimmten
Zeitpunkt im Verhdaltnis zum maximalen Durchmessdiaf,), der bei vollstandiger
Dilatation in kalziumfreier Lésung bei gleichem Bkugemessen wurde, dar.

[Myogener Tonus = 1 — digdiamay.
Daraus resultierend kann man den myogenen Inddxrimasen. Der myogene Index definiert
sich als relative myogene Konstriktion bezogen dief dabei erfolgte Druckanderung. Er
beschreibt den Anstieg des Zusammenhangs zwisclmeok Dund Durchmesser; bei den
Versuchen der vorliegenden Arbeit bei den Drucksgein von 10 auf 40mmHg, 40 auf
80mmHg und von 80 auf 120mmHg. Ein positiver Wess dndex stellt eine Dehnung des



GefalRes bei Druckanstieg dar, ein negativer Wegt zsne Kontraktion des GefalRes bei
Druckanstieg.

[Myogener Indexo .40 = (diay/diago — 1) /AP10-4q]

[Myogener Indexo.s0 = (diaso/diaso — 1) /APao-50]

[Myogener Indexo 120 = (diazoddiago — 1) / APgg 124
hierbei ist digg der Durchmesser bei 10mmHg, gdider Durchmesser bei 40mmHg, dider
Durchmesser bei 80mmHg, ¢ig der Durchmesser bei 120mmHQgP ist die jeweilige
Druckanderung.
Zur Abschatzung der Wirkung der myogenen Gefallimadm auf den funktionell wichtigen
Blutfluss wurde der relative Fluss bei einem bestten Druck ermittelt. Dieser stellt den
Fluss bei einem bestimmten Druck ins Verhaltnis igndiesem Druck maximal moglichen
Fluss im voll relaxierten Gefaf3 und errechnet sigh:

[relativer Fluss = dig:/diamax]
Dabei ist digx der aktuelle Durchmesser und gliader maximale Durchmesser bei ein und
demselben Druck.
Um zu ermitteln, wie gut die Autoregulation des tBlisses bei Erhéhung des Drucks
ausfallt, wurde der Flussindex ermittelt. Ein Flodex von 1 zeigt dabei eine perfekte
Autoregulation an, d.h. einen konstanten BlutflossDruckanderung.

[Flussindexo_40= (1-(((40*diay’)/(10*diasg"))-1)/((40-10)/10))]

[Flussindexo_.go= (1-(((80*dias’)/(40*diayg"))-1)/((80-40)/40))]

[Flussindexo_.120= (1-(((120*diaq’)/(80*diags’))-1)/((120-80)/80))],
wobei digo der Durchmesser bei 10mmHg, diger Durchmesser bei 40mmHg, fdiaer
Durchmesser bei 80mmHg und gigder Durchmesser bei 120mmHg ist.

2.3.5.2Isometrische Messung

Nach dem Befestigen des Gefalles in der Messkammetewdiese zum Versuchsplatz
gebracht. Dort wurde sie an einen PC angeschlossdnmittels einer Pipette wurden im
Versuchsverlauf die zu prifenden Pharmaka zugegdbese wurden ebenfalls immer in
einem Verhaltnis von 1:100 appliziert.

Zu Beginn der Versuchsreihe wurde das Gefald aufC3gfebracht. Nach einer
Beruhigungsphase wurde das Gefal3 verschiedenesleradDehnungen ausgesetzt, um so
eine Vorspannung zu ermitteln, die 90% des Durckerasentsprach, welches das Gefal3 bei
einem transmuralen Druck von 100mmHg gehabt h&teeh Abschluss dieser Prozedur



wurde auch bei dieser Messmethode eine Funktiateitifung des Gefal3es durchgefuhrt.
Dazu wurde der Messkammer Serotonin in einer Kamagéon von 10M hinzugefiigt, um
eine Zunahme der Wandspannung der Gefal3e zu beebablach einer weiteren Gabe von
Serotonin mit einer Konzentration von™ wurde eine Kontrolle mit einer Konzentration
von 10’M veranlasst. Wahrend dieser Reaktion wurde im ktaxn der GefaRkontraktion
Acetylcholin in einer Konzentration von ®® hinzu gegeben. Dieses erfolgte zur
Uberpriifung der Funktionalitat des Endothels, édusktionsfahig, wenn sich das GefaR
dilatiert, d.h. die Wandspannung abnimmt. Je naetsdchsprotokoll war dieses erwiinscht
oder auszuschliel3en. Daraufhin konnte mit dem \é&isablauf begonnen werden.

Um diese Versuche auszuwerten, wurde die normdési®andspannung verwendet, d.h. alle
Werte der aktuellen Wandspannung sind im Verhaltis maximalen Wandspannung des
GefalRes dargestellt, welche am Anfang eines jedesunigkes bestimmt wurde.

[normalisierte Wandspannung = WandspangiiVgandspannung]
2.3.6 Chemikalien

Fur die Untersuchungen wurden verschiedene Cheigkalon verschiedenen Herstellern
verwendet:
von Sigma

» Acetylcholin

* Noradrenalin

* Serotonin

e 4-AP

* Linopiridine
von Merck

» Salze fur die beschriebenen Versuchs- und Prapasifisungen
von Research Biochemical International

* Phentolamin

* Propanolol
von Tocris

o XE991

« DEA-NO



2.3.7 Statistik

Alle Angaben der Daten verstehen sich als MittelweBtandardfehler (SE). Pro Ratte wurde
jeweils nur ein Gefald verwendet, so dass das nAgeahl der Tiere entspricht. Die
statistische Analyse wurde mit Hilfe von SPSS I6rOVindows erstellt. Es wurden folgende
Tests angewandt: t-Test, repeated measures ANOVA ane-way ANOVA. Zur

Bestimmung der Signifikanzgrenze wurde eine Irrtwatsrscheinlichkeit von p = 0,05

zugrunde gelegt.



3 Ergebnisse

3.1 Die Aktivitat von KCNQ-Kanélen in GefalRen mit myogenem Tonus

Die Annahme dieser Arbeit besteht darin, dass KGM@Qale die myogene Reaktion von
GefalRen modulieren kdnnen und somit missten sigef@l3en mit einem myogenen Tonus
aktiv sein. Das bedeutet, dass Inhibitoren der K&fd@ale den Gefalldurchmesser
beeinflussen kdnnen, wenn den Gefal3en unter isol2edingungen die Ausbildung eines
stabilen myogenen Tonus ermdglicht wird. Diese Mégtmg soll in diesem Abschnitt der
Arbeit durch die Gabe der KCNQ-Inhibitoren XE99urinopiridin untersucht werden.

Dazu wurden Dosis-Wirkungskurven fur die SubstanX&991 und Linopiridin bei einem
transmuralen Druck von 80mmHg bestimmt. XE991 ayiewine konzentrationsabhangige
Verringerung des GefalRdurchmessers, die jedoclldrehdchsten getesteten Konzentration
von 10°M teilweise riicklaufig war (n=8; p<0,05 im Konzeationsbereich von 1*10 bis
3*10°M) (Abb. 3-1). Diese Daten erlauben es auch, €inelie weiteren Versuche geeignete
Konzentration der Inhibitoren, d.h. eine Konzentrat bei der nicht-selektive Effekte

unwahrscheinlich sind, zu bestimmen.

1*107 3*107 1*¥10°6 3*10°¢ 1*10°3 3*¥105  [XE991] (M)
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Abbildung 3-1 Wirkung von XE991 auf den Durchmesstar A. gracilis bei einem
transmuralen Druck von 80mmHg.

Wie die Abbildung 3-1 zeigt, steigt mit zunehmen#@nzentration von XE991 zunachst
auch die durch den Inhibitor hervorgerufene Vermag des Durchmessers der verwendeten

Arterie. Die grofite Kontraktion konnte bei einerrigentration von 1* 18M erreicht werden.



Die né&chst hoher gewahlte Konzentration zeigte ged@ine im Vergleich zu den
vorangegangenen Konzentrationen geringere Andeda&sgDurchmessers. Dies weist auf
eine unspezifische Wirkung von XE991 bei hohen Kmationen hin. Deshalb wurde fir
die in den nachsten Abschnitten beschriebenen Weeseine Konzentration von 3*f®1
XE991 verwandt. Die Wirkung von XE991 ist reversibe

Zur Absicherung des Befundes mit XE911 wurde aueh aiveite KCNQ-Kanal-Inhibitor,
das Linopiridin, untersucht. Wie Abbildung 3-2 zotmeehmen ist, steigt mit zunehmender
Konzentration der Substanz auch die durch dieseohggrufene Kontraktion des GefalRes
(n=6; p<0,01). Die groRte Kontraktion konnte mitr déonzentration 1*10M erreicht

werden. Auch die Wirkung von Linopiridin ist revirsl.
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Abbildung 3-2 Wirkung von Linopiridin auf den Duntiesser der A. gracilis bei einem
transmuralen Druck von 80mmHg.

3.2 Wirkung von XE991 und Linopiridin auf isometrische Praparate der
Gefalie

Die Mehrzahl der bisher publizierten Versuche, dieh einer ahnlichen Fragestellung
zugewandt hatten und deshalb fur die Einordnunghdererhobenen Befunde wichtig sind,
wurde an isometrischen Gefal3praparaten erhobemalbesurde der Effekt von XE991 und
Linopiridin auch an isometrischen Praparaten, daerdieser Arbeit untersuchten Gefale
bestimmt. Die Wirkung von XE991 auf die Wandsparmdas Gefal3es ist in Abbildung 3-3



dargestellt. Mit zunehmender Konzentration der &urizstritt eine groRere Wandspannung im
GefalR auf (n=7; p<0,01). Der Effekt von XE991 wadqgch im Vergleich zur maximalen

Wandspannung relativ klein.
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Abbildung 3-3 Wirkung von XE991 auf die Wandspanguaier A. gracilis.

In der folgenden Abbildung 3-4 ist die Wirkung d€SNQ-Kanal-Inhibitors Linopiridin auf
das Gefald gezeigt. Die Wirkung des Linopiridins denlich der des XE991. Die grofdte
Wandspannung wurde hier bei einer Konzentrationdf*M gemessen.
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Abbildung 3-4 Wirkung von Linopiridin auf die Wargsnnung der A. gracilis.



3.3 Die myogene Reaktion

Bevor die Modulation der myogenen Reaktion durciNKEKanéale untersucht werden kann,
soll die myogene Reaktion der A. gracilis beschetelwerden. Dafir wurden die Gefalie
stufenweise Driuicken von 10 bis 120mmHg ausgedesztvurden zwei Versuchsreihen mit
einander verglichen. Die erste wurde in physioldges Losung durchgefiihrt, die zweite
Versuchreihe dagegen in kalziumfreier Losung. Duddn Kalziummangel werden die

kontraktilen Filamente an der Interaktion gehindextdurch die rein passiven Eigenschaften
der Gefal3e bestimmt werden konnten. Wie die Abbdd8-5 zeigt, reagieren die Gefalie bei
Erhdéhung des Druckes von 10 auf 40mmHg mit einé&at&tion, die jedoch geringer als beim
passiven Gefal ausfiel. Erhéht man den Druck weitsgiert das Gefald zunehmend mit
einer Kontraktion. Dadurch entsteht ein deutlicHénterschied der druckabhangigen
Durchmesserwerte zwischen den Gefal3en in physsadbgr und kalziumfreier Losung

(n=17; p<0,001). Fur die nachfolgenden Versuche d&unur physiologische Ldsung

verwandt, da nur die aktiven Eigenschaften des&sf&on Interesse waren.
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Abbildung 3-5 Wirkung des transmuralen Drucks aeh durchmesser der A. gracilis. Es
erfolgte die Bestimmung des Durchmessers unteermstudiser Erhohung des Druckes in
kalziumfreier (C&'-frei) sowie in physiologischer (con) Lésung. DenrBhmesser wurde auf
den Durchmesser von 80mmHg in kalziumfreier Losnognalisiert.



3.4 Modulation der myogenen Reaktion durch Blockade derKCNQ-
Kanale

3.4.1 Hemmung der Kanale durch XE991

Wie unter 3.1 ermittelt, wurde fiir diese VersuchHe9¥1 in einer Konzentration von 3*2
eingesetzt, um einerseits die KCNQ-Kanale weitgdhen blockieren aber andererseits
unspezifische Effekte so klein wie mdglich zu halte

Die Abbildung 3-6 zeigt, dass die GefalRe in Anwas#nvon XE991 schon bei niedrigem
Druck einen verringerten Durchmesser aufweisens@®i8efund findet sich auch bei héheren
Dricken, so dass die Gefal3e unter der BlockadeK@&tQ-Kanale bei jedem applizierten
Druck kleinere Durchmesser aufweisen als in dertkdtigruppe. Die Druck-Durchmesser-
Kurve ist zu niedrigeren Durchmesserwerten hinalesben (n=12; p<0,001).
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Abbildung 3-6 Reaktion der A. gracilis auf Druck@&ngngen in Anwesenheit (XE) und
Abwesenheit (con) des KCNQ-Kanal-Inhibitors XE9Q®le Durchmesser sind auf den
Durchmesser des Gefal3es bei 80mmHg in kalziumfigisung normalisiert.

In der folgenden Abbildung 3-7 ist der myogene Tomler Gefadl3e beim jeweiligen
intraluminalen Druck dargestellt. Wie aus ihr zunemmen ist, ist der myogene Tonus bei
Hemmung der KCNQ-Kanale mittels XE991 grofRer alsder Kontrollgruppe (n=12;
p<0,001).
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Abbildung 3-7 Myogener Tonus der A. gracilis in Aesenheit (XE) und Abwesenheit (con)
des KCNQ-Kanal-Inhibitors XE991.

Um zu ermitteln, ob auch die Tonusveranderung iakiRen auf eine Erh6hung des Drucks in

Anwesenheit des KCNQ-Kanal-Inhibitors anders al$eurKontrollbedingungen ausfallt,

wurde der myogene Index fur die Druckspringe vonal® 40, 40 auf 80 und 80 auf
120mmHg ermittelt. Die Abbildung 3-8 zeigt, dase dnit XE991 behandelten GefalRe im

Vergleich zur Kontrollgruppe gleiche Werte flr demyogenen Index aufweisen (n=12;

p=0,88).
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Abbildung 3-8 Myogener Index der A. gracilis furugkspringe von 10 auf 40, 40 auf 80
und 80 auf 120mmHg in Anwesenheit (XE) und Abwesd@niicon) des KCNQ-Kanal-
Inhibitors XE991.



Da Durchmesseréanderungen von Gefal3en in vivo zénderungen des Blutflusses fuhren,
der die entscheidende GroR3e fur die Blutversorgringelner Organe ist, wurde der relative
Fluss bei verschieden Dricken bestimmt. Wie au\dbildung 3-9 zu entnehmen ist, ist der
relative Fluss der A. gracilis, die mit XE991 betiahh wurde, bei jedem appliziertem Druck

geringer als der der Kontrollgruppe (n=12; p<0,001)
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Abbildung 3-9 Relativer Fluss in der A. gracilisAmwesenheit (XE) und Abwesenheit (con)
des KCNQ-Kanal-Inhibitors XE991.

Um zu ermitteln, wie gut die Autoregulation des tBlusses bei Erhhung des Drucks ausfallt
und inwieweit die Anwesenheit des KCNQ-Kanal-Intobs einen Einfluss auf die
Autoregulation des Flusses hat, wurde der Flussgifigtedie Druckspringe von 10 auf 40, 40
auf 80 und 80 auf 120mmHg ermittelt. Veranschatheind dies durch die Abbildung 3-10,
die den Flussindex der A. gracilis mit und ohne Rtving von XE991 darstellt. Es zeigt sich,
dass bei hoheren Dricken der Flussindex ndher amt Wdiegt, der eine perfekte
Autoregulation des Blutflusses anzeigt. Dabei destragren die mit XE991 behandelten
GefalRe im Vergleich zur Kontrollgruppe gleiche Veédiir den Flussindex (n=12; p=0,97).
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Abbildung 3-10 Flussindex der A. gracilis fur Drggklinge von 10 auf 40, 40 auf 80 und 80
auf 120mmHg in Anwesenheit (XE) und Abwesenheitnjcdes KCNQ-Kanal-Inhibitors
XE991

3.4.2 Hemmung der Kanale durch Linopiridin

Um den Einfluss des KCNQ-Kanals auf die myogenendnt weiter zu untersuchen, wurden
weitere Versuche durchgeftihrt, in denen dieser lombpiridin gehemmt wurde. Wie
ebenfalls unter 3.1 ermittelt, wurde fir diese Viehg Linopiridin in einer Konzentration von
1*10*M verwandt. Die Abbildung 3-11 zeigt, dass die @efaunter Anwesenheit von
Linopiridin schon bei niedrigen Driicken einen vegerten Durchmesser aufweisen. Dies
findet sich auch bei hoheren Driicken. So zeigtAbbildung 3-11 bei jedem appliziertem
Druck eine starkere Konstriktion des GefalRes unitdribition des KCNQ-Kanals im

Vergleich zur Kontrollgruppe (n=5; p<0,01).
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Abbildung 3-11 Reaktion der A. gracilis auf Druck&mungen in Anwesenheit (Lin) und in
Abwesenheit (con) des KCNQ-Kanal-Inhibitors Linagin. Alle Durchmesserwerte sind auf
den Durchmesser des GefalRes bei 80mmHg in kalzienic6sung normalisiert.

Die Auswirkungen der Substanz Linopiridin auf deyogenen Tonus werden in Abbildung

3-12 veranschaulicht. Es wird der myogene Tonusnbeweiligen intraluminalen Druck

dargestellt. Wie aus der Abbildung zu entnehmemistl der myogene Tonus unter Wirkung

von Linopiridin in allen Druckbereichen verstarked; p<0,01).
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Abbildung 3-12 Myogener Tonus der A. gracilis inwesenheit (Lin) und Abwesenheit (con)

der KCNQ-Kanal-Inhibitors Linopiridin.



Im Weiteren wurde auch die Tonusverdnderung fur @efalRe bei Anwesenheit und
Abwesenheit des KCNQ-Kanal-Inhibitors Linopiridimtersucht. Die folgende Abbildung 3-
13 zeigt den myogenen Index fiur die Druckspringe 10 auf 40, 40 auf 80 sowie 80 auf
120mmHg. Im Vergleich zur Kontrollgruppe reagierasd Gefald mit einer gleichen
Tonuséanderung (n=5; p=0,18).
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Abbildung 3-13 Myogener Index der A. gracilis furugkspringe von 10 auf 40, 40 auf 80
sowie 80 auf 120mmHg in Anwesenheit (Lin) und Abemdwit (con) des KCNQ-Kanal-
Inhibitors Linopiridin.

Wie auch bei der Inhibition des KCNQ-Kanals mitt§l§991, wurde auch hier der Effekt auf
den Blutfluss der Gefal3e untersucht. Dieser istdén A. gracilis, die mit Linopiridin
behandelt wurde, bei jedem applizierten Druck ggmirals der in der Kontrollgruppe (n=5;
p<0,001).
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Abbildung 3-14 Relativer Fluss in der A. gracilis Anwesenheit (Lin) und Abwesenheit
(con) des KCNQ- Kanal-Inhibitors Linopiridin.

Zur Verdeutlichung der Flussreduktion und desseawiikungen auf die Autoregulation des
Flusses in Anwesenheit des KCNQ-Kanal-Inhibitoradgiridin, ist in Abbildung 3-15 der

ermittelte Flussindex fur die Druckspringe von 19 40, 40 auf 80 und 80 auf 120mmHg
dargestellt. Die Abbildung 3-15 zeigt den Verglerit der Kontrollgruppe. Es zeigt sich,
dass bei hoheren Drucken der Wert naher bei 1, kegjther fir eine perfekte Autoregulation
sprache. Es wurde auch klar, dass die Linopirdimbdelten Gefal3e im Vergleich zur

Kontrollgruppe @hnliche Werte fur den Flussindefaisen (n=5; p=0,45).
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Abbildung 3-15 Flussindex der A. gracilis fur Drggkiinge von 10 auf 40, 40 auf 80 sowie
80 auf 120mmHg in Anwesenheit (Lin) und Abwesenfenn) des KCNQ-Kanal-Inhibitors
Linopiridin.



4 Diskussion

4.1 Diskussion der Methodik

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit basierenlntersuchungen an isobaren und teils
isometrischen Gefal3praparaten. Wie im Kapitel Malteund Methoden im Detail
beschrieben ist, wird im isobaren Fall ein Gefafarat auf zwei Kapillaren aufgezogen. Der
Vorteil dieses Versuchsaufbaus liegt darin, dastieeMdglichkeit bietet, die dilatativen und
kontraktilen Eigenschaften des Praparates direkbenbachten. Vergleicht man die isobare
und die isometrische Versuchsmethode, werden Utiexde in den Ergebnissen sichtbar
[Schubert und Mulvany, 1999]. So ist die Depoldrain isometrischen Praparaten nach
Applikation von Noradrenalin in einer Konzentratimon 10°M 2,6 mal starker als in
isobaren [Schubert et al., 1996]. Ein anderes Baidperfur ist das starker depolarisierte
Membranpotenzial unter isobaren VersuchsbedingungenGrund hierfir kann die hdohere
Wandspannung sein, die bei isobaren Praparatenewsdht [Schubert, 2005]. Um
Versuchsergebnisse angemessen interpretieren zekdmuss man die Unterschiede der
einzelnen Versuchsaufbauten berlcksichtigen. Dhbaien Praparate kommen der in vivo
Situation viel naher. Die GefalBwand ist zirkulargeordnet, im Gegensatz zu den
isometrischen Praparaten, wo die zwei GefaRwanaeh flaufeinander liegen und zwei
Schichten bilden. In diesem Fall ist es fur daséBefehr schwierig den GefalRdurchmesser
relevant zu verandern, wie es unter isobaren Bediggn Ublich ist. Die letztgenannten
Bedingungen kommen den physiologischen Bedingurten Gefal3systems sehr nahe und
das Gefald kann dabei auch einen spontanen myodgeoewms ausbilden. Ein weiterer
wichtiger Punkt ist die Intaktheit des Endothels. Versuch mit isometrischen Préparaten
werden durch das Gefalllumen zwei Dréhte geschoeselbst unter duf3erster Vorsicht das
Endothel verletzen koénnen und damit die Funktiors déndothels verandern. Bei
Experimenten an isobaren Préaparaten bleibt dastBeldanbeeinflusst. Es existieren weitere
Unterschiede, jedoch soll nur noch einer hier gaharerden: der isobare Aufbau ermdglicht
das separate Applizieren von Substanzen sowohl denSeite der Adventitia als auch
intraluminal. Beim isometrischen Aufbau erfolgt dMpplikation immer von beiden Seiten
also von intraluminal sowie von auf3en zugleich. Mige ist dies zum Beispiel bei der
Applikation von Phenylephrin, welches in einer ggeren Konzentration von der Adventitia
aufgenommen wird. Auf Grund der genannten Punktel@ruisobare Praparate als adaquate
Methode zur Bearbeitung der meisten Fragestelludgerorliegenden Arbeit ausgewahlt.



Weiterhin spielt die gewdahlte Versuchslosung eimehtige Rolle, die normale extrazellulare
Bedingungen simulieren soll. Unter in vivo Bedingan spielen Anderungen des
extrazellularen pH-Wertes eine grof3e Rolle fur &imstellung des Durchmessers der
kleineren GefaRe und die Aktivitdt der glatten Melgkllen in diesen GefalRen.
Vorherrschend ist das Natriumbicarbonat-Puffersydta Korper. Hier zerfallen zwei HGO
Molekile zu HO und CQ. Unter den beschriebenen Versuchsbedingungen wilasl€CQ
jedoch die Versuchskammer verlassen und deshath \éemdnderung des pH folgen. Um
einer Anderung des pH-Wertes vorzubeugen, konnte di& Kammer mit einem Gemisch
von CQ und Q begasen. Dieses fuhrt jedoch zu Ungenauigkeitenideomikroskopischen
Messungen des GefalRdurchmessers, wenn sich Gdmhidan die Gefallwand extraluminal
ansetzen. Wéahrend der Versuche fur diese Arbeitlevein anderes Puffersystem verwand
und zwar ein bicarbonatfreies, das mittels HEPERuffert wurde. Initiale Versuchsreihen
zur Gleichwertigkeit der genannten Puffersystemigtee auf, dass das Kontraktions- als
auch das Relaxationsverhalten der kleinen Gefaghdias verwendete Puffersystem nicht
beeinflusst wird.

Beim Applizieren, der in den Versuchen benutztebhstanzen, wurden tblicherweise hbéhere
Konzentrationen als die Zielkonzentration verwandh eine Zugabe zur Badldsung ohne
Veranderung der anderen Bestandteile der Badlosunge Eigeneffekte der Losungsmittel
zu ermdglichen. Eine homogene Vermischung der \¢addsung mit den applizierten
Substanzen wurde mittels Mischung durch eine Ripatteicht. Hierbei wurde die Substanz
appliziert und danach dreimal ein Teil der Verslithisng vorsichtig ein- und auspipettiert.
Ein Nachteil dieser Methode ist die relativ langauBr der Mischphase sowie, bei
unvorsichtigem Pipettieren, die mechanische Maalpuh des Gefalies. Diese Fehlerquellen
konnten jedoch bei ausreichender Routine umgangaden. Eine alternative Methode der
Vermischung der zu applizierenden Substanzen mivVdesuchslésung ist die Begasung der
Messkammer. Hierbei wird durch den Strom des GaéesSubstanz gleichmallig in der
Kammer verteilt. Der Nachteil der Begasung ist gdowie weiter oben erwéhnt, das
Auftreten von Gasblaschen in der Kammer. DiesedBks konnen sich an das Gefal3praparat
anlegen und damit zu einer Stérung der MessungGid#alRdurchmessers fuhren. Fir die
vorliegende Arbeit wurde auf Grund der oben geremrRunkte auf eine Begasung des
Praparates verzichtet und auf die Durchmischund.dsung mittels Pipette zurtickgegriffen.
Ein weiteres wichtiges Kriterium fur verlasslicheerguchsergebnisse ist die korrekte
Praparation der Arterien. Durch dieses werden dietrektilen Eigenschaften der glatten

Muskelzellen und intakte Endothelzellen erhaltereriBrungen der Gefal3e mit dem



Praparationsinstrumentarium oder Dehnung der GefdlRBlngitudinaler Richtung sollte
moglichst vermieden werden. Um das Gefald zu schomemde in gekihlter Lésung
prapariert. Fur den Nachweis der funktionellen Rtitait eines Gefaldes wurden zunachst
folgende Kriterien aufgestellt: bei einem Druck vBAmmHg musste sich ein myogener
Tonus ausbilden, der aus einer Kontraktion von esbtehs 15% bezogen auf den
Maximaldurchmesser bestand. Weiterhin sollten sth Gabe von 1 Noradrenalin die
GefaBe um mindestens 20% kontrahieren und nachikagiph von 1M Acetylcholin
vollstandig dilatieren. Gefal3e, die diese Bedingumgicht erfullten, wurden in den
Versuchen nicht verwendet.

Kleinere GefalRe unterliegen in vivo auch dem EBs¥leines intakten Endothels. Das
Endothel wird aktiviert durch den Blutfluss, dee direisetzung verschiedener Transmitter
aus dem Endothel bewirkt. In dieser Arbeit wurdém dersuche ohne aktiven Gefalifluss
durchgefuhrt, um eine Aussage unabhangig von dReaktion des Endothels tatigen zu
konnen. Hierzu war es wichtig bei der Praparaties du untersuchenden Gefal3abschnittes
einen Abschnitt ohne Gefal3abgange zu erhalten.eviietwurde durch den Versuchsaufbau
selbst kein Fluss durch das GefaR erzeugt. Ubenpriifie dieses durch eine Luftblase, die in
das Schlauchsystem, welches die Arterie mit desdRla zur Druckregulierung verband,
eingebracht wurde. Nur Gefal3e, bei denen kein Hhagsefald beobachtet wurde, durchliefen
den Versuch.

Unter in vivo Konditionen unterliegt die GefaRanttvonter anderem einem pulsatilen Druck.
Im Gegensatz hierzu wurde in dieser Arbeit mit gingtatischen Drucksystem gearbeitet.
Hierbei wurde jedoch vernachlassigt, dass kleineegdRe wie z.B. Koronararterien des
Schweins unter Applikation eines pulsatilen Druclease endothelunabhangige Dilatation
aufweisen [VanBavel et al., 1996]. In dieser Arb&murde auf einen vereinfachten
Versuchsaufbau zuriickgegriffen, um eine moglictetekAussage treffen zu konnen. Jedoch
ist die direkte Ubertragbarkeit der Ergebnisse Aldeit auf in vivo Bedingungen noch im
Detail zu klaren.



4.2 Die Wirkung der KCNQ-Kanal-Inhibitoren XE991 und Li nopiridin
auf den myogenen Tonus kleinerer Gefalde

4.2.1 Verteilung der KCNQ-Kanéale in den Gefal3betten

Zundchst muss erwdhnt werden, welche KCNQ-Kanaétfanilie sich in welchem
Organsystem oder Gefal3bett befindet. Sanguinedti eeigten in ihren Versuchen 1996, dass
sich KCNQ1 (K7.1) vorwiegend im Bereich der kardialen Myozytamdén lasst. KCNQ2
bis KCNQ5 (K/7.2-K,7.5) wurden von Jentsch vorwiegend dem Nervensygiggeordnet.
Mutationen in den KCNQ-Genen kann zur Ausbildungn varrhythmie, Epilepsie sowie
Taubheit fuhren [Ng et al., 2010]. Weiterfuhrenderduchsreihen an GefalRbetten von
verschieden Nagetieren erbrachten den Nachweis WONQ-Genen auch im
Kreislaufsystem. Hier zeigte sich vorwiegend digiession von KCNQ1 und KCNQ4 sowie
von Varianten von KCNQ5. Mehrere Arbeitsgruppenrachten den Nachweis, dass diese
KCNQ-Kanéle in den glatten Muskelzellen exprimiedrden. So zeigten Ohya et al. in ihrer
2003 veroffentlichten Arbeit, dass KCNQL1 in der tA&tvene der Maus vorkommt. Weitere
durch Yeung et al. durchgefiihrte Untersuchungegtee] dass diverse Gefal3systeme der
Maus KCNQ1, KCNQ4 und KCNQ5 exprimieren, wie z.Be dhorakale Aorta, die A.
carotis, die A. femoralis und die MesenterialagerfYeung et al., 2007]. Somit kann gesagt
werden, dass die KCNQ-Kanale in nahezu allen Gefiéifi vorkommen und sie mutmalfilich

an der Regulation der Kontraktilitdt der glatterfdBenuskulatur beteiligt sind.
4.2.2 Inhibitoren der KCNQ-Kanalfamilie

Um die Beteiligung von KCNQ-Kanalen an der Aufrezhiltung des myogenen Tonus
sowie an der myogenen Reaktion zu untersuchen,emurdder vorliegenden Arbeit mittels
der Wirkstoffe XE991 und Linopiridin, die KCNQ-Kalegblockiert und die dadurch bewirkte
Beeinflussung des myogenen Tonus und der myogereaktiBn am Beispiel kleinerer
SkelettmuskelgefaBe bestimmt. Generell gilt, bledki man spannungsabhéngige
Kaliumkanale kommt es zu einer Verhinderung descBilusses von Kaliumionen durch den
blockierten Kanal aus der Zelle heraus. Dies lds ®epolarisation der Zelle aus und fuhrt
damit zu einem erhdhten Kalziumeinstrom durch spagsabhangige Kalziumkanéle in die
Zelle, gefolgt von einer Kontraktion des GefaResspézifische Kaliumkanal-Inhibitoren wie
z.B. 4-AP fuhren zu einer solchen Reaktion. Dielén Literatur veroffentlichten Ergebnisse
zeigen am Beispiel von 4-AP, dass mit steigenderz€atration eines Kaliumkanal-Inhibitors
das Gefal3 verstarkt kontrahiert [Knot und Nels@&®5t Straub, Girouard et al., 2009]. Dieser



Effekt ist an mehreren Gefal3en beobachtet worddnruder Literatur gut beschrieben. Cox
zeigte aulRerdem in seinen Versuchen an der nagkttis Ratte eine Blutdruckerh6hung und
eine Erhohung des peripheren Widerstandes aufgeimet Konstriktion der Gefal3e nach
Applikation von 4-AP intravents [Cox, 2005]. 4-ABt ijedoch kein spezifischer KCNQ-
Kanal-Inhibitor.

Die beiden getesteten Substanzen der vorliegendasitAXEQ91 und Linopiridin, gelten als
spezifische KCNQ-Kanal-Inhibitoren [Jentsch, 20B@pbins, 2001]. Versuche von Wang et
al. 1998 zeigten, dass XE991 keine Wirkung aufidi¥enopus Oozyten exprimierten K2,
K\4.3, EAG1, ERG1 und ELK1 Kandle hat. Passmore.e2@03 zeigten in Versuchen mit
naturlichen KCNQ-Kanalen an dorsalen Stammgangkamnie et al. 2001 sowie Olivier et
al. 2003 an Vestibularzellen der Maus und Wistanmra&us, dass XE991 auf KCNQ2 und
KCNQ3 wirkt.

Analog zu den Untersuchung mit XE991 wurde auchsVene mit der Substanz Linopiridin
durchgefuhrt. Linopiridin galt als direkter Inhibit des M-Stroms. Es werden viele
Versuchsreihen in der Literatur erwahnt, in denémopiridin als eine leistungsférdernde
Substanz beschreiben wird, die die kognitive Leigtsteigert. So zeigten Schnee und Brown
in lhrer Arbeit, dass Linopiridin auf den M-Stronesd Hippocampus der Ratte inhibierend
wirkt [Schnee und Brown, 1998]. Der M-Strom war dahnst in peripheren Neuronen
beschrieben. Er gehdrt zu den langsamen aktivierendd deaktivierenden Kaliumkanéalen.
Wang et al. beschrieben, das KCNQ2 und KCNQ3 elf@raleinheit bilden kénnen, die den
M-Strom sehr &hnlich ist. Weiterhin untersuchtesy siass nur eine Kaliukmkanalklasse ein
ahnliches Profil wie der M-Strom aufbaut und daglis Gruppe der KCNQ-Kanéalen [Wang
et al., 1998]. In weiteren Versuchen wurde jdeoelwibsen, dass der M-Strom auch aus
unterschiedlichen Aufbauten von KCNQ1, KCNQ2, KCNKGNQ4 und KCNQ5 [Joshi et
al., 2006].

4.2.3 Wirkung von XE991 und Linopiridin auf KCNQ-Kanale

Bei der Applikation von XE991 in den Versuchen derliegenden Arbeit zeigte sich mit
zunehmender Konzentration eine Kontraktion des Rfd Ab einer Konzentration von
10*M wurde die Reaktion des GefaRes jedoch geringebeilder zuvor verabreichten Dosis.
Zu ahnlichen Ergebnissen kamen auch Joshi et @6 BOihren Versuchen zur Wirkung von
XE991 auf die Pulmonalarterie der Ratte. Dies waist eine unspezifische Wirkung der

Substanz in sehr hohen Konzentrationen hin.



Weiterhin wurde in dieser Arbeit der KCNQ-Kanal iloikor Linopiridin verwendet. Dabei
wurde zunachst auch hier eine Dosis-Wirkungskumstelt. In der vorliegenden Arbeit
konnten bei den genutzten Konzentrationen bis zif WD keine Hinweise auf eine
unspezifische Wirkung auf die Gefal3e gefunden werd&ie Mackie et al. in ihren
Versuchen mit glatten GefaBmuskelzellen der Mes@atdeterie zeigten, wirkt Linopiridin
kontrahierend auf die Zelle bei einer Konzentrataon 10uM. Eine Verdopplung der
Konzentration von Linopiridin bewirkt jedoch kein€erstarkung der Kontraktion der
Gefal3zelle [Mackie, Brueggemann et al., 2008]. Désst einerseits den Schluss zu, dass
Linopiridin keine unspezifischen Reaktionen an glatten Gefal3muskelzelle provoziert und
andereseits ab einer gewissen Konzentration dikufy von Linopiridin nicht verstarkt
werden kann. Weiterhin wurden von lhnen gezeigssdaicht in jedem Gefal3bett und bei
jedem Organismus die KCNQ-Kanéle auf die gleichese@/&unktionieren.

Versuche mit der patch-clamp-Technik an isolierggatten Muskelzellen zeigten den oben
beschriebenen Effekt der unspezifischen Reaktian XB991 jedoch nicht. So berichteten
Yeung und Greenwood in ihren Versuchsreihen, d&&9X und Linopiridin einen Ausstrom
von Kalium blockierten und das Ruhemembranpotenziatluzierten. In weiteren
Experimenten zeigten sie, dass sich unter XE991 biaepiridin die spontane Kontraktion
der Gefal3e erhohte. Somit demonstrierten sie,dla3sCNQ-Kanale eine wichtige Rolle bei
der Regulation der Erregbarkeit der glatten Gef&kmlzelle spielen [Yeung und
Greenwood, 2005]. Weiterhin zeigten sie in Versucimeit 4-AP und XE991, dass die
absolute Amplitude des Kaliumstroms reduziert wurdeese Ergebnisse weisen auf eine
Beteiligung von KCNQ-Kanélen an der Ausbildung eineyogenen Reaktion hin, jedoch
sind KCNQ-Kanéle nicht allein daran beteiligt. Véeltin besagt es, dass XE991 in héheren
Dosen (in Anlehnung an die Arbeit von Mackie unde&mwood, 2005) ab einer
Konzentration gro3er als 10uM, eine unspezifischiekidg auf Kaliuimkanale hat. Hier
werden dann auch andere Kanéle als die KCNQ-Kaarébécht und blockiert.

Weitere Arbeitsgruppen, wie zum Beispiel Mackie uBylon zeigten in ihren Versuchen,
dass XE991 in niedrigen Dosierungen als spezifisckaliumkanalinhibitor auf alle
Mitglieder der KCNQ-Familie wirkt. In héheren Dosiegen jedoch wird die Wirkung
unspezifischer und kann auch andere Kaliumkanésgcben [Mackie und Byron, 2008].

Um die Wirkung von XE991 auf die myogene Reaktiores Gefalies weiter zu untersuchen
wurde von Cotzee et al. eine Versuchsreihe in Aewesit von 4-AP durchgefuhrt. Spater
bauten Yeung et al auf diese Ergbnisse weitere¢bsseihen auf. Die These, dass trotzdem

die beiden oben genannten Substanzen als spegift€CiINQ-Kanal-Inhibitoren gelten, der



Effekt auf die myogene Reaktion auch von anderemmpngsabhangigen Kaliumkanéle
verursacht werden, wurden von ihnen untersuchtizdigvurde das Gefal3praparat zunachst
mit 4-AP stimuliert. Es zeigte sich eine Kontraktides Gefal3es. Nach einer gewissen Zeit
wurde dann eine bestimmt Konzentration von XE99izingefliigt und es zeigte sich eine
Verstarkung der Kontraktion. Zu einem ahnlichendbrgs kamen sie auch bei dem Versuch
mit einem kontinuierlichen Vorhandensein von 4-Abie Versuche wurden auch mit
Linopiridin durchgefuhrt und zeigten auch hier dderhalten analog zu XE991, eine
Verstarkung der Kontraktionskraft. Yeung et al.arstichten jedoch keine Kontraktion eines
Gefalies, sondern die Strome die nach Applikatiorsdéstanzen floRen. Auch sie kamen zu
den gleichen Ergebnissen. Somit ist die Aussages dacht alleine KCNQ-Kanale fur die
Ausbildung einer myogenen Reaktion verantwortliahdsbewiesen [Coetzee et al., 1999;
Yeung et al. 2005].

Die Allgemeingultigkeit der Wirkung von XE991 undnbpiridin in Bezug auf Gefal3e aus
verschiedenen Organen und Organsystemen (z.B. Addaenterium) wurde von Yeung et
al. hinreichend untersucht. Sie zeigten eine Kduigin samtlicher Gefale nach Applikation
von XE991 sowie Linopiridin [Yeung, Pecovsky et,aR007]. Selbst GefaRe des
Mesenteriums, die zunachst nicht auf XE991 und jiimdin reagierten, kontrahierten, sofern
sie eine Vorbehandlung mit Phenylephrin erhiel@ie. Wirkung von XE991 auf eine glatte
Muskelzelle wurde noch von weiteren Arbeitsgruppenersucht. Yeung und Greenwood
zeigten in ihrer Arbeit 2005 die Wirkung von XE9@if die Portalarterie der Maus. Sie
wiesen eine gesteigerte spontane Aktivitdt des &efan funktionellen Versuchen nach
sowie eine Depolarisation des Ruhemembranpotend&isZellen mit in der patch-clamp-
Technik. In dieser Arbeit wurde bei ErhOhung dernKentration auch eine starkere
Kontraktion der Gefal3e beobachtet.

Auch die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeige unspezifische Wirkung von XE991
ab einer Konzentration héher als 3®1BI. Firr die weiterfilhrenden Versuche wurde diese
Konzentration gewdahlt, so dass von einer spezéisctWirkung auf KCNQ-Kandle
ausgegangen werden kann. Es stellt sich die Fragiehe Funktion die KCNQ-Kanéle in
kleineren Gefallen haben. Und ob sie hier an dereglferhaltung der myogenen Reaktion
beteiligt sind?

So zeigten die Ergebnisse des isobaren Versuchaifider vorliegenden Arbeit eine
Verringerung des GefalRdurchmessers bei AnweserbeitXE991 fur alle untersuchten
Dricke im Vergleich zur Kontrollgruppe, d.h. einendhme des myogenen Tonus. Es zeigte

sich auch schon in niedrigen Druckbereichen eim&ler Gefalidurchmesser. Der myogene



Index, der ein Mal} fur die druckinduzierte Durchesgé&nderung ist, zeigte vor allem fur den
niedrigen Druckbereich, also den Drucksprung von da@f 40mmHg, eine relative
VergrofRerung des GefalRdurchmessers an. Wenn maén diaf Reaktion des Gefal3es in
Anwesenheit von XE991 mit der Kontrollgruppe verg, finden sich in etwa gleiche Werte
fur die Durchmesseranderungen. Der DurchmessermdesKE991 behandelten Gefalies
verandert sich ahnlich stark wie der des Kontrdéi§es. In hoheren Druckbereichen, also bei
Druckspringen von 40 auf 80 und von 80 auf 120mnadmten sich auch &hnliche Werte in
der Durchmesseranderung in Anwesenheit und Abwesevitn XE991. Hier trat jedoch ein
negativer myogener Index, also eine Verringerurg Dlerchmessers der Gefal3e, auf. Diese
Daten lassen darauf schlieBen, dass XE991 zwademufmyogenen Tonus wirkt und eine
Rolle bei seiner Einstellung spielt, nicht jedoeh shyogene Reaktion verandert.

Weitere Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zur Weise von XE991 an kleinen Skelett-
muskelarterien ist die Wirkung auf den Blutflussaudie Gefal3e. Durch den verringerten
Durchmesser der GefalRe nach Einwirkung von XE98jtezsich auch eine Verringerung des
Blutflusses durch das Gefal3. Diese wurde bei jedpplizierten Druck im Vergleich zur
Kontrollgruppe gefunden. Der daraus resultierendsdidex ist fur beide Gruppen ahnlich.
Der Index dient als MalR3 fir die myogene Autoredorateines Gefal3es. Ist dieser 1, gilt
dieses als perfekte Autoregulation. Wie die Ergedmidieser Arbeit fur die kleinen
Skelettmuskelarterien zeigen, ist im niedrigen Rhareich, zwischen 10 und 40mmHg, der
Flussindex um -2, also entfernt von einer perfekfamoregulation. Fur den hoéheren
Druckbereich, also zwischen 40 und 80 und 80 urtuht®Hg, nahert der Wert sich der 1 an.
Die Autoregulation der kleineren Gefal3e erfolgbatsden hoheren Druckbereichen besser.
Da weiterhin in dieser Arbeit die Wirkung von Linogdin auf den KCNQ-Kanal untersucht
wurde, zeigte sich bei der Applikation von Linopirdanalog zur Applikation von XE991,
ebenfalls eine Konstriktion des GefaRes und damitsérkerer myogener Tonus. Dieses
konnte man schon in den niedrigen Druckbereicherseln der Literatur wird die Substanz
jedoch als weniger potent als XE991 beschriebem Bt&ennt eine starkere Wirkung des
Linopiridins bei dem Drucksprung von 10 auf 40mmHBei den nachst hoheren
Druckspringen ist zwar ein kleinerer Durchmesser@efal3es zu verzeichnen, jedoch keine
starkere myogene Reaktion. Die Abbildung 3.12 tsthdls anhand des myogenen Tonus dar.
Allgemein kann man jedoch sagen, dass das Gefa? Lnftibition mit Linopiridin fur alle
Druckbereiche einen erhohten myogenen Tonus aufwesalog zur Applikation von XE991
hat Linopiridin einen Einfluss auf den myogenen d@nNach Applikation von Linopiridin

wirkte sich dieses analog zur Applikation von XE98dch auf den Fluss innerhalb des



GefalRes aus. In den niedrigen Druckbereichen 104@mimHg zeigte sich ein kleinerer
Blutfluss als bei der Kontrollgruppe. Jedoch naheroh die Kurven in den hoéheren
Druckbereichen bei 80 und 120mmHg an. Dieses zeigteauch in der Abbildung 3.15, in
der der Flussindex dargestellt ist. Die GefalRecheelmit Linopiridin behandelt wurden,
zeigen einen ahnlichen Flussindex wie die Konteddfge. Da Linopiridin im Vergleich zu
XE991 als der weniger potente Inhibitor der KNCQaKke gilt, kann auch unter Blockade
mit Linopiridin ein vollstandiges Ausbleiben der agenen Reaktion nicht beobachtet
werden. Die KCNQ-Kanéle sind beteiligt an der Aldlong einer myogenen Reaktion, sie
durfen aber nicht als Einzelakteure angesehen werde

Stellt man die hier in der Arbeit vorliegenden Brgeisse in den physiologischen Zusammen-
hang und in Bezug auf die Bedeutung der myogenakti®a fir einen Organismus, SO muss
man die KCNQ Kanéle als eine Art Schutzmechanismnsehen. Im physiologischen
Druckbereich, zwischen 80 und 120mmHg halten denkkren Skelettmuskelarterien den
Blutfluss einigermal3en konstant und lassen auf &der dilatierenden Wirkung der KCNQ
Kanéale einen ausreichenden Blutfluss zu. Diesesmstens wichtig, sollte es zu einem
Druckabfall kommen. Analog ist die Reaktion beiegiDrucksteigerung, dort reagieren die
kleineren Gefalde mit einer Verringerung des Gefédbunesser. Dieses fuhrt dann zu einer
Verringerung des Blutflusses, was wiederum zu e8erkung des Druckes fuhrt und damit
zu einer Stabilisierung der physiologischen Bedirggum jeweiligen Gefal3bettsystem fuhren

soll.



5 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde die Hypothese fikigt, dass XE991 und Linopiridin durch
Inhibition von KCNQ-Kanalen kleine Arterien kontiaht und damit die myogene Reaktion
beeinflusst.

Die Untersuchungen erfolgten an isometrischen wwaibdaren Gefal3praparationen der A.
gracilis der Ratte vom Wistar-Stamm sowie an degrAcilis des syrischen Hamsters. XE991
und Linopiridin gelten in der Literatur als spezdhe KCNQ-Kanal-Inhibitoren. Durch sie
wird eine Depolarisation der Zelle ausgelost, welafit einem Kalziumeinstrom einhergeht.
Der Einstrom von Kalzium fuhrt zu einer Kontraktider Gefal3zelle.

Nach Zugabe der Substanzen zeigte sich eine Kdiutnakier kleinen Arterien und eine
Verstarkung des myogenen Tonus. Durch die Konwaktier Gefale wurde der Fluss durch
das Gefal3 verringert. Die Auswirkung beider getest&ubstanzen wurde auch auf die
myogene Reaktion geprift. In allen untersuchtercKlvareichen, also zwischen 0 und 40, 40
und 80 als auch 80 und 120mmHg, wurde die myogesaktidn und die Autoregulation des
Blutflusses nicht verandert

Die Bedeutung der myogenen Reaktion liegt in dendfanthaltung der Blutflusses bei
unterschiedlichen systemischen Blutdriicken. Beehé Driicken fuhrt eine Verstarkung der
myogenen Reaktion zu einer Verringerung des dureh kibheren Druck angestiegenen
Blutflusses. Dieses ist unter anderem wichtig figadsysteme wie die Niere und das Gehirn.
Umgekehrt fuhrt bei niedrigen systemischen Drickéme Abschwachung der myogenen
Reaktion zu einer Erhéhung des durch den niedmgBreick verringerten Flusses durch das
Gefal3. Insgesamt ist dieses ein Schutzmechanisesu®jansystems vor einer Hypo- bzw.

Hyperperfusion.
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7 Thesen

. Alle Organe bendétigen Sauerstoff und Nahrstoffe. &ine von auf3eren Einfliissen
maoglichst unabhangige Versorgung zu gewahrleisb&sjtzen Blutgefalle eine
myogene Autoregulation. Dieser Mechanismus wird cduKontraktion und
Dilatation kleiner Arterien als Antwort auf Blutdrtkiinderungen ausgelst.

. Als myogene Reaktion bezeichnet man die auf Druekeung folgende
Kontraktion und auf Drucksenkung folgende Dilatati&leiner Arterien und
Arteriolen.

. Es gibt Hinweise auf eine Beteiligung spannungsabiggr Kaliumkanale an der
myogenen Reaktion. Daraus folgt, dass Substanzergufl diese Kanale wirken,
die myogene Reaktion beeinflussen kdénnen.

. KCNQ-Kanéle sind spannungsabhangige Kaliumkandleé gehtren zur K-

Familie.
. XE991 und Linopiridin sind spezifische Inhibitordar KCNQ-Familie.
. In dieser Arbeit wurde die These uberprift, das®XEund Linopiridin durch

Inhibition von KCNQ-Kanalen kleine Arterien kontiaken und damit die
myogene Reaktion beeinflussen kénnen.

. Der innere GefalRdurchmesser bzw. dessen Verdndaruwgrden in vitro an
isometrischen und isobaren Préparaten der A.gsaddr Ratte und des Hamsters
gemessen.

. Nach Zugabe von XE991 erfolgte eine Zunahme deregeenen Wandspannung
der GefaRe und damit eine Verstarkung des myogehenus bei dem
isometrischen Versuchsaufbau.

. Nach Zugabe von XE991 erfolgte eine Kontraktion dgefdl3e und eine
Verstarkung des myogenen Tonus im Druckbereichen M bis 120mmHg bei
dem isobaren Versuchsaufbau.

. Nach Zugabe von Linopiridin erfolgte ebenfalls elvenahme der Wandspannung
und damit eine Verstarkung des myogenen Tonus leen dsometrischen
Versuchsaufbau.

. Nach Zugabe von Linopiridin erfolgte ebenfalls elf@entraktion der Gefal3e und
eine Verstarkung des myogenen Tonus im Druckbeseicion 10 bis 120mmHg

bei dem isobaren Versuchsaufbau.



Nach Zugabe beider Substanzen war die myogene iBeakihd damit die
Veranderung des Blutflusses bei Druckanderung miebinflusst.

Es ergibt sich daraus, dass spannungsabhangigendanéale der KCNQ-Familie
an der Regulation des myogenen Tonus beteiligt simtidamit den Blutfluss bei
einem gegebenen Druck mitbestimmen, die myogenektiRea d.h. die

Flussanderung in Folge einer Druck&nderung, jedadtt beeinflussen.
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