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Einleitung

1 Einleitung

Der Blutkreislauf dient der Versorgung der GewebeSauerstoff und Nahrstoffen ebenso
wie dem Abtransport der aus dem Zellstoffwechsaulteerenden Metaboliten wie
Kohlendioxid. Hierflr ist ein adaquater Perfusionsdt (Blutdruck) erforderlich, der den
konvektiven Transport ermdglicht. Ein dauerhaftGértler Blutdruck ist ein Risikofaktor
fur kardiovaskulare Erkrankungen und erfordert etherapeutische Intervention (1).
Haufig ist die Einstellung eines normalen Blutdrsigkur mittels einer Kombination von
Medikamenten mit unterschiedlichen Wirkmechanismentglich. Einen neuen
therapeutischen Ansatz in der Therapie des Bluthrocks konnte der 3.1 Kanal
Aktivator Naphtho[1,Ad]thiazol-2-ylamine (SKA-31) darstellen. Diese Swaost senkt den
Blutdruck von M&usen und Hunden (2,3). Es ist dilegs unklar, tber welchen
Mechanismus SKA-31 den Blutdruck senkt und ob rekulare Kanale (Gap Junctions)
hierbei eine Rolle spielen. Da degB 1 Kanal in Gefal3zellen vorkommt, wurde in dieser
Arbeit die Hypothese untersucht, ob SKA-31 den @lutk durch eine Gefal3erweiterung
erniedrigt, ob SKA-31 den Blutdruck hypertensivaeeré senken kann und ob hierfir

Connexin40, ein Gap Junction Protein, erforderigth
1.1 Mikrozirkulation

Die Mikrozirkulation bezeichnet das Stromgebiet d&seislaufes, in dem die
Organdurchblutung reguliert wird und der Stoffaustdn zwischen Blut und Gewebe
mittels Diffusion stattfindet. Funktionell sind itieses Stromgebiet die Arteriolen, die
Kapillaren sowie die postkapillaren Venolen einzlran. Der Zusammenhang zwischen
dem GefalRdurchmesser und dem Blutdruck wird dussh Hiagen-Poiseuille-Gesetz und
das Ohmsche Gesetz verdeutlicht. Nach dem Hagesedle-Gesetz ist der
StromungswiderstandR] einer homogenen, laminar stromenden Flissigkeieinem
Blutgefald proportional zur Viskositat der Flussigke) und der Ladnge des Gefal38sund
umgekehrt proportional zur vierten Potenz des Gefé@ddurchmessers)((4):

. _ 8xnxl
Hagen-Poiseuille-Gesetz:R= rd
TT
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Die vierte Potenz des GefalRdurchmessers im Hagsetite-Gesetz verdeutlicht, dass
bereits geringe Anderungen des GefaRdurchmesss#sgedRe Widerstandsanderung in
der Mikrozirkulation zur Folge hat. Nach dem OhnethGesetz ist der Blutfluss) (
proportional zum Druckunterschietd) zwischen der arteriellen und vendsen Seite und

umgekehrt proportional zum peripheren Widerstads{romungswiderstand):

Ohmsches Gesetz: | =UE

1.1.1 GefalBwandaufbau von Arteriolen

Die innerste Schicht der Arteriolen wird Tunicainma (Intima) genannt. Sie besteht aus
Endothelzellen. Die darunter befindliche Tunica medird von glatten Muskelzellen

gebildet. Das Blutgefald wird von der Tunica advwenin der Umgebung verankert.

Das Endothel

Das Endothel ist eine einschichtige Zellschichg dias Gefal? innen auskleidet. Die
Endothelzellen in der Mikrozirkulation von Nagegarsind etwa 95 - 140m lange und 7
um breite Zellen (5), die in Richtung des Blutstremausgerichtet sind. Das Endothel
reguliert die Gefal3weite und hat dartber einenl&sfauf den Blutdruck. Die Regulation
der GefaRweite wird Uber die Abgabe der parakrirkeviden, vasoaktiven Substanzen,
Stickstoffmonoxid und Prostaglandine ermdéglicht @)dem kann eine Hyperpolarisation
der Endothelzellen Uber Faktoren (Endothelium-DBetiHyperpolarizing Factor, EDHF)
oder Uber eine direkte Kopplung von Endothelzelied benachbarten Muskelzellen durch

Gap Junctions Ubertragen werden (7), wodurch easedilatation ausgeldst wird.
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Die Muskelzellen

In Arteriolen bilden die glatten Muskelzellen einginschichtigen Layer, in dem die Zellen
zirkular angeordnet sind. Eine Relaxation der Gefidggkelzellen kann durch Offnen von
Kaliumkanalen in der Zellmembran der Muskelzellesgeltst werden. Letzteres bedingt
einen Kaliumausstrom, was eine Hyperpolarisation Mdembran und einen Verschluss
spannungsabhangiger L-Typ G&anale zur Folge hat. Dies reduziert die intradéhe
Calciumkonzentration, woraus eine Vasodilataticgult@ert (8).

+

Offnen von K'-Kanalen SchlieRen von K'-Kanalen

K
K+

Hyperpolarisation Depolarisation
1 " Ca2+ . 1
SchlieRung Ca’ Offnung

spannungsabhangiger Ca”-Kanéle spannungsabhangiger Ca”-Kanéle

b
[Ca]it

/

L
[Ca™}

AN

Vasodilatation Vasokonstriktion

Abbildung 1.1 Vasodilatation und Vasokonstriktion mit beteiligten Kandlen. Eine
Vasodilatation kann durch Offnen von Kaliumkanéaden glatten Muskelzellen mit nachfolgender
Hyperpolarisation ausgeldst werden. Dies induzokt SchlieRen von spannungsabhangigen
Calciumkanéalen mit einem Abfall des intrazellularg@alciums. Umgekehrt fihrt eine
Depolarisation durch SchlieBen von Kaliumkanaleneinem Offnen von spannungsabhangigen
Calciumkanalen. Eine Erhéhung des intrazellularericiGms induziert eine Vasokonstriktion.
Abbildung modifiziert nach (8).
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1.1.2 Endothelium-Derived Hyperpolarizing Factor EDHF)

Das Endothel spielt eine entscheidende Rolle in Riegulation der GefaRweite nach
Stimulation durch Agonisten oder SchubspannungeiBed 980 wurde beschrieben, dass
die Entfernung des Endothels bei der Praparatiom @efal3en zu einem Verlust der
Acetylcholin-induzierten Vasodilatation fuhrt (Die hierbei beteiligte Substanz wurde als
Stickstoffmonoxid identifiziert (10). Des Weiterpnoduziert das Endothel Prostaglandine,
welche vasorelaxierend wirken (11), deren Einflas$ den Gefafdtonus allerdings als
gering eingeschéatzt wird (12). Trotz Inhibition deBtickstoffmonoxid- und
Prostaglandinsynthese mittels oMNitro-L-Arginin  und Indometacin kann durch
Acetylcholin eine endothelabhangige Vasodilatateobachtet werden. Da dies mit einer
Hyperpolarisation einhergeht und endothelabhangsty wurde der Begriff des
Endothelium-Derived Hyperpolarizing Factor (EDHFEpgagt (13,14). Hierbei handelt es
sich um einen Faktor, der nicht Stickstoffmonoxaknein Prostaglandin ist und der zu
einer Hyperpolarisation der Zellmembran der umgdbarglatten Muskelzellen fihrt (15).
Einige Studien weisen darauf hin, dass CytochrondORyenerierte Arachidonsaure-
Metaboliten, namentlich Epoxyeicosatriensauren E&}$iF fungieren (16,17). 4, weist
sowohl in Mausen als auch in menschlichen Meseaitgriallen Eigenschaften des EDHF
auf (18-20). Des Weiteren werden endogene Canndein@2l) und das C-Typ
natriuretische Peptid (22) sowie Kaliumionen, dis &ndothelzellen freigesetzt werden,
als EDHF in Betracht gezogen (23,24). NO selbshkeasiciumabhangige Kaliumkanale
der Muskelzellen stimulieren und weist somit ebksnf& DHF-Eigenschaften auf (25).
Hieraus wird die Vielfalt von EDHF deutlich, wesbaleine gefa3bett- sowie
speziesabhangige Verteilung unterschiedlicher EDpiésuliert wird (15). Die Theorie,
dass chemische Faktoren die Vasodilatation vermitteurde in den letzten Jahren in
Frage gestellt, da nachgewiesen wurde, dass Gapiehsinvolviert sind (26—29). Diese
Hypothese wird unterstitzt, da sowohl eine ZunatlereRelevanz von EDH (12) als auch
eine Zunahme der Anzahl von Gap Junctions zwiscBadothelzellen und glatten
Muskelzellen mit abnehmenden GefalRdurchmesseratabhten ist (30).
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1.1.3 Zellkopplung durch Gap Junctions

Gap Junctions sind interzellulare Kanale, die lorsmmwie Molekile von bis zu 1
Kilodalton (kDa) durchtreten lassen und Zellen anee funktionalen Einheit koppeln
konnen (31). Gap Junctions bestehen aus zwei Haditdia, den Connexonen (32). Diese
befinden sich in benachbarten Zellmembranen untkbidurch Aneinanderdocken mit 30°
Rotation eine interzellulare Verbindung, die geden extrazellularen Raum abgeschlossen
ist (33). Jedes Connexon ist aus Connexinproteife) aufgebaut, die nach ihrer
molekularen Masse in kDa bezeichnet werden (bdspese hat Cx40 ein
Molekulargewicht von 40 kDa) und von denen jeweliszirkular angeordnet den
transmembranaren Halbkanal bilden (34). In Endatilen werden Cx37 und Cx40
(7,28,35-38) sowie in geringem MalRe Cx43 exprimige-43). In Gefallimuskelzellen ist
Cx43 das dominierende Connexin (28). Zur Untersnghuon Gap Junctions kénnen
Mause verwendet werden, die aufgrund einer germnaiscModifikation bestimmte
Connexine nicht exprimieren. Sowohl Cx43 oder Cdébziente Mause sind wegen Herz-
und Gefalimissbildungen nicht lebensfahig (44-47) Urere, die eine Defizienz fur
sowohl Cx37 als auch Cx40 aufweisen, haben vaskukRahlbildungen (48,49) und
versterben rasch nach der Geburt (48). Dies waistli@ Bedeutung von Connexinen fur
die kardiovaskulare Entwicklung hin. Global Cx4®lause exprimieren kein Connexin40
(37,38,50-52) und sind aufgrund einer Stérung degidiensin ll-vermittelten negativen
Feedbacks auf die Reninsekretion hypertensiv (52-bRiuse, die eine Connexin40
Defizienz in Endothelzellen aufweisen sind dagegamoton (55). In diesen Tieren ist die
endotheliale Fortleitung der Vasodilatationvivo beeintrachtigt, was fur eine funktionelle
Bedeutung von Gap Junctions in Endothelzellen Bpri61,52). Gap Junctions kénnen
auch zwischen unterschiedlichen Zellschichten newfesen werden. Am Ubergang von
Endothelzellen und glatten Muskelzellen werden dalieZellverbindungen als
myoendotheliale Gap Junctions bezeichnet und sefizérvor allem aus Connexin37 und
Connexin40 zusammen (7,56,5M).vivo ist Connexin40 nicht an der Ubertragung einer
Membranpotentialanderung von Endothelzellen auftglMuskelzellen beteiligt, da die
lokale endothelabhéngige Vasodilatation nicht ke@&omtigt ist (52). Ebenso ist die
Vasodilatation inin vitro Versuchen bei isobarer Untersuchung unabhangig von
Connexin40 (35), wogegen Connexin40 unter isonwtes Bedingungemn vitro zur
Initiierung einer EDHF-Typ Dilatation benotigt wi85,58).



Einleitung

1.1.4 Kaliumkanale

Kaliumkanale in den Endothelzellen stellen einets@reidenden initialen Schritt bei der
Generierung einer endothelialen Hyperpolarisation EDHF-Signalweg dar (59,60).
Endothelzellen exprimieren neben calciumabhangigahumkanalen vom gering und
intermediar-leitenden Typ auch einwartsgleichriod (Kr), ATP-sensitive () und
spannungsaktivierte (K Kanale (8,61). Im Gegensatz dazu finden siclden glatten
Muskelzellen der Gefal3e calciumabhangige Kaliumleaméit grof3er Leitfahigkeit und
ebenfalls Kz-, Kare- und K-Kanale (8).

Familie der calciumabhéangigen Kaliumkanale

Calciumabhéngige Kaliumkanale lassen sich phyloggate in zwei Gruppen einteilen.
Einerseits Kanéle mit geringer (SK, small-conduc&gnbzw. intermediarer Leitfahigkeit
(IK, intermediate-conductance), die auch..Xbzw. K3 genannt werden. Diese Kanéle
werden von unterschiedlichen Genen kodiert, dihrdem HUGO Gene Nomenclature
Commitee als KCNN1-4 bezeichnet werden. In der temeiGruppe befindet sich der
Kaliumkanal mit grof3er Leitfahigkeit (BK, big-conctance), der auchl.1 genannt und
vom Gen KCNMAL kodiert wird. Weitere Mitglieder dier Gruppe sind &4.1, K.4.2
und Ke5.1 Kanéle (62), die aber nicht im vaskularen Gewgdfunden werden.



Einleitung

Kca2.2

Kca2.3
Kca2.1

Kca3.1

Abbildung 1.2 Phylogenetischer Stammbaunder calciumabhangigen Kaliumkanale.Die
Familie der calciumabhéngigen Kaliumkanale wirdzimei Gruppen unterteilf{A) Kaliumkanale
mit geringer (k2.1, Kca2.2, Kc2.3) und intermedidrer Leitfahigkeit §8.1) werden von
Endothelzellen exprimiert (63—65) und sind an detathelialen Hyperpolarisation beteiligt (66)

(B) Kaliumkanale mit grof3er Leitfahigkeit @1.1) sind spannungsabhangig und werden von
glatten Muskelzellen exprimiert (67). Abbildung niftmlert nach (62).
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Calciumabhangige Kaliumkanale mit geringer und intemediarer Leitfahigkeit

Kc2.X Kandle und K.3.1 werden aufgrund ihrer Leitfahigkeit von 5-10du2D-40 pico
Siemens als Kaliumkanale mit geringer und interiguestiLeitfahigkeit bezeichnet (68,69).
Kc2.X Kanédle wurden im Atrioventrikularknoten, Myokiaund zentralen Nervensystem
nachgewiesen (70,71). DercR.1 Kanal wird in roten und weil3en Blutkdrperchen
exprimiert (72-74). Zudem wurde das Auftreten destermediar leitenden
calciumabhéngigen Kaliumkanals in zahlreichen Hbigéim und in Endothelzellen
beschrieben (75). In Letzteren findet sich nebem #&.3.1 Kanal vor allem der &2.3
(63-65). Der K.3.1 Kanal vermittelt die Acetylcholin-induzierte faBerweiterung (76),
wogegen der K2.3 wahrscheinlich bei der Fluss-induzierte Vasddiion beteiligt ist
(66,77). Die Expression von gering und intermedk#ifahigen Kaliumkanalen steigt mit
abnehmenden Gefalddurchmesser (78), was auf eiedrnemde Bedeutung der Kandle in
der Mikrozirkulation hinweist. Im Gegensatz zu Etiazellen werden diese Kanale nicht
in den glatten Muskelzellen der Gefalle exprimien9,§0). Nach Aktivierung
muskarinerger Rezeptoren in Endothelzellen durctordgden fuhrt eine Calcium-
Freisetzung aus dem endoplasmatischen Retikulum emer Aktivierung der
calciumabhangigen Kaliumkanale, sodass die Offnwabsscheinlichkeit des Kanals
erhoht wird (81,82). Von entscheidender Bedeutusy dass die Kandle nicht
spannungsabhangig sind, sodass sie bei einer zngein Hyperpolarisation nicht
sogleich wieder inaktiviert werden. Daher stellaictimabhangige Kaliumkanéle mit
geringer und intermediarer Leitfahigkeit einen aktiven pharmakologischen
Angriffspunkt dar, um das Membranpotential in Rioig des Gleichgewichtspotentials fir

Kaliumionen (Hyperpolarisation) zu verschieben (a89) (15).

Werden diese Kandale durch eine Kombination deg.K Blockers Apamin und eines
Kca3.1 Blockers wie Charybdotoxin, Clotrimazol, TRAM-3der TRAM-39 inhibiert,
wird die Agonist-induzierte Gefal3erweiterung delitlbeeintrachtigt (23,79,83-91). Es ist
auch eine komplette Blockierung der EDHF-Vasodiiatadurch alleinige K3.1 Kanal
Inhibierung madglich (92-94). Dies zeigt, dass catltdabhangige Kaliumkanale und
vorrangig der K.3.1 einen entscheidenden Anteil bei der AuslésumgpreAgonist-
induzierten GefalRerweiterung haben. Dies wird dumchvivo Versuche in K.3.1
defizienten Tieren unterstitzt, die eine reduzide@HF Antwort nach Acetylcholin
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aufweisen (76,95). Unklar ist, ob die durch Aktivieg des k.3.1 Kanals ausgeloste
endotheliale Hyperpolarisation durch einen chengackaktor auf glatte Muskelzellen
ubertragen wird oder ob hierbei eine direkte Ulbging des Potentials (ber die
myoendotheliale Kopplung durch Gap Junctions hgtest.

Cx40

Kgg3-1

Endothel

En | E, | | Glatter Muskel

¥

Abbildung 1.3 Schematische Darstellung der GefalRwand mit Endothetllen und glatten

Muskelzellen. Der Kc:3.1 Kanal 16st eine endotheliale Hyperpolarisatidegativierung des
Membranpotentials § aus, welche direkt Uber Gap Junctions bestehesdCannexinen oder
mittels eines Endothelium-Derived Hyperpolarizingctor (EDHF) auf glatte Muskelzellen

Ubertragen werden konnte. Die Hyperpolarisation dktten Muskelzellen fuhrt zu einer
Vasodilatation.
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1.2 Therapie des Bluthochdruckes durch Kaliumkanaktivatoren

1.2.1 Kea2.3 und Kc.3.1 beeinflussen den Blutdruck

Da calciumabhéangige Kaliumkanale eine grol3e Bedguin Widerstandsgefalien haben,
liegt die Vermutung nahe, dass die Funktion di&sardle den Blutdruck moduliert. Mause
mit einer Defizienz des Kaliumkanals mit intermedrd_eitfahigkeit haben einen erhdéhten
Blutdruck im Vergleich zu Wildtypméusen (66). Eirdutdruckmessung uber einen
Zeitraum von 24 Stunden ergab eine ErhOhung deHereit arteriellen Druckes von
Kcea3.1" Mausen auf 115+2 mmHg im Vergleich zu Wildtypmé&ysdie 108+1 mmHg
aufwiesen (76). Auch Mause, bei denen der SK3 Kamalgeringer Leitfahigkeit nach
Gabe von Doxycyclin nicht exprimiert wird, habemes signifikant erhéhten Blutdruck
(65). Die kombinierte Defizienz der IK und SK3 Kémainduziert eine starkere
Blutdruckerhéhung als die Defizienz nur eines Kalkanals (66). Interessanterweise
konnte auch bei bestimmten Hypertonieformen eingintierung der Expression dieses
Kaliumkanals beobachtet werden. In spontan hypgiten Ratten, welche ein Modell zur
Erforschung des Bluthochdruckes darstellen, somturch Angiotension-1l hypertensiven
Ratten wurde eine Reduktion der.K3 Kanéle beobachtet (96,97). Andererseits wurde
aber auch eine Heraufregulation des:3l Kanals in hypertensiven Ratten, die eine
erhohte Inzidenz von Schlaganfallen aufweisen, gewefesen. Dies wurde von den
Autoren als ein Kompensationsmechanismus der Wéaehitgten EDH-Vasodilatation in
diesen Tieren diskutiert (98). Auf Grundlage dieBaten ist es wahrscheinlich, dass eine
Aktivierung der gering und intermediar-leitendeaacttmabhé&ngigen Kaliumkanale durch

pharmakologische Substanzen zu einer Senkung désrétks fuhrt.
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1.2.2 Bekannte Aktivatoren der K.2.X und Kc.3.1

Calciumabhéangige Kaliumkanéle mit geringer und rmidiarer Leitfahigkeit kénnen
durch Benzothiazole spezifisch aktiviert werden. (2)Ethyl-2-Benzimidazolinon (1-
EBIO) war eine der ersten entdeckten Substanzendidse beiden Kandle aktiviert (99—
101). Einige Jahre spater wurden 5,6-Dichloro-EBOICEBIO) (102) und 6,7-Dichlor-
1H-Indol-2,3-Dion-3-Oxim (NS309) als potentere Addioren dieser Kaliumkanale
entwickelt und identifiziert (103-105). NS309 ak®nt vorrangig den K:3.1, blockiert
allerdings spannungsabhangige Calciumkanale (16X,1G-(Trifluormethoxy)-1,3-
Benzothiazol-2-Amin (Riluzol) besitzt eine Benzatholstruktur und aktiviert die
calciumabhangigen Kaliumkanale mit geringer (107 intermediarer Leitfahigkeit (108)

und diente als Grundgerist zur Generierung weiteubistanzen.

1.2.3 Naphtho[1,2d]thiazol-2-ylamine (SKA-31)

Um einen potenten Kaliumkanalaktivator zu genengder erfolgreichn vivo angewandt
werden kann, wurden mehrere Benzothiazole herdfestel auf inre Wirksamkeit getestet
(2). Das Benzothiazol Riluzol wurde als Grundgerust wesdet, da es gute
pharmakologische Eigenschaften aufweist und beraits Therapie der amyotrophen
Lateralsklerose am Menschen zugelassen ist (109,1¥0n den hergestellten
Benzothialzolen wurden Anthra[2d]-thiazol-2-ylamine (SKA-20) und Naphtho[2d]-
thiazol-2-ylamine (SKA-31) als potente Kaliumkarkai@atoren identifiziert. Aufgrund
seiner hoheren Selektivitdt wurde SKA-31 fiir eihanmakologische Testung ausgewabhilt.
Hierbei wies SKA-31 in Konzentrationen bis zu 10M keine Zytotoxizitat und in
Konzentrationen bis zu 30 mg/kg i.v. keine akut&iZitat in Ratten auf. Weitere positive
pharmakologische Eigenschaften von SKA-31 sindeskinge Halbwertszeit von etwa 12
Stunden und eine geringe Plasmaproteinbindung ediglich 39%. SKA-31 aktiviert den
Kca3.1 Kanal mit einer mittleren effektiven Konzenioat von 260 nM. Die mittleren
effektiven Konzentrationen zur Aktivierung der c¢albabhangigen Kaliumkanale mit
geringer Leitfahigkeit (K2.1/2.2/2.3) betragen zwischen 1.9 bis 2.9 uM (2)
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Abbildung 1.4 Naphtho[1,24d]thiazol-2-ylamine (SKA-31) und Riluzol. Beide Substanzen
weisen eine Benzothiazolstruktur auf, die eine roeielische Azolverbindung mit einem
Stickstoff und Schwefel-Atom ist. Abbildung modifizt nach(2).

1.2.4 Einfluss von SKA-31 auf den Blutdruck

Die Wirkung von SKA-31 auf den Blutdruck wurde higsen K..3.1" und Wildtypméausen
sowie an Wildtypmausen mit Bluthochdruck, der dufstgiotensin Il induziert wurde,
untersucht (2). In dieser Studie bewirkte eineajpgritoneale Applikation von 10 mg/kg
und 30 mg/kg SKA-31 einen Abfall des mittleren Bliutcks der Wildtypm&ause von 4 und
6 mmHg uber einen Zeitraum von 24 Stunden. In \Wddtausen, deren Blutdruck mittels
Angiotensin ll-Dauerinfusionen auf hypertensive We(132 + 3 mmHg) angehoben
wurde, fuhrte die Injektion von 30 mg/kg SKA-31 emen Blutdruckabfall von 12 mmHg
Uber einen Zeitraum von 24 Stunden. la.¥1" Mausen war SKA-31 wirkungslos, was
auf einen Effekt von SKA-31 uber die Aktivierungsdkc.3.1 Kanal hinweist. In keinem
Experiment hatte SKA-31 (Dosierungen bis 30 mgéigen Einfluss auf die Herzfrequenz
der Tiere (2). Auch in grof3en Saugetieren wirkt SKAblutdrucksenkend, wie an einer
Studie in Hunden nachgewiesen werden konnte. EineApplikation einer geringeren
Dosis (2 mg/kg SKA-31) bewirkte einen nur fur emi§ekunden (8 £ 1 s) anhaltenden
Blutdruckabfall und wurde von einer Erhohung derraftequenz gefolgt. Dieser
Frequenzanstieg ist als eine Barorezeptor-indezigdegenregulation physiologisch

(3) und konnte den Druckabfall offenbar kompletiagonisieren.
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1.3 Fragestellung

In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, obAkéivierung des k3.1 Kanals durch
Naphtho[1,2d]thiazol-2-ylamine (SKA-31) eine Vasodilatation &st und ob SKA-31
den Blutdruck in Kontrollen und in Tieren, die adint fir Connexin40 sind, senkt.

1.3.1 Wirkung von SKA-31 in der Mikrozirkulation

Bislang ist unklar, ob durch Aktivierung voncR.1 per se eine Gefal3erweiterung
ausgeldst wird und ob hierbei eine myoendotheKalpplung via Gap Junctions bestehend
aus Connexinen bendtigt wird. Um zu untersuchenS8&#-31 Uber den K3.1 eine
Gefalierweiterung initiiert, wurden Versuche a3kl defizienten Mausen und an Wildtyp
Kontrolltiere durchgefiuihrt. Die Hypothese, ob CaxindO fur eine Dilatation durch SKA-
31 essentiell ist, wurde durch Intravitalmikroslk®pn Connexin40 defizienten Mausen

Uberpruft.

1.3.2 Wirkung von SKA-31 auf Blutdruck und Herzfrequenz

In telemetrischen Messungen wurde untersucht, obA-$K den Blutdruck trotz

Abwesenheit von Connexin40 senken kann. Es wurdematiensive Mause mit einer
endothelzellspezifischen Defizienz von Connexindvis Mause mit einer globalen
Connexind40 Defizienz untersucht. Letztere weiseneri Bluthochdruck auf, sodass
gleichzeitig die Wirksamkeit von SKA-31 in einemrghischen Bluthochdruckmodell

untersucht werden konnte.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 \Versuchstiere

Die Mikrozirkulation wurde in méannlichen Méausen (3tere, Alter: 4-12 Monate,
durchschnittliches Gewicht: 29,5 g) untersucht. Messung hamodynamischer Parameter
wurde in weiblichen Tieren (20 Tiere, Alter: 4-11oNate, durchschnittliches Gewicht:
23,7 g) durchgefihrt. Alle Mause wurden in der Gexsemen Tierhaltung der Vorklinik
der Universitat zu Lubeck bei freiem Zugang zu Wassnd Futter (Altromin 1324
Haltungsdiat-Ratten/Mause, Altromin Spezialfutteni@ & Co. KG, Lage) gezlchtet und
in Kafigen mit bis zu 6 Tieren gehalten. Die Vetsecwaren vom Ministerium far
Landwirtschaft, Umwelt und landliche Raume des lemn8&chleswig-Holstein genehmigt
(Aktenzeichen V 312-72241.122-2).

Zur Untersuchung der Mikrozirkulation und hamodyisoher Parameter wurden Méause
mit globalem (Cx40) oder endothelzellspezifischem Connexin40-Ver(@t40"": TIE2-
Cre) sowie Mause mit gleichem genetischem Hintergrohne Gen-Defizienz verwendet.
In Cx4d"":TIE2-Cre ist das Connexin40-Gen von Lox-Sequerfiamkiert (floxed), die
vom Enzym Cre-Rekombinase erkannt werden, durchddasConnexin40-Gen entfernt
wird. Das Enzym steht unter der Kontrolle des iml&helzellen aktiven TIE2-Promotors.
Die Cx40d":TIE2-Cre Mause wurden in Libeck durch Verpaarung Tieren mit dem
gefloxten Gen (Cx40floxed mit 129/Sv-C57BL/6 Himgramd) und Mausen, welche die
TIE2-Cre-Rekombinase exprimieren (erhalten von Ndr.Yanagisawa, Howard Hughes
Medical Institute, University of Texas, Dallas, &), generiert. Mause, die homozygot das
gefloxte Connexin40-Gen tragen, die Cre-Rekombingsioch nicht vorhanden ist
(Cx40"™) und somit Cx40 in Endothelzellen exprimieren,nté® als Kontrolle. Zur
Intravitalmikroskopie wurden zudem Mause, denen @en des Céabhangigen
Kaliumkanals mittlerer Leitfahigkeit fehlt (€3.1") und Mause mit C57BL/6 Hintergrund

als Wildtypen verwendet.
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2.1.2 Substanzen und Lésungen

Die Tabelle mit Substanzen und Losungen mit Hdesteigaben befindet sich auf Seite 62
(Anhang).

Die Ringer-Losung enthielt 147,2 mmol/L NaCl, 4,tnol/L KCI| und 2,2 mmol/L CaGl
Die gepufferte Krebs-Losung setzte sich aus 118pwbith NaCl, 20 mmol/L NaHCg) 3,8
mmol/L KCI, 2,5 mmol/L CaGl 1,2 mmol/L KHPQ, und 1,2 mmol/L MgS®zusammen
und wurde mit Mischgas (95%,N5% CQ) von der Firma Air Liquide Deutschland
GmbH, Dusseldorf begast, sodass der pH bei eine® p@h 40 mmHg 7,4 betragt.

2.1.3 Anasthetika

Wirkstoff Narkose- kontinuierliche
einleitung (i.p.) Narkose (i.v.)
Fentanylcitrat 0,05 mg/kg 0,Gthg/kg/h
Midazolamhydrochlorid 5 mg/kg 1,13 mg/kg/h
Medetomidinhydrochlorid 0,5 mg/kg 0,11 mg/kg/h
Isofluran in medizinischem Sauerstoff 10 Vol.% 0,5-¥01.%
Pentobarbital-Natrium (Euthanasie) 800 mg/kg (i.v.)

Tabelle 2.1 Verwendete Andésthetika zur intraperitomalen (i.p.) und kontinuierlichen
intravendsen (i.v.) Narkose sowie zur Inhalationsr&ose. Hierflir wurden Fentanyicitrat,
Midazolamhydrochlorid und Medetomidinhydrochloridn iRinger-Losung verdinnt. Die

Inhalationsnarkose wurde mit Isofluran in Sauefstirchgefihrt. Zur Euthanasie wurde
Pentobarbital Natrium intravenés injiziert.
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2.1.4 Weitere Materialien und Gerate

Materialien und Geréte zur Praparation der Versuchgiere

Die Polyethylenkatheter zur Katheterisierung dena/gugularis (ID 0,28 mm, OD 0,61
mm) und Intubation der Trachea (ID 0,61 mm, OD In#8) wurden von Sims Portex Ltd,
London, UK und das Nahtmaterial (nicht resorbiegbamonofiler Polypropylenfaden 6.0,
Prolene®) von der Firma Johnson & Johnson MedicahbB (Ethicon GmbH),
Norderstedt, bezogen. Die Préaparation der Mauségéef mit Operationsbesteck von Fine
Science Tools GmbH, Heidelberg, und von Martin GnébEo. KG, Tuttlingen und einer
faseroptischen Lichtquelle (KL1500 LCD, Schott AGMainz) oder einem
Operationsmikroskop (Wild/Leica M650, Objektiv 640 Okular 10x/21, Leica
Microsystems (Schweiz) GmbH, Heerbrugg, Schweizyr Blexiglas-Mikroskopiertisch
wurde in der Werkstatt der Vorklinischen Institutdniversitat zu Libeck, gefertigt. Die
Beatmungsmaschine (Rodent Ventilator UB 7025, Hugmchs Elektronik-Harvard
Apparatus GmbH, March-Hugstetten) und ein Infusjemat (Perfusor Secura FT®, B.
Braun Melsungen AG, Melsungen oder SP1001Z SyrirRyemp, World Precision
Instruments Germany GmbH, Berlin) wurden zur Beaighwnd zur kontinuierlichen

Infusion wahrend der Versuche verwendet.

Materialien zur Herstellung der Mikropipetten

Die Pipetten wurden mit einem Glaspipettenpulldariiing/Brown Micropipette Puller,

Model P-97, Sutter Instrument Company, Novato, fGalia, USA) aus Glaskapillaren
(GB100OF-10, 0,58x1x100 mm) von Science Products Kmibofheim, gezogen. Die
Pipetten wurden mit einer Schleifmaschine (Werks@d¢r Vorklinischen Institute,

Universitat zu Lubeck) geschliffen. Die Druckpulplkation der Substanzen erfolgte mit
einem Druckgenerator (PDES-02D, Scientifica Ltd, kfidd, UK) aus der im

Pipettenhalter (Werkstatt der Vorklinischen InggtuUniversitat zu Libeck) befindlichen

Pipette.
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Gerate zur Intravitalmikroskopie

Die Versuche wurden an einem aufrechten Mikroskdiggn Eclipse E600, Objektiv Plan
Fluor 20x0,45 und Okular CFl 10x/22, Nikon GmbH, d3éldorf) mit motorisiertem
Kreuztisch (MultiControl2000 MW, ITK Dr. Kassen GiHbLahnau) oder am Mikroskop
Zeiss Axioskop 2 FS (Objektiv Achroplan 40x/0,75um 10x/0,30W PH1, Okular W-PI
10x/23, Carl Zeiss Optronics GmbH, Oberkochen) ligetihrt. Alle Bilder wurden mit
einer Kamera (Model 77CE-Field und Model XC-77CEQ Computer Optics GmbH,
Kelheim) aufgezeichnet, auf einem Monitor abgelil@@initron, Sony Europe Limited,
Berlin) und mit einem Videorecorder (Panasonic dideassette Recorder AG-7350 oder
AG-5700, Panasonic Deutschland, Hamburg) auf Vidsesé&tten (S-VHS 240 min,
Fujiflm Europe GmbH, Dusseldorf) aufgezeichnet. e DiKorpertemperatur der
Versuchstiere wurde mittels Silikongummi-Heizfoljartikelnummer 14800, Telemeter
Electronic GmbH, Donauwdrth) konstant gehalten. rbBeé wurde die Temperatur
zwischen Heizfolie und Maus mit einem Thermomeveit¢raft® 300K Thermometer mit
K-Typ Temperaturfiuhler, Conrad Electronik SE, WenrghKoblitz) tberwacht. Die Krebs-
Pufferlosung wurde durch ein Wasserbad mit Therato@laake C10 und Haake FE,
Thermo Electron GmbH; Karlsruhe) erwarmt. Eine Bg@umpe (Ismatec Vario
Pumpsystem von IDEX Health & Science GmbH, WerthMondfeld) ermdglichte die
Zumischung von pharmakologischen Substanzen zuysKReifferlosung.

Materialien und Geréte fur die telemetrische Messug der Hamodynamik

Wahrend der Operation wurde das Auskihlen der Tieiteels einer Warmeplatte, die
durch ein Warmebad (Haake 6P, Thermo Electron Gnib&tjsruhe) mit Thermostat
(Julabo P, Julabo Labortechnik GmbH, Seelbach) ¢emp wurde, verhindert. Der
Druckabnehmer (Model PhysioTel, PA-C10), die Emgé&irPlattform (PhysioTé&f
Receiver Model RPC-1) und die Software (DataqueBL.R, Version 4.20) wurden von
Data Science International, St. Paul, Minnesotad b&ogen.
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2.2 Intravitalmikroskopie

2.2.1 \Versuchsaufbau

Apparativer Versuchsaufbau

Das MikroskopNikon Eclipse E600 war mit einem motorisierten Kzgsch ausgestattet,

der die Beobachtung und Wiederfindung untersclobdli Gefal3e erleichterte. Die
Versuche, bei denen eine Pipette zur Stimulatioweedet wurde, wurden am binokularen
Mikroskop Zeiss Axioskop 2 FS durchgefihrt, bei deéas Mikroskop tUber dem Praparat
verschoben wird. Dies ermoglichte die Platzierumgere Pipette mit unveranderlicher
Position. Durch eine kurze (100-500 ms) Druckerm@h(l,4 bar) konnten Substanzen

strikt lokal an die Arteriole appliziert werden.

Superfusion des Cremastermuskels

Zur Superfusion des Cremastermuskels befand siehKdebs-Pufferlosung in einem
Vorratsgefal und floss von diesem aus kontinuteiliceinen temperierbaren Glaskolben.
Der Wasserspiegel im Glaskolben entsprach dem \Agmsgel im Ausgleichsrohr des
Vorratsgefal3es, Uber das die abgeflossene Krelierldsting mit Umgebungsluft ersetzt
wurde @bbildung 2.1). Im doppelwandigen Glaskolben wurde die Losunfy 26fC
erwarmt und mithilfe einer Glasfritte mit einem @amiisch aus 95% JMNund 5% CQ
begast. Dadurch wurde ein p€@n ca. 40 mmHg und ein pH von 7,3-7,4 eingest&lls
dem Glaskolben floss die Krebs-Pufferlosung duramere Schlangenkuhler, der die
Temperatur der Pufferlosung bis zum Erreichen desm@stermuskels auf 36°C hielt.
Sowohl Glaskolben als auch Schlangenkihler wurddrer Gein Wasserbad mit
Pumpensystem erwarmt. Uber eine Rollenklemme antaGeci konnte die Flussrate der
Krebs-Pufferlésung eingestellt werden und betrug8b@l/min. Uber zwei Nebenzuléaufe,
die durch eine Rollerpumpe gespeist wurden, kondterzu untersuchenden Substanzen
im Verhaltnis 1:100 der Krebs-Pufferlésung zugefilmerden, sodass dann der gesamte

Muskel von der Substanz Uberstromt wurde.
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Abbildung 2.1 SuperfusionssystemDie im Vorratsgefal® befindliche Krebs-Pufferlosutags in
einen doppelwandigen Glaskolben, in dem die Losamg36°C erwarmt wurde. Hier erfolgte
zudem die Gaszufuhr zur Einstellung des pH (7,3-7ber eine Rollenklemme wurde das
Flussvolumen eingestellt. Mittels einer Rollerpunkoenten der Krebs-Pufferlésung Substanzen
zugefihrt werden.

2.2.2 Préaparation der Versuchstiere

Narkose und Katheterisierung der Vena jugularis

Die Versuchstiere wurden mit einer intraperitonalMerabreichung von Fentanyilcitrat,

Midazolamhydrochlorid und Medetomidinhydrochlorid Ringer-Losung narkotisiert. 10-

15 Minuten nach Injektion der Narkose befanden giah Tiere im Toleranzstadium.

Daraufhin wurden die Mause gewogen und an den @pesaugangen, Hals und rechter
Leisten- und Genitalbereich, rasiert. Am Hals wuedeca. 1 cm langer Hautschnitt in der
Medianlinie unterhalb des Unterkiefers bis oberhddis Sternums durchgefihrt und die
rechte Vena jugularis zur Katheterisierung freigel®rei Baumwollfaden wurden unter
der Vene durchgefuhrt, von diesen wurde der cranihden verknotet und diente
zusammen mit dem caudalen Faden zum AufspanneGeigfies. Daraufhin wurde die
Vene mithilfe einer GefalRschere unter einem Opmrathikroskop quer eingeschnitten

und ein mit 0,9%iger NaCl-Losung gefillte Polyetdmnkatheter eingefuhrtApbildung
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2.2). Hierbei erleichterte eine gebogene Kanule ddsrbhlten des GefalReinschnittes und
das Einfuhren des Katheters. Nach leichtem AnzieteshKnotens des mittleren Fadens
und Lockerung des caudalen Haltefadens konnte d#reter ca. 0,5 cm vorgeschoben und
die korrekte Lage durch Injektion von 0,9%iger N&Gbung und Blutaspiration
kontrolliert werden. Die drei F&den wurden darawmfi)erknotet und der Katheter fixiert.
Die Narkosetiefe wurde wahrend des Versuches diesken des Zwischenzehenreflexes

Uberpruft und die Narkotikagabe angepasst.

Katheter
Faden

caudal cranial

Abbildung 2.2 Katheterisierung von Venen und Arterien am Hals.Der Blutfluss wurde durch
Anziehen des Fadens im caudalen GefalRbereich untdeh, wahrend im cranialen GefaRanteil
das Gefall mit dem Faden verschlossen wurde. NaohEileschneiden des Gefal3es wurde eine
gebogene Kanile zum Aufhalten benutzt, was dagsikiah des Katheters erleichterte.

Intubation der Versuchstiere

Uber den gleichen Hautschnitt am Hals der Maus wufié Trachea freigelegt und mit
zwei Baumwollfaden angeschlungen. Die Trachea wuddeaufhin zwischen zwei
Knorpelspangen quer eingeschnitten und ein ca. 1 lamger Polyethylenschlauch
eingefihrt, der mit zwei Faden fixiert wurde. DerbUs erleichterte die Spontanatmung
des Tieres. Nach Umlagerung auf das Mikroskop wdideMaus mit einer Atemfrequenz
von 155-165/min mit Raumluft beatmet. D&eatmungsdruck wurde mithilfe einer

Wassersaule auf Werte zwischen 3-5 ¢ldingestellt.
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Praparation des Cremastermuskels

Nach Abschluss der Halspraparation wurde die Magglings auf einen Plexiglastisch
gelagert und die Kdrpertemperatur mit einer Heiefbki ca. 37°C konstant gehalten. Des
Weiteren ermdoglichte der Mikroskopiertisch das Aegen und Aufspannen des
Cremastermuskels Uber ein Deckglas, was ihn deavitdimikroskopie zugéanglich
machte. Der Hodensack wurde mit einem Schnitt \@nSthwanzwurzel bis in die rechte
Leistenregion eroffnet. Ab diesem Moment wurde @remastermuskel mit warmer
(34°C) Krebs-Pufferlosung Uberstromt. Der rechtedéfo und Nebenhoden wurde
exponiert und der caudale Pol des CremastermusKetmnbar und an diesem ein Faden
fixiert. Durch Aufspannen des Muskels konnte dasiegande Bindegewebe entfernt
werden. Daraufhin wurde der Muskelschlauch auf @Daskglas gelegt und mithilfe des
caudalen Fadens am Silikonring befestigt. Der Muskede in der vorderen Medianlinie
vom caudalen Pol aus erdffnet und seine Rander hd@&8 weitere monofile
Polypropylenfaden am Silikonring fixiert, sodassr dduskel ausgebreitet auf dem
Deckglaschen zu liegen kamlbildung 2.3). Hoden und Nebenhoden wurden vom

Cremastermuskel getrennt und in das Abdomen zudildgert.

Retta

Glasplatte I Cremastermuskel
Ablaufrinne
Faden —g <= Silikonring
|
[ _

Abbildung 2.3 Praparation des CremastermuskelsDer Cremastermuskel der Maus wurde tber
einem Deckglaschen aufgespannt, um die Intravitabekopie zu erméglichen. Faden dienten der
Fixierung an einem Silikonring. Die superfundiert&ebs-Pufferlosung wurde Uber eine
Ablaufrinne in einen Auffangbehélter abgeleitet.
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2.2.3 \Versuchsablauf

In Versuchen, bei denen der Cremastermuskel miteigenden Konzentrationen einer
Substanz superfundiert wurde, wurden jeweils 6-@t@rfolen mit Durchmessern von 5-50
um untersucht. Dabei wurden gut tonisierte Gefal3e m@mominenten Stellen
(GefalRabgange, Venen, Nerven, Muskelfasern) ausdewédr jeder Applikation einer
pharmakologischen Substanz wurde eine Videoseqakez Gefal3e aufgezeichnet, um
den Ruhedurchmesser zu bestimmen. Wahrend diegbakst Uiber eine Rollerpumpe der
Krebs-Pufferlosung zugefiihrt wurden, wurden allééGe nacheinander jeweils zweimal
fur ca. 3 Sekunden aufgenommen. Vor der Applikagorer hoheren Konzentration der
pharmakologischen Substanz wurde der Cremasterioskdestens zwei Minuten mit
Krebs-Pufferlosung superfundiert, sodass die Gefa@e ihrem Ruhedurchmesser
zurtckkehren konnten. Das Zufuhren einer pharmakedhen Substanz in aufsteigenden
Konzentrationen wurde im zweiten Versuchsabschnihnwesenheit von N-Nitro-L-
Arginin (30 umol/L) und Indometacin (3umol/L), zur Hemmung der NO-Synthase und
Cyclooxygenase, wiederholt. Am Ende des Versuchesdem die Vasodilatatoren
Acetylcholin, Adenosin und Natriumnitroprussid irupsamaximaler Konzentration

(jeweils 3umol/L) superfundiert, um den maximal méglichen Dunesser zu bestimmen.

In den Versuchen, in denen eine Pipette zur Stitnmmlaverwendet wurde, wurde die
Mikropipette mit Acetylcholin (0,1 mmol/L) befullund an ein gut tonisiertes Gefal3
positioniert. Im ersten Versuchsabschnitt wurde @emastermuskel mit Ringer-Losung
superfundiert und eine Videosequenz des Gefaliesilged0 Sekunden vor und bis 1
Minute nach Druckpulsapplikation von Acetylcholirorkinuierlich aufgezeichnet. Im

zweiten Versuchsabschnitt wurde der Ringer-LosungA-S1 zugefihrt und die

Druckpulsapplikation von Acetylcholin wiederholt.nA Ende des Versuches wurden
Acetylcholin, Adenosin und Natriumnitroprussid irupsamaximaler Konzentration
(jeweils 3umol/L) superfundiert, um den maximal méglichen Dumesser zu bestimmen.

Nach Versuchsende wurde die Maus durch eine inise Injektion von 800mg/kg

Pentobarbital-Natrium euthanasiert.
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2.2.4 \ersuchsprotokolle

Wirkung von SKA-31 in der Mikrozirkulation

In diesen Versuchen wurde der Effekt aufsteigerfi€A-31 Konzentrationen auf die
Gefalle untersucht (1 bis 30 umol/L). Da SKA-31 irer@ophor gelost wurde, wurde
Cremophor in der verwendeten Konzentration ebenfaliperfundiert. Im zweiten
Versuchsteil wurde dieses Protokoll in Anwesentieit No-Nitro-L-Arginin (L-NA) (30
pmol/L) und Indometacin (3 pmol/L) wiederholt. AuBem wurden die Vasodilatatoren
ACh (10 pmol/L), Ado (3 und 10 pmol/L) oder SNP (106mol/L) zum Vergleich

untersucht.

Kombination von SKA-31 und Acetylcholin

In diesem Protokoll wurde untersucht, ob der Kakamalaktivator SKA-31 die
Acetylcholin-induzierte Vasodilatation verstarktafiDr wurden bis zu 10 Gefal3e pro Maus
betrachtet und die Vasodilatation bei aufsteigenlegtylcholin-Konzentrationen (0,3-10
pmol/L) aufgezeichnet. Danach wurde zeitgleichAaietylcholin jeweils SKA-31 (3 oder
30 umol/L) der Ringer-Losung zugefuhrt. In einer itelen Versuchsserie wurde
Acetylcholin mittels Mikropipette lokal applizierDanach wurde die lokale Applikation
von ACh wahrend Superfusion von SKA-31 (3, 10 @ddumol/L) wiederholt. Wahrend
des gesamten Versuches war-Nitro-L-Arginin (30 pmol/L) und Indometacin (3

pmol/L) anwesend.
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2.3 Telemetrische Messung der Hamodynamik

2.3.1 Versuchsaufbau

Der den Méausen implantierte Druckabnehmer konnteemiem Magneten angeschaltet
werden, sodass die Datensendung an die Empfangeiebih, welche sich unterhalb des
Kafigs befand, initiiert wurde. Mit der entsprecden kommerziell verfiigbaren Software
(Datascience) wurden die Daten aufgezeichnet (5@) whd gespeichert. Aus den

Blutdruckoszillationen wurde die Herzfrequenz elnrest.

2.3.2 Préaparation der Versuchstiere

Anésthesie

Zur Einleitung der Narkose wurde die Maus in eirlasglocke (4x6 cm) gehalten, in die
ein Gemisch aus Isofluran (10%) und Sauerstofftginge. Nach 2-3 Minuten befand sich
das Tier im Toleranzstadium. Die weitere Narkosedeumit Isofluran (2%) durchgefuhrt.
Hierbei wurde eine Maske verwendet, die die Scheales Tieres bedeckt&kbildung

2.4) Zur Analgesie wurde der Maus vor Operationsbe@i®7 mg/kg Fentanyl injiziert.

Katheterisierung der Arteria carotis communis und Implantation des Transmitters
Wahrend der Préparation wurde das Auskihlen dershMaittels einer Warmeplatte, die
mit einem Wasserbad temperiert wurde, verminderh #asierten Hals, der auf dem
Rucken gelagerten Maus, wurde ein ca. 2 cm langeni® in der Medianlinie unterhalb
des Kiefers bis zum Xiphoid gemacht. Durch Spressggingen mit der Schere wurde
Uber dem rechten Abdomen eine subkutane Taschehajést in die spater der
Druckabnehmer positioniert wurdélibildung 2.4). Danach wurde die linke Arteria
carotis communis freiprapariert und mit zwei Fadeon denen der craniale Faden
verknotet wurde, angeschlungen und aufgespanntitSamde der Blutfluss im Gefal3
unterbrochen und das Herausfliel3en von Blut nadi&edffnung verhindertApbildung
2.2). Nach Eroffnung des GefalRes wurde der Katheidrilfe einer gebogenen Kanile in
die Arterie eingefuhrt und nach Losen des caudakadens einen Zentimeter
vorgeschoben. Ein dritter Faden diente der Fixigrdas Katheters im Gefal3. Daraufhin
wurde der Druckabnehmer in die subkutane Taschgegihrt und der Hautschnitt mit

einem Polypropylenfaden vernaht.
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Abbildung 2.4 Inhalationsnarkose und Lage
des Transmitters. Abgebildet ist die Position

des Katheters in der linken Halsschlagader der
Maus und des Transmitters in der subkutanen
Bauchtasche. Uber eine Maske wurde die Maus
wahrend der Praparation mit Isofluran
narkotisiert.

2.3.3 Versuchsprotokolle

Telemetrische Messung der Hamodynamik

Der Blutdruck wurde in acht Wildtypmausen (C57Bl/&echs Cx40 und sechs
Cx40'":TIE2-Cre Mausen gemessen. Die Messung wurde ab skohsten Tag nach
Transmitterimplantation begonnen, um eine Erholdeg Tiere von der Implantation zu
ermdglichen. Die Versuchsreihe begann mit einer htidben Messung ohne
Substanzapplikation. Am Abend wurde die Datenaafrming 30 Minuten vor Injektion
gestartet. Zur Injektion wurde die wache Maus aei KKafig genommen und SKA-31
intraperitioneal injiziert. Weitere Injektionen déiinf verschiedenen Dosierungen von
SKA-31 (1-100 mg/kg geldst in 1501 Erdnussél) und des Losungsmittels (1pD
Erdnussol) erfolgte in jedem Tier an den darau#alien Abenden, wobei nach 10 und 30
mg/kg jeweils ein Ruhetag eingelegt wurde. Die Bo#sie der Tiere erfolgte mittels

Pentobarbital-Natrium.
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2.4 Datenverarbeitung

2.4.1 Datenauswertung

Die auf Videoband aufgenommen Bilder wurden zurvwersung digitalisiert. Hierfur
wurde ein im Institut fir Physiologie der Unive#itzu Libeck in LabVIEW® 7.0 (1.E.D
Institut fur Explorative Datenanalyse GmbH, Hamburgeschriebenes Programm
verwendet. Dieses diente auch zum Ausmessen deremriGefalRdurchmesser, indem der
Abstand zwischen den der GefaRinnenwand angelegédiken berechnet wurde. Zur
Weiterverarbeitung der ermittelten Grof3en und zareBhnung der Statistik wurde die
Statistiksoftware Stata® (StataCorp LP, Collegeti®ta Texas, USA) genutzt. Um die
Dilatation der Gefalle unabhangig vom Ruhedurchmeg@i€entraktionszustand) zu
bestimmen, wurde die Durchmesserdanderung auf diginmh mdgliche Anderung

normalisiert:

D, —D
Dilatation [%] = (=™ —R").100
Dmax_ DRuhe

Dsim: Durchmesser nach Stimulationg il Ruhedurchmesser,.R: maximaler Durchmesser

Die Daten der telemetrischen Hamodynamikmessungemdem aus der Software
(Dataquest A.R.T., Version 4.20, Data Science hatonal, St. Paul, Minnesota, USA)
exportiert und in Stata® Data Analysis and StatstSoftware 8.2. (StataCorp LP, College

Station, Texas, USA) importiert und weiterveraréeit

Zur graphischen Darstellung der Ergebnisse wurdgn&Plot® 2001 (Systat Software
GmbH, Erkrath) genutzt. Zur Erstellung der Abbilden wurde das Programm Corel
Draw 12 verwendet. Als Textverarbeitungsprogrammenti OpenOffice 3.2.0.
(www.openoffice.org). Das Literaturverzeichnis warrdhithilfe von Mendeley Desktop

1.5.2. (www.mendeley.com) erstellt.

26



Material und Methoden

2.4.2 Statistik
Die Ergebnisse sind als Mittelwert + SEM (Standartbr of the mean, Standardfehler)

dargestellt. Das Signifikanzniveau wurde zwischeeizGruppen mittels gepaarten (zwei
Substanzen in einem Genotyp) oder ungepaarten @uistanz in zwei Genotypen)
Studentd-Test berechnet. Waren mehr als zwei Gruppen guffiante Unterschiede hin

zu untersuchen, wurde eine Varianzanalyse (Anabfsisariance; ANOVA) durchgefihrt,

bei der den-Wert nach Bonferroni korrigiert wurde.

Zur statistischen Auswertung der Blutdruck- und #fiequenzdaten wurde eine
eindimensionale  ANOVA durchgefuhrt. Diese Analyseurde auch genutzt, um
Unterschiede zwischen den Genotypen zu testenNBimalverteilung wurde durch einen
Quantile-Quantile-Plot (Q-Q-Plot) validiert.

P-Werte kleiner als 0,05 wurden als statistiscimiikant angesehen.
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3 Ergebnisse

3.1 SKA-31 induziert Kc23.1-abhangig eine arteriolare Dilatation

3.1.1 Spezifitat von SKA-31

In einer ersten Versuchsreihe wurde die Speziibdt SKA-31 untersucht. Hierzu wurden
aufsteigende Konzentrationen von SKA-31 inc.X1l defizienten Méausen und
Wildtypmausen in der Mikrozirkulation des Cremastaskels untersucht. Das zunéachst
verwendete  Losungsmittel  Dimethylsulfoxid  induzgert eine  betrachtliche
GefalRerweiterung von bis zu 49,5+2% des maximalerciimessers (je 4 Wildtypmause
und Ke3.1" Tiere). Aus diesem Grund wurde Dimethylsulfoxidatudas Losungsmittel
Cremophor ersetzt, wobei mehrere Cremophor-Konaeéomen in der Mikrozirkulation
getestet wurden. Im Gegensatz zum LosungsmitteeDiyhsulfoxid hatte Cremophor nur
einen geringen Effekt auf den Kontraktionszustaed Gefale Abb. 3.1 A und B).
Arteriolen von Wildtypmausen und ci8.1" Tieren wiesen den gleichen maximalen
arteriolaren Durchmesser aufdB.1": 36+1um, n=45; WT: 36:2um, n=42), jedoch war
der Ruhetonus der Arteriolen inc8.1" Mausen hoher (Verhaltnis des Ruhedurchmessers
zum maximalen Durchmesser: 0,46+0,02..8<1") vs. 0,53+0,03 (WT)P<0,03), d.h. die
Arteriolen in K::3.1" M&usen wiesen einen geringeren Durchmesser auf.eBwhte
Ruhetonus von Arteriolen in ¢8.1" Mausen wurde bereits beschrieben (95). In
Wildtypmausen induzierte SKA-31 in Anwesenheit voNO und PG eine
konzentrationsabhangige Gefalerweiterugb( 3.1 A; 42 Arteriolen in 5 Tieren). Die
Hemmung der NO- und PG-Synthese fiihrte in Wildtypse@t zu einer signifikanten
Vasokonstriktion (von 20x2m auf 16£2um). Die GefalRdilatation durch SKA-31 blieb
aber trotz Hemmung der NO- und PG-Synthese univé@eintgt Abb. 3.1 B). In Kc3.1-
defizienten Tieren induzierte SKA-31 weder in Anemlseit noch in Abwesenheit von
Stickstoffmonoxid und Prostaglandinen eine Dilatat{Abb. 3.1. AundB; 45 Arteriolen

in 5 Tieren). Die Vasodilatoren Adenosin 8nol/L: 27£5%; 10umol/L: 74+4%) und
Natriumnitroprussid (1umol/L: 39+3%) induzierten in Arteriolen vond@.1"” Mausen
eine Dilatation, sodass ein genereller Verlust Digatationsfahigkeit auszuschliel3en ist.
Diese Ergebnisse zeigen, dass SKA-31 eine Dilatatiduziert, die vom Vorhandensein
des k3.1 Kanals abhangig und unabhéngig von NO und PGabelle 3.1).
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Wildtypmaus

Kea3.1"

GefaRweite [um]
vor vs. nach SKA-31

GefaRweite [um]
vor vs. nach SKA-31

18,1+15vs.19,3+1,5
190+£1,7vs.219+18
195+19vs.235+2,1

19,8 +2,0vs.26,1+2,1

165+1,0vs. 16,8+1,0
18,6 +1,2vs4 £ 1,2
16,3 #4,007,8 £1,1

17,2+1,1vs. 17,41 1,

Behandlung SKA-31
[umol/L]

1

Anwesenheit 3
von NO und PG 10

30

1

Abwesenheit 3
von NO und PG 10

30

16,7+1,6vs.18,1+1,7
16,3+1,6vs.19,2+1,7
170+18vs. 219+18

156 +1,5vs.256+2,0

139+10vs.12,7£1,0
13,2+1,118s7 £ 1,0
15,4 +/4,116,3+ 1,6

13,9+1,3vs. 14,32 1,

Tabelle 3.1 Gefa3durchmesser vor und nach Superfus1 von SKA-31.GefalRdurchmesser in
Kca3.1-defizienten Mausen und Wildtypmausen in Anwbsérund Abwesenheit von NO und PG

vor und nach SKA-31 Superfusion in aufsteigendenzeatrationen.

50 4 —O— WT

—e— KCa3.1-/- } SKA-31

40 41 ——— WT
—m KCa3.1-/- } Cremophor

Dilatation [%]

Kontrolle

L-NA und Indo

SKA-31 [log mol/l]

SKA-31 [log mol/l]

Abbildung 3.1 Dilatation nach SKA-31 in Kc.3.1" und Wildtypmausen. Dargestellt ist die
prozentuale Dilatation in Anwesenheit von ansteilgen Konzentrationen von SKA-31 (1-30
pmol/L) und vom Lésungsmittel CremophdA) in Anwesenheit von NO und PG urB) in
Abwesenheit von NO und PG durch Superfusion vanMNtro-L-Arginin (L-NA, 30 umol/L) und
Indometacin (Indo, 3uimol/L). *: P<0,05, **: P<0,01, ***: P<0,001 vs. Cremophor und #:

P<0,05, ###P<0,001 vs. K.3.1".
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3.1.2 Wirkung von SKA-31 bei Fehlen von Connexin4ln Endothel

Um die Rolle von Connexin40 bei der durch SKA-3tlunierten GefalRerweiterung zu
eruieren, wurden aufsteigende Konzentrationen \K#-31 Gber den Cremastermuskel in
endothelspezifisch Connexin40 defizienten Mause@ (. TIE2-Cre) und Kontrolltieren
(Cx40"™) superfundiert. Hierbei loste das Losungsmittel mBihylsulfoxid eine
GefaRerweiterung aus (5 CX4OTIE2-Cre, 4 Cx4l'). Daher wurde das Lésungsmittel
Cremophor verwendet, welches keinen wesentlichdekEfuf den Gefalidurchmesser
hatte. Der Ruhedurchmesser der Arteriolen in &%40E2-Cre und Cx4%' war gleich
(Ruhetonus: 16+1 vs. 17+fim; n=45 GefaRe in 4 Cx4D und n=36 GefaRe in 5
Cx40"":TIE2-Cre). Ebenso war der maximale arteriolare ddoresser in beiden

Genotypen identisch (maximaler Durchmesser: 34+B2s1 um).

In Anwesenheit von Stickstoffmonoxid und Prostadiaen induzierte SKA-31 in
Kontrolltieren (Cx4®") eine konzentrationsabhéngige Vasodilatatidbb( 3.2 A). Die
Hemmung der Stickstoffmonoxid- und ProstaglandintBgse flhrte zur Konstriktion der
Arteriolen von Cx4l" Tieren (von 16+1 auf 12+fim, P<0,05). Dennoch loste SKA-31
eine Vasodilatation aus, welche im Vergleich zusddilatation bei intakter NO- und PG-
Synthese unveréandert warapelle 3.9. In endothelspezifisch Connexin40 defizienten
Mausen (36 Arteriolen in 4 Tieren) induzierte SKA-B Anwesenheit von NO und PGs
eine Vasodilatation, die der in CX40entsprachAbb. 3.2 A). Bei der Konzentration von 3
pmol/L SKA-31 war die Gefal3erweiterung sogar stieesgepragt. Nach Hemmung der
Stickstoffmonoxid- und Prostaglandin-Synthese bliabch in diesem Genotyp die
Vasodilatation durch SKA-31 unverandeAbp. 3.2 B). Dies zeigt erneut, dass weder
Stickstoffmonoxid oder Prostaglandine an der dus&A-31 induzierten Vasodilatation
beteiligt sind. Demnach ist die Vasodilatation veaieinlich durch EDH mediiert. Diese
EDH-abhangige Vasodilatation ist auch in Abweseinkien Connexin40 im Endothel
intakt.
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Behandlung ~ SKA-31 Cx4d" Cx4d"":TIE2-Cre
[umol/L] GefalRweite [um] GefalRweite [um]
vor vs. nach SKA-31 vor vs. nach SKA-31
1 16,9+0,8vs. 18,4 +0,8 155+1,3vs. 17,0+ 1,3
Anwesenheit 3 17,7+0,9vs.192+1,0 17,1 £ 1,205 +1,6
von NO und PG 10 16,0+0,9vs. 226 £1,2 16,9 28,220+ 1,6
30 16,2+09vs.22,1+1,1 19,6 +£1,7 vs. 24,46t 1,
1 10,5+0,8vs. 14,0+ 1,0 12,6 +1,5vs. 15,54 1,
Abwesenheit 3 10,5+£10vs.154+1,0 135+1,116s8 +1,5
von NO und PG 10 11,0+0,9vs. 18,2+ 1,3 15,3 #44,20,4 +1,5
30 11,2+09vs.21,5+1,3 16,1 +1,6 vs. 22,56t 1,

Tabelle 3.2 GefalRdurchmesser nach Superfusion von SKA-31.GefaRdurchmesser in
Cx40":TIE2-Cre und Cx4%' Mausen in Anwesenheit und Abwesenheit von NO undv®Qund
nach SKA-31 Superfusion in aufsteigenden Konzenotrat.

A Kontrolle B

L-NA und Indo

—O— Cx40flfl
—&— Cx40fl/fl:TIE2-Cre

—— Cx40fll
40 4 —— Cx40fl/f.- TIE2-Cre

50 - } SKA-31

*k%k *k%

} Cremophor

*k%

*k*k
*%k%

Dilatation [%0]

T T T T
-6 -5 -6 -5
SKA-31 [log mol/l] SKA-31 [log mol/l]

Abbildung 3.2 Dilatation nach SKA-31 in Cx4#".TIE2-Cre und Cx40". Dargestellt ist die
prozentuale Dilatation in Anwesenheit von ansteilgen Konzentrationen von SKA-31 (1-30
umol/L) und vom Losungsmittel Cremophor in C¥4Qund Cx46":TIE2-Cre Mausen(A) in
Anwesenheit von NO und PG uf) in Abwesenheit von NO und PG durch SuperfusionNen
Nitro-L-Arginin (L-NA, 30 umol/L) und Indometacin (Indo, @mol/L). *: P<0,05, **: P<0,01,
***. P<0,001 vs. Cremophor und #20,01 vs. Cx4®":TIE2-Cre.
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3.1.3 Wirkung von SKA-31 auf die Acetylcholin-induierte Vasodilatation

Einfluss von SKA-31 auf die Amplitude der Acetylchdin-induzierten Dilatation

Um der Frage nachzugehen, ob SKA-31 die Vasodiataturch Acetylcholin modifiziert,
wurden aufsteigende Acetylcholin-KonzentrationeAmnwesenheit oder Abwesenheit von
SKA-31 appliziert. Wahrend der gesamten Versuchsdawrde der Pufferlosung N
Nitro-L-Arginin und Indometacin zugefihrt, um letiadh EDH-abhangige Mechanismen

darzustellen.

Die alleinige Superfusion von 3 pumol/L SKA-31 inderte eine Vasodilatation von 8,4 +
3,2 %. Die gleichzeitige Superfusion von ACh undASKL (3 umol/L, 57 Arteriolen in 7
C57BL/6) fuhrte bei Acetylcholin-Konzentrationenrv®,1 und 0,3 pumol/L zu einem
additiven Effekt. Dabei wurde der GefalRdurchmessech SKA-31 bei 0,1 pmol/L ACh
von 18,1+ 1,2 um auf 21,8 £ 1,5 um und bei 0,3 pmol/L ACim 8,3 £ 1,3 um auf 22,7
+ 1,7 pum vergroRertP<0,01; ACh vs. ACh mit SKA-31). Bei hoheren Acetybdin-
Konzentrationen war die Vasodilatation durch Acgtglin in Anwesenheit von SKA-31
nicht verandert Abb. 3.3 A). Eine héhere Konzentration von SKA-31 (30 pmol24
Arteriolen in 3 C57BL/6) induzierte eine Vasoditaa von 39,4 + 3,7 %. Das
Losungsmittel DMSO, in welchem SKA-31 gelost wamduzierte allein eine
Vasodilatation von 16,3 + 3,7 %. Die Superfusiom \®KA-31 (30 umol/L) fuhrte bei
niedrigen Acetylcholin Konzentrationen zu einem iaden Effekt. Dadurch wurden die
Gefallerweiterungen durch Acetylcholin von 17,1&2m, 22,2 + 1,8 um, 21,2 £ 2,1 um
und 24,2 £ 1,8 um (0,03 bis 1 pmol/L ACh) durch SEA auf jeweils 22,2 + 2,2im,
22,5+ 2,1uym, 23,4 + 2,1 um und 26,2 £+ 1,8n vergrofRert P<0,01 ACh vs. ACh mit
SKA-31). 3und 10 umol/L ACh losten GefaBweitem yeweils 24,7+ 1,9 um und 27,1 +
1,6 um aus. Diese wurden durch SKA-31 auf je 27147 um und 25,6 = 1,9 um erhoht
(P<0,05, ACh vs. ACh mit SKA-31). Somit verstarkte AR1 die Vasodilatation bei den
zwei hochsten ACh-Konzentrationen zwar signifikasie Vasodilatation war allerdings
geringer ausgepragt als der errechnete additivé féeVasodilatationen von SKA-31 und
Acetylcholin (P<0,01 ACh und SKA-31 vs. errechneter additiver Eff¢Abb. 3.3 B).
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: —e— Acetylcholin
80 1 —e— Acetyicholin 100 1 —o— Acetyicholin + SKA-31 -
—0— Acetylcholin + SKA-31 B SKA31 P
= - 1 - 1
60 SKA-31 ) 80{ o DMSO _
= L g0 Py T
c
S 40 - 2 u
] O]
D 20 - a
20 1 i
0 - 0 ————————————————————
7 -6 5 7 -6 5

Acetylcholin [log mol/l] Acetylcholin [log mol/l]

Abbildung 3.3 Konzentrationsabhangige Dilatation nah Acetylcholin ohne und mit SKA-31.

Es wurden zwei Konzentrationen von SKA-31 untersu@) 3 pmol/L und(B) 30 pmol/L.
Dargestellt ist die Dilatation nach Acetylcholin durfsKA-31 alleine sowie die Dilatation bei
simultaner Gabe. Die gestrichelte Linie ist dieeehnete Dilatation der Acetylcholin-induzierte
Vasodilatation und der alleinigen SKA-31 Superfusid?/dhrend des gesamten Versuches wurden
No-Nitro-L-Arginin (30 pmol/L) und Indometacin (3umol/L) superfundiert. *: P<0,05,

**: P<0,01, ***: P<0,001 Acetylcholin vs. Acetylcholin und SKA-31.

33



Ergebnisse

Effekt von SKA-31 auf die Dauer der Acetylcholin-irduzierten Vasodilatation

In dieser Versuchsserie galt es zu untersuche8ka@b 31 einen Einfluss auf die Dauer der
Acetylcholin-induzierten Vasodilatation hat. Hierfivurde eine Arteriole mittels einer
Mikropipette lokal in Anwesenheit oder Abwesenhedn SKA-31 mit Acetylcholin
stimuliert. Wahrend des gesamten Versuches wuradro-L-Arginin (30 umol/L) und
Indometacin (3umol/L) superfundiert. Der Ruhedurchmesser der Gefal Acetylcholin-
Applikation betrug 12,4 £ 0,@m. Nach Stimulation kam es zu einer sofort einsetea
Dilatation, die nach 5-6 Sekunden ein Maximum vé&hll+ 0,9um (52,6 + 3,0 %,
P<0,001 vs. Ausgangsdurchmesser) erreichiabdélle 3.3. In Anwesenheit von SKA-31,
welches kontinuierlich superfundiert wurde (3 prbpli3 Stimulationen in 4 Tieren sowie
10 umol/L; 18 Stimulationen in 3 Tieren), wurde dieximale GefaRweite funf Sekunden
nach ACh-Stimulation erreicht. Bei einer SKA-31 kentration von 30 pmol/L (15
Stimulationen in 2 Tieren) wurde die maximale Geféike sechs Sekunden nach ACh-
Stimulation erreichtAbb. 3.4). In Anwesenheit von SKA-31 erreichten die Geféfsen
Ausgangsdurchmesser 20 Sekunden nach ACh-Stimulafiiese Dauer der Dilatation
unterschied sich nicht von den Kontrollbeobachtung8omit hatte SKA-31 keinen

Einfluss auf die Amplitude und die Dauer der Diteta nach lokaler Acetylcholin-

Stimulation.
Lokale Stelle n RuhedurchmesseMax. Durchmesser  Dilatation
[um] [um] [%]
Acetylcholin 29 12,4+0,8 19,1+0,9 52,6 £ 3,0
+ SKA-31 (3 umol/L) 13 16,8 +1,3 21,7+1,0 52,093,
+ SKA-31 (10 pmol/L) 18 156+ 1,7 21,1+ 1,5 5%,3,7
+ SKA-31 (30 pmol/L) 15 176+24 21,2+2,0 48.8,8

Tabelle 3.3 Effekt von SKA-31 auf die Vasodilatation nach lokatr Stimulation mit
Acetylcholin. Ruhedurchmesser, maximaler Durchmesser und pradentDilatation nach
Druckpulsapplikation von Acetylcholin bei gleichzger Superfusion von SKA-31.
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Abbildung 3.4 Effekt von SKA-31 auf die Dilatation nach lokaler Stimulation mit
Acetylcholin. Dargestellt ist der zeitliche Verlauf der Acetydtih-induzierten Vasodilatation ohne
(Kontrolle) und in Anwesenheit von SKA-31 in vergatenen KonzentrationenA) 3 pmol/L,
(B) 10 pmol/L und C) 30 pmol/L. Wahrend des gesamten Versuches wuxdenlitro-L-Arginin
(30 pmol/L) und Indometacin (gmol/L) superfundiert.
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3.2 Effekt von SKA-31 auf die Makrohdmodynamik

Die Bestimmung hamodynamischer Parameter wurde indtjymausen (n=8),
endothelzellspezifisch Connexin40-defizienten TiereCx4d'":TIE2-Cre; n=6) sowie
global Connexin40-defizienten Mausen (C%40=6) (Alter: 4-11 Monate) durchgefiihrt.
Wildtypmause wiesen einen systolischen BlutdrucR)(8on 128+5,5 mmHg und einen
diastolischen Blutdruck (DP) von 96+5,6 mmHg beiesn mittleren arteriellen Druck
(MAP) von 110+4,3 mmHg auf. Cx38.TIE2-Cre Mause unterschieden sich nicht (SP
125+5,7, DP 9744,4, MAP 109+4,3 mmHg). Im Gegenslaizu waren global Connexin40
defiziente Tiere mit einem SP von 170,3t5,3 mmHg emen DP von 123+2,9 mmHg
(MAP 146+£3,8 mmHg) hypertensiv. In den Genotypem tia Herzfrequenz &hnlich (WT:
601+11/min, Cx4t":TIE2-Cre: 600+23/min, Cx4Q 612+16/min).

3.2.1 Wirkung von SKA-31 auf den arteriellen Mittddruck

Die intraperitoneale Injektion des Losungsmittetdritiss6l (15Qul) oder 1 bzw. 3 mg/kg
SKA-31 anderte den mittleren arteriellen Druck @irler der drei Genotypei\pb. 3.5).
Die Dosis von 10 mg/kg SKA-31 senkte den artenelMitteldruck in hypertensiven
Cx40" von 145,3+6,0 mmHg auf 132,6+6,0 mmHg nach 50 MinuP<0,05). In
Wildtypmausen und endothelzellspezifisch Connexiddfizienten Tieren fihrte diese
Dosis zu keiner Reduktion des arteriellen Mittetthes. 30 mg/kg SKA-31 senkte den
Blutdruck in allen drei Genotypen beginnend nacliv@uten. Der Blutdruckabfall war in
allen Genotypen ahnlich und betrug maximal 21+9 mmfWT), 134 mmHg
(Cx40"":TIE2-Cre) und 30+11 mmHg (Cx4) (Abb. 3.6und3.7). Bei einer Injektion von
100 mg/kg SKA-31 fiel der Mitteldruck in allen Gegpen signifikant ab und erreichte ein
Minimum ca. 50 Min. nach Injektion (maximaler AQfaVT: 42+8 mmHg, Cx48":TIE2-
Cre: 3248 mmHg, Cx4Q 32+10 mmHg). Nur in Cx4¢:TIE2-Cre war der
Blutdruckabfall nach 100mg/kg signifikant starkeisgepragt als nach 30 mg/kg SKA-31
(P<0,05 vs. 30 mg/kg) Abb. 3.7). In allen Tieren erreichte der Blutdruck den
Ausgangswert ca. 80 (30 mg/kg) bzw. 200 MinuterD(frly/kg) nach SKA-31 Injektion.
Somit senkt SKA-31 den Blutdruck in normotensivawie in hypertensiven Mausen
unabhangig von Connexin40.
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Abbildung 3.5 Zeitlicher Verlauf des arteriellen Mitteldrucks nach Injektion von SKA-31 in
den verschiedenen GenotypenDer Ausgangsblutdruck ist bis zu 12 Minuten vorektjon
(Zeitpunkt 0) dargestellt. Nach intraperitonealejektion von 1 und 3 mg/kg blieb der mittlere
arterielle Druck unverandert. 10 mg/kg SKA-31 sendten Druck in Cx40, 30 und 100 mg/kg
SKA-31 senkten den Blutdruck in allen drei Genotype P<0,05, **: P<0,01, ***: P<0,001 vs.
Mitteldruck vor SKA-31 Injektion.
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Abbildung 3.6 Vergleich des arteriellen Mitteldrucks in den verschiedenen Genotypen im
zeitlichen Verlauf nach Injektion von 30 und 100 mf¢kg SKA-31. Der Blutdruck ist vor
Injektion (Zeitpunkt 0) dargestellt. Nach intraperiealer Injektion vorfA) 30 mg/kg undB) 100

mg/kg SKA-31 fiel der mittlere arterielle Druck allen drei Genotypen signifikant ab. P<0,05,

**: P<0,01, ***: P<0,001 vs. Ausgangsblutdruck.
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Abbildung 3.7 Maximaler Abfall des arteriellen Mitteldruckes nach Injektion von SKA-31.

In hypertensiven Cx40induzierte 10 mg/kg SKA-31 einen signifikanten @lwckabfall. 30 und
100 mg/kg SKA-31 induzierte in allen drei GenotypEnen signifikanten Abfall des Blutdrucks
ca. 20 bzw. 50 Minuten nach SKA-31 Injektion. DieeNé sind angegeben als Differenz des
Ausgangsblutdrucks und des jeweils niedrigsten &8ertach SKA-31 Injektion. P<0,05 vs.
Ausgangsblutdruck.

3.2.2 Wirkung von SKA-31 auf die Herzfrequenz

Wache Mause aller drei Genotypen wiesen in Ruhe lderzfrequenz von ca. 600/min auf.
Nach intraperitonealer Injektion von 150 Erdnussél, welches als Lésungsvermittler
verwendet wurde, stieg die Herzfrequenz der Mawsezkitig an (WT: 704 £ 15,3/min;
P<0,01; Cx48":TIE2-Cre: 744 + 11,5/min sowie Cx4QTiere: 727 + 18,2/minP<0,05;
wenige Minuten nach Injektion). Innerhalb wenigemMten wurde das Ausgangsniveau
der Herzfrequenz wieder erreicht. Dem initialem #i@guenzanstieg, der auch nach
SKA-31 Injektionen auftrat, liegt wahrscheinliclnei Sympathikusaktivierung durch die
Fixierung der wachen Tiere zur intraperitonealgekiion zugrunde. Nach Injektion von
SKA-31 (1, 3 und 10 mg/kg) kam es nach dem initalerzfrequenzanstieg zu einer
Ruckkehr auf den Ausgangsblutdruck. SKA-31 in eibesierung von 30 mg/kg fuhrte zu
einer geringen Erhohung der Herzfrequenz in allenddypen ca. 60 Minuten nach
Injektion. Die Dosis von 100 mg/kg SKA-31 induzeerin allen drei Genotypen nach
initialem Herzfrequenzanstieg einen Abfall der Herguenz mit einem Minimum nach 50
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Minuten (Abb. 3.8 und 3.9. Zu diesem Zeitpunkt wiesen Wildtypmause eine
Herzfrequenz von 383 £ 45,9/miR<0,001 vs. vor Injektion) auf. Endothelzellspezifisc

und global Connexin40 defiziente Méause hatten e@mzflequenzminimum von 353 *

50,3/min und 334 = 67,8/min (j8<0,01). Die Herzfrequenz stieg in allen Genotypen nu
langsam wieder an und das Ausgangsniveau wurdeachktca. 10 Stunden erreicht. Diese
Ergebnisse demonstrieren, dass SKA-31 nur in dehngién verwendeten Dosierung (100
mg/kg) die Herzfrequenz aller Genotypen signifikaetkt. Unterschiede zwischen den

Genotypen wurden nicht beobachtet.

Wildtyp Cx40ko Cx40fl/fl: TIE2-Cre

-100 +

-200 H

**

Herzfrequenzabfall [/min]

-300 +

**

—= 30 mg/kg
mmmm 100 mg/kg

**

Abbildung 3.8 Maximale Herzfrequenzanderung nach Ipektion von SKA-31.
Herzfrequenzabfall in drei Genotypen nach Injektimm 30 mg/kg SKA-31 (30 Minuten nach
Injektion) und 100 mg/kg SKA-31 (50 Minuten nach jektion).
**: P<0,01 vs. Herzfrequenz vor Injektion.
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Abbildung 3.9 Zeitlicher Verlauf der Herzfrequenz nach Injektion von SKA-31. Dargestellt ist
die Herzfrequenz [/min] im Zeitraum 20 Minuten s 120 Minuten nach Injektion vof#) 30
mg/kg und(B) 100 mg/kg SKA-31. **P<0,01, **: P<0,001 vs. Ausgangsherzfrequenz.
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4 Diskussion

Die vorliegende Arbeit zeigh vivo, dass der Kaliumkanalaktivator Naphtho[#]thiazol-
2-ylamine (SKA-31) eine EDH-mediierte Gefal3erweitey auslost, welche durch den
Kca3.1 Kanal vermittelt wird und unabhangig von CorindR ist. Die simultane
Applikation von Acetylcholin und SKA-31 fuhrt zuresr additiven Dilatation. SKA-31
induziert einen Blutdruckabfall in Wildtypm&usemrmotensiven endothelzellspezifisch
Connexin40 defizienten Mausen und in global Corm&Xidefizienten Mausen, die einen
Renin-abhangigen Bluthochdruck aufweisen. Allerdirfghrte die hdchste verwendete
SKA-31 Dosis in allen Genotypen zu einem Herzfregadfall. Somit konnte in dieser
Arbeit erstmalig gezeigt werden, dass der Kaliunakaktivator SKA-31in vivo eine
Dilatation von Arteriolen auslést und den Blutdruckon normotensiven sowie
hypertensiven Mausen uber einen langeren Zeitraenktsund dies unabhangig von

Connexin4o ist.

4.1 Die SKA-31-induzierte Dilatation ist abhangigrom Kc.3.1 Kanal

Der Kaliumkanalaktivator Naphtho[1d#thiazol-2-ylamine (SKA-31) aktiviert dend3.1
Kanal mit einer E¢ (Konzentration, die 50% der maximalen Wirkung asgl von 0,26
pmol/L und die verwandten &2 Kandle mit einer 10-fach geringeren Potenzs(EX9
pmol/L) (2). Der k3.1 Kanal wird im Endothel exprimiert (63,64) unKA31l
verschiebt das Membranpotential von EndothelzelteRichtung negativere Werte (111).
SKA-31 verstarktin vitro die Acetylcholin-induzierte Vasodilatation, l6stleatlings in
diesen Untersuchungen allein keine Vasodilatatisn &2,3). Die vorliegende Arbeit zeigt
zum ersten Mal in Arteriolen der Skelettmuskulatiliass SKA-31 per s vivo eine
Vasodilatation auslost. Wie erwartet, induzierte ASKL in Kc3.1" Mausen keine
Vasodilatation. Dies zeigt, dass SKA-31 tatsachlibkr die Aktivierung des &3.1 Kanals
und nicht tber die Aktivierung vond® Kanalen oder unspezifisch gefal3erweiternd wirkt.
Gleichermalien |6st DCEBIO, ein anderer Aktivatolcicanabhangiger Kaliumkanéle,
eine Vasodilatation aus, welche incB1" Mausen nicht vorhanden ist (95).

Zusammenfassend zeigt dies, dass eine Aktivierussy K§.3.1 durch SKA-31 in der
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Mikrozirkulation des Cremastermuskels eine Gefa@dgesmung der Arteriolen auslosen
kann. Die Gefal3erweiterung durch SKA-31 entspratiasta 40% der maximal maglichen
Dilatation und erreicht somit nicht das Ausmal3, cwek durch Applikation von
Acetylcholin ausgeltst wird (etwa 75% der maximal@iatation) (95,112,113). Wie
SKA-31 l6st auch DCEBIO eine Vasodilatation von &t40% der maximal mdglichen
Dilatation aus (95). Die im Vergleich zu Acetylclmogeringere Vasodilatation durch SKA-
31 kann darin begrindet sein, dass der Skelettrhushke Diffusionsbarriere fur das
lipophile SKA-31 darstellt, sodass am Endotheleetreutlich geringere Konzentration
wirksam ist. Dies kénnte auch erklaren, warum didkere SKA-31 Konzentration (1-30
pmol/L) zur Auslésung einer Vasodilatation notig &s es die Eg von 0,26 pmol/L
vermuten liel3e. Dennoch zeigen die Befunde ersfrdass SKA-31 per se eine relevante

Dilatation auslosen kann.

4.2 Die SKA-31-induzierte Dilatation ist unabhangy von
Stickstoffmonoxid und Prostaglandinen

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass SKA-3r die Aktivierung des K3.1 Kanals
eine Vasodilatation auslost und dass diese Vagdatda in Abwesenheit von
Stickstoffmonoxid und Prostaglandinen unveréndgrtDies legt eine EDH-Vasodilatation
nahe. Allerdings fuhren die Kaliumkanalaktivatofd8309 und DCEBIO in Gefallen der
Ratte Uber eine Stickstoffmonoxid-Freisetzung ausidihelzellen zur Vasodilatation
(114,115). Daher ist es denkbar, dass auch SKAf&l Stickstoffmonoxid-Freisetzung aus
Endothelzellen hervorruft. Selbst wenn dies so seiite, zeigen die vorgelegten Daten,
dass Stickstoffmonoxid in Anwesenheit einer EDH-Djatation dennoch keinen Anteil
an der SKA-31-induzierten Vasodilatatiomvivo hat. Somit handelt es sich bei der SKA-
31-induzierten Vasodilatation am ehesten um einelfizdiierte Gefal3erweiterung. Eine
weitere Charakterisierung durch eine pharmakoldgidglockade ist nicht mdglich, da der
Mechanismus in dieser Praparation noch unklarQ$t.wird zur Charakterisierung einer
EDH-Typ Dilatation die extrazellulare Konzentrativon Kalium drastisch erhéht, um zu
demonstrieren, dass die Dilatation auf einer Hyplansation beruht. Dieses Vorgehen ist
aber nicht moglich, da die endotheliale Auslosurag ilprerseits ebenso auf eine

Hyperpolarisation durch einenfAusstrom Uber K.3.1 angewiesen ist.
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4.3 Connexin40 ist fur die EDH-mediierte SKA-31-iduzierte
Dilatation nicht relevant

SKA-31 I6st Uber die Aktivierung descl8.1 Kanals eine EDH-mediierte Vasodilatation
aus. Bei einer EDH-mediierten Dilatation wird diedetheliale Hyperpolarisation
entweder mittels eines Faktors oder durch direkertdagung des Potentials tiber Gap
Junctions von den Endothelzellen auf die glatten sihéizellen (bertragen.
Myoendotheliale Gap Junctions bestehen aus Coneexin56,57,116), die interzellulare
Kanale zwischen Endothelzellen und glatten Mushielaebilden (31,117). In Cx40floxed
Mausen, die Connexind40 exprimieren, dilatierteneAdien nach SKA-31 Superfusion
konzentrationsabhéngig. In CX40TIE2-Cre, die in Endothelzellen kein Connexin40

exprimieren, war die Vasodilatation durch SKA-3beaintrachtigt.

Dies zeigt, dass die Aktivierung desK1 durch SKA-31 auch in Abwesenheit von
Connexin40 eine Vasodilatation hervorruft. Somit @nnexin40 in myoendothelialen
Gap Junctions nicht kritisch notwendig, um eine EYd$odilatation in Arteriolen
auszulésen. Diese Ergebnisse werden von Arbeitetersiiitzt, in denen eine
myoendotheliale Kopplung Uber Connexin40 in Skelatikelarteriolen der Maus bei der
EDH-Vasodilatation nach ACh-Stimulatiom vivo ebenfalls nicht von Bedeutung ist
(52,118). Neben Connexin4d0 wurde auch das Vorkommen Connexin37 in
myoendothelialen Gap Junctions beschrieben (7,08. aber die Expression von
Connexin37 in Connexin40-defizienten Endothelzedieank reduziert ist (119), ist es sogar
denkbar, dass die SKA-31-induzierte Vasodilatatisaint nur unabhangig von Connexin40
ist, sondern hierfir myoendotheliale Gap Junctigeserell nicht relevant sind. Somit
zeigen die Ergebnisse dieser Arbeit, dass eine ntgibeliale Kopplung tber Connexin40
zur SKA-31 induzierten Vasodilatation nicht benttigrd.
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4.4 Mogliche EDH-Mechanismen der Dilatation

Wenn die EDH-Dilatation unabh&ngig von myoendotieti Kopplung tber Gap Junctions
und keine direkte Ubertragung des Membranpotentials Endothelzellen auf glatte
Muskelzellen ist, stellt sich die Frage, ob tatd§igbheine chemische Substanz vom
Endothel freigesetzt wird und als Faktor (EDHF) diamt. Bisher wurden }D,,

Epoxyeicosatriensauren, Anandamide, das C-Typumnatische Peptid sowie Kaliumionen
als EDHF identifiziert, wobei diese Daten nicht leitlich sind und nur in einzelnen

Gefallbetten oder Spezies erhoben wurden.

H.O, wird von Endothelzellen freigesetzt und dilatibtésenterialgefaRe in Mausen und
Menschen unabhéngig von NO und PGs (18-20). Hieveesen die Daten auf.B, als
EDHF, da sich in Mausen, die defizient fur die ghdbale Stickstoffmonoxid-Synthase
sind, eine reduzierte B.,-Produktion und eine verminderte Vasodilatation ac
Acetylcholin zeigt (18). Dennoch ist eine EDH-Va#athtion in Mausen, die defizient fur
die endotheliale Stickstoffmonoxid-Synthase sindsdhrieben (112). Die Autoren
diskutieren, dass unterschiedliche EDH in versamed Gefal3betten der Maus eine Rolle
spielen konnten (18). Der Arachidonsaure-Metalddlitl2-Epoxyeicosatriensauren lost in
Koronararterien eine Vasodilatation aus und wurdbed als EDHF diskutiert. Zudem
hemmen Inhibitoren von Cytochrome P450 EnzymerBdalykinin-induzierte Dilatation
(120) und das Enzym Cytochrome P450 2C konnte @iscleeidender Schritt in der
Bildung von EDHF identifiziert werden (16). In MederialgefaRen von Ratten kénnten
endogene Cannabinoide als EDHF wirken, denn dem&anoid-Rezeptor Antagonist
hemmt die EDHF-Vasodilatation und exogen zugefighArandamid 16st ebenfalls eine
Vasodilatation aus (21). In diesen Gefal3en konrie giner weiteren Arbeitsgruppe
gezeigt werden, dass das C-Typ natriuretische d®P€ptP) ein EDHF darstellt, da dieses
nach Acetylcholin-Applikation freigesetzt wird unein direkter Aktivator des CNP-
Rezeptors eine Vasodilatation auslost (22). Allegdi muss betont werden, dass diese
Hypothesen umstritten sind und nur wenig Uberaimsiting zwischen verschiedenen
Arbeitsgruppen besteht. Es ist beispielsweise wnkiawieweit diese postulierten

Substanzen selbst als Mediator wirken oder numgieemissiven Effekt ausiben.
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Gemeinsam ist diesen Faktoren, dass zur Syntheedrgrazellulare Calciumerhéhung in
Endothelzellen nétig ist (31). Allerdings fuhrt dealiumkanalaktivator 1-EBIO direkt
Uber die Aktivierung von Kaliumkanalen zur Hypergadation der Endothelzellen und I6st
selbst keine Erh6éhung der intrazellularen Calciunzemtration in Endothelzellen aus (92).
Somit scheint SKA-31 keine Erhéhung des intrazatleth Calciums zu induzieren, was
gegen losliche EDHFs als Schritt in der SKA-31 imduen Vasodilatation spricht. Weiter
konnten die bei der endothelialen Hyperpolarisatems dem Endothel stromenden
Kaliumionen selbst als EDHF fungieren. Ahnlichesradeuiauch fiir Acetylcholin und die
hierdurch ausgeloste Offnung calciumabhangiger ufaianale postuliert (23). Die
Erhbéhung der Kaliumkonzentration wirkt an der gattMuskulatur aktivierend auf
einwartsgleichrichtende Kaliumkanale und die'/KMaATPase. Beide Vorgange resultieren
in einer Hyperpolarisation und Relaxation der glatMuskelzellen (23). Ebenso fuhrt die
Applikation von Kalium zu einer Hyperpolarisatiorerdglatten Muskelzellen und die
Erhdhung der extrazellularen “fonzentration ist ein bekannter Mechanismus der
Vasodilatation (24). Dies ist abh&angig von der mietiung der kKz-Kanéle (23). Allerdings
hatten Blocker der N&*ATPase (Ouabain) und des einwartsgleichrichtenden
Kaliumkanals (Barium) keine Abschwéachung der ACtidinierten Dilatation in Arteriolen
der Maus zur Folge, obwohl die Dilatation durch legigrtes Kalium durch diese Blocker
aufgehoben war (nicht vertffentlichte Daten). Dabescheint es unwahrscheinlich, dass
Kalium als EDHF bei der SKA-31-induzierten Vasothlzon beteiligt ist. Letztlich
erlauben die in der vorliegenden Arbeit durchgeimn/ersuche allerdings keine genaue

Identifikation eines beteiligten Endothelium-Dedveyperpolarizing Factors.

4.4.1 Zusammenwirken von SKA-31 und Acetylcholin

Eine Beeintrachtigung der Acetylcholin-induzierten/asodilatation wird bei

unterschiedlichen Erkrankungen, wie beispielswelB@betes mellitus, beobachtet
(121,122). Da SKA-31 eine vasodilatierende Wirkuzgjgt, ist eine \Verstarkung der
Acetylcholin-induzierten Gefal3erweiterung und sowiit neuer therapeutischer Ansatz
von Bluthochdruck und Krankheiten mit einer Eingotkung der EDH-Vasodilatation
denkbar. SKA-31 verstarkt die Acetylcholin-induteeiVasodilatation bei niedrigen ACh
Konzentrationen Abb. 3.3). Bei 30 pmol/L SKA-31 ist dieser additive Effe&tich bei

hoéheren ACh-Konzentrationen vorhand&bly. 3.3B). Dieser additive Effekt weist auf
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einen gemeinsamen Signalweg und reflektiert am tehedie Aktivierung des &3.1
Kanals. Bei hohen Konzentrationen wird die Vasddilan durch die Annaherung der
Hyperpolarisation an das Gleichgewichtspotentidls Kaliumionen limitiert. Die Dauer
der Dilatation nach Acetylcholin wird aber durch/AR1 nicht verlangertAbb. 3.4).

In MesenterialgefalRen von Ratten fuhrt der Kaliungfaktivator NS309 nach 5 minatiger
Inkubationszeit zu einer Linksverschiebung der Kantmtions-Wirkungskurve von
Acetylcholin (121). Ebenso kann DCEBIO die Acetylth-Vasodilatation verstarken,
sodass NS309 und DCEBIO mit Acetylcholin synerg@dtiwirken (114). SKA-31 (0,2 und
0,5 umol/L) induzierte in isobarischen VersuchenGarotisarterien der Maus eine 1,5
fache Verstarkung der ACh-Vasodilatation (0,1 pijolZudem induzierte SKA-31 bei
einer Acetylcholin-Konzentration, die normalerweikeine Vasodilatation auslost (0,01
pmol/L), eine Gefalierweiterung (111). In einer aade/ersuchsreihe induzierte SKA-31
an Carotisarterien von Mausen eine 2-3 fache Mast@ der Acetylcholin-induzierten
GefaRerweiterung (2), woraus geschlussfolgert wurdass SKA-31 die ACh-
Vasodilatation potenziert. Bekréftigt wurde diesMersuchen an Mesenterialarterien von
Hunden, in denen SKA-31 (1 pmol/L) die AcetylcheWirkung um das 2,5 fache
verstarkte. Interessanterweise wurde in diesenebheftudien im Gegensatz zu den hier
erhobenen Befunden keine Relaxation durch alleiSigé-31 Applikation gesehen (2,3).
In der vorliegenden Arbeit waren zur Aktivierung é@mdothelialen Kaliumkanale hohere
Konzentration von SKA-31 als im Draht- oder Druclogyaphen notig. Dies ist
wahrscheinlich bedingt durch die Tatsache, dassAdieriolen in diesem Setting im
Skelettmuskelgewebe verbleiben und die Diffusioesken grol3er werden.
Mdoglicherweise erklart dies auch, warum keine Pzotgnng der ACh-Wirkung durch
SKA-31 beobachtet wurde. Andererseits fuhrte SKA-31 den vorliegenden
Untersuchungen per se zu einer Dilatation und Kissturch keine klare Verstarkung der
ACh-Dilatation erkennen. Dennoch kann SKA-31 mdgtioveise bei einer
beeintrachtigten Acetylcholin-induzierten Vasoditadn (123) oder wenn der 8.1
Signalweg hochreguliert ist (124) eine verstarkeldekung ausuben, indem es direkt
Uber die Aktivierung des &3.1 Kanals eine Hyperpolarisation auslost. Somitnké die
Aktivierung der calciumabhangigen Kaliumkandle durcSKA-31 einen neuen
Therapieansatz zur Behandlung bei Beeintrachtigurdgr Endothelfunktion darstellen,

welche bei vielen Erkrankungen beobachtet wird1235).
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45 Blutdruckabfall durch SKA-31

Bisher wurde gezeigt, dass SKA-31 den Blutdruck wMildtypmausen und von
hypertensiven Mausen, welche durch Angiotensin lab& einen Bluthochdruck
entwickelten (2), aber auch von Hunden kurzfrigBgsenken kann. Eine Veranderung der
Herzfrequenz der Mause wurde nach SKA-31 Injektiam bis zu 30 mg/kg nicht
beobachtet, sodass diskutiert wurde, dass weder Rlatdruckabfall noch das
Zurickkehren zum Ausgangsblutdruck auf eine Verdmde der Herzfrequenz

zurtckzufiuhren ist (2).

In der vorliegenden Arbeit konnte der beschriebeluehdruck in global Connexin40
defizienten Tieren (Cx4Q eindrucksvoll belegt werden (52-55). Ursachliodrfir ist ein
defekter Signalweg in Renin-produzierenden Nierkbeze der zu einem Fehlen des
Angiotensin ll-vermittelten negativen Feedbacks diefReninsekretion fuhrt (54,55,125).
Daher sind Mause mit einer endothelspezifischem€xin40 Defizienz normotensiv (55),
wie hier bestatigt wurde. Eine intraperitonealesktion von 30 und 100 mg/kg SKA-31
senkte den Blutdruck aller Genotypen um etwa 20. BvmmHg. Eine geringere Dosis
SKA-31 (10 mg/kg) senkte den Blutdruck nur in hypesiven global Connexin40
defizienten Tieren signifikant. Somit senkt SKA-8&n Blutdruck auch in chronisch
hypertensiven Tieren. Der Blutdruckabfall ist anestien in der GefalRerweiterung und dem
folgenden Abfall des peripheren Widerstandes betgijrwelche in der Mikrozirkulation
nach SKA-31 Superfusion auch direkt beobachtet arekibnnte.

Da SKA-31 den Blutdruck von Wildtypmé&usen und noremsiven endothelzellspezifisch
Connexin40-defizienten Mausen gleichermal3en seasktder Effekt unabhangig vom
Connexin40. Ebenso war die Vasodilatation, die eén khtravitalmikroskopie beobachtet
wurde, in Connexin40-defizienten Tieren nicht badichtigt. Hierbei ist besonders
interessant, dass SKA-31 den Blutdruck von globanr@xin40-defizienten Tieren
deutlich senken kann und somit diese Substanz benischem Bluthochdruck mit
vermehrter Aktivierung des Renin-Angiotensin-Aldesin-Systems (54,55) wirksam ist.
Daher konnte die Auslosung einer EDH-Vasodilatatiord ein Abfall des peripheren
Widerstandes durch die Aktivierung des.X1 Kanals einen neuen Ansatzpunkt in der
Behandlung des Bluthochdruckes darstellen.
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Im Gegensatz zu den bisherigen Arbeiten zeigt tie Vorliegende Arbeit den zeitlichen
Verlauf des Blutdruckabfalls. Die intraperitonedgektion von SKA-31 fuhrt zu einem
langsamen Blutdruckabfall mit einem minimalen aeiéan Druck ca. 30 Minuten (30
mg/kg SKA-31) bzw. 50 Minuten (100 mg/kg SKA-31)chalnjektion. Somit ahnelt der
Abfall des Blutdrucks dem langsamen Anstieg desmkkonzentration von SKA-31, der
etwa zwei Stunden nach intraperitonealer Injektsginen HoOhepunkt erreicht (2).
Interessanterweise kam es bei Hunden zu einem enige Sekunden (81 s) anhaltenden
Blutdruckabfalls nach intravenotser Injektion voma/kg SKA-31 (3), woraus ersichtlich
wird, dass die Applikationsart (intraperitoneal iBegensatz zu intravends) die
Pharmakokinetik von SKA-31 beeinflusst. Zusammesdad kann SKA-31 aufgrund
guter pharmakologischer Eigenschaften (2) und dedrocksenkenden Effektes ein neues

Therapieprinzip bei der Behandlung der arterieligpertonie darstellen.

Dem initialen Herzfrequenzanstieg der Mause inaiégbeit liegt wahrscheinlich eine
Sympathikusaktivierung durch die Fixierung der wacHiere, was zur intraperitonealen
Injektion notwendig war, zugrunde. Nach Verbring#ar Tiere in die Kafige kehrte die
Herzfrequenz rasch auf das Ausgangsniveau zuridkolieb danach konstant. Lediglich
bei der hochsten injizierten Dosis von 100 mg/kgASKL kam es in allen Genotypen zu
einem signifikanten Abfall der Herzfrequenz. Die pEession des K3.1 in
Schrittmachergewebe des Herzens oder eine Funliépder Regulation der Herzfrequenz
wurde bisher nicht beschrieben. Jedoch liel3 siciNARer Kc2 Kanale in Vorhof- und
Kammermyocyten nachweisen (126,1273.Xhaben eine Funktion bei der Repolarisation
von Myocyten (128). Es konnte gezeigt werden, dassh eine Inhibition des 3.1
Kanales in menschlichen embryonalen Stammzellen e eiDepression der
Schrittmacherzellen auslost (129). Weiter fuhrt gimetisch induzierte d& Defizienz zu
einer Sinusbradykardie und umgekehrt eine Uberssime von k.2 Kanalen zu einem
Anstieg der Herzfrequenz (71). Dies lasst vermutiass der K2 Kanal eine Rolle bei der
Schrittmacherfunktion im Herzen hat und die Aktivieg des Kanals beschleunigend
wirkt. Die genetische Uberexpression und eine phaoilogische Aktivierung der
calciumabhéangigen Kaliumkanale konnten aber urtedtiche Auswirkungen haben. Es
ist denkbar, dass SKA-31 calciumabhangige Kanale Sohrittmacherzellen aktiviert,

sodass die Schwelle zum Auslésen eines Aktionspaterspater erreicht wird, was zu
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einer Reduktion der Herzfrequenz flhrt. Zudem lzat Igpophile SKA-31 einen sedativen
Effekt, der unabhéngig vom J8.1 Kanal ist, da der sedative Effekt auch ip-3KL
defizienten Tieren auftrat (130). Daher ist der&dbfler Herzfrequenz am ehesten in einer
Aktivierung calciumabh&ngiger Kaliumkanéle in Stimacherzellen und zusétzlich in
einem sedativen Effekt begrindet, wobei dieseekEfam ehesten durch die Aktivierung

von Kc2 Kandalen in hoher SKA-31 Konzentration ausgeldst.w
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5 Zusammenfassung

Der endotheliale K3.1 Kanal hat eine entscheidende Funktion bei daelothelialen
Hyperpolarisation, die auf die glatten Muskelzelléibertragen wird und so eine
Gefallerweiterung hervorruft. Diese von Stickstoffimxdd und Prostaglandin unabhangige
Dilatation wird EDH-Typ Dilatation genannt. Unklaist, ob die endotheliale
Hyperpolarisation tber einen chemischen Faktor al#er Potential elektrotonisch Uber
myoendotheliale Gap Junctions direkt Ubertragend.win dieser Arbeit wurde die
Hypothese gepruft, ob der Kaliumkanalaktivator SR Giber Aktivierung des &3.11in
vivo eine arterioldare Dilatation induziert und ob digSefal3erweiterung Connexin40-
unabhangig ist. In der Skelettmuskulatur induzie®i€A-31 eine Vasodilatation von
Arteriolen in Wildtypmé&usen und Mausen mit endatidel Connexin40 Defizienz. Im
Gegensatz dazu war SKA-31 in cRB1 defizienten Mausen ineffektiv. Die
GefalRerweiterung war unbeeintrachtigt von der Bhoek der Stickstoffmonoxid- und
Prostaglandinsynthese. Bei gleichzeitiger Appliatverstarkte SKA-31 die Acetylcholin-
induzierte Vasodilatation. SKA-31 (30 und 100 mg/lsgnkte den Blutdruck sowohl in
wachen Wildtypmausen als auch in normotensiven €anA0 defizienten Tieren. In
hypertensiven global Connexin40 defizienten Maugdmte bereits eine geringere Dosis
(10 mg/kg SKA-31) zu einem Blutdruckabfall und SKA-senkte in hdherer Dosis den
Blutdruck dieser Tiere deutlich. Zusammenfassengt zitese Arbeit, dass die Aktivierung
endothelialer K:3.1 Kanéle mittels SKA-31 zu einer Gefal3erweiterwngl zu einer
Blutdrucksenkung fuhrt. Die Vasodilatation durchtiklerung des K.3.1 ist unabhéngig
von Stickstoffmonoxid und Prostaglandinen und dabhésy EDH-Typ Dilatation zu
klassifizieren. Diese EDH-Dilatation ist unabhangmn Connexin40 im Endothel. Somit
sind myoendotheliale Gap Junctions, bestehend anseXin40;n vivo nicht beteiligt und
es ist unwahrscheinlich, dass die endotheliale kpglarisation elektronisch auf den
glatten Muskel Ubertragen wird. Diese Vasodilatatiegt sehr wahrscheinlich auch dem
Blutdruckabfall nach SKA-31 zugrunde und SKA-31 kasken Druck in einem Renin-
abhéangigen Tiermodell senken. Die Aktivierung dalsiomabhangigen Kaliumkanals mit
intermediarer Leitfahigkeit durch SKA-31 kénnte emeues Therapieprinzip in der
Behandlung des Bluthochdruckes darstellen.
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Anhang

7 Anhang

7.1 Substanzen und L6sungen

Substanz Hersteller

Acetylcholin (ACh) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Tauféhen
Adenosin (Ado) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirohe
Bupivacain Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Calciumchlorid (CaG) Merck KGaA, Darmstadt

Dimethylsulfoxid (DMSO) Merck KGaA, Darmstadt

Fentanylcitrat Janssen-Cilag GmbH, Neuss

Indometacin Promedica S.R.L., Parma, Italien
Isofluran Baxter Deutschland GmbH, Unterschleil3heim
Kaliumchlorid (KCI) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Tauf@hen
Kaliumhydrogenphosphat (KRQ,) Merck KGaA, Darmstadt

Magnesiumsulfat (MgS£) Merck KGaA, Darmstadt
Medetomidinhydrochlorid Pfizer Deutschland GmbH, IBer
Midazolamhydrochlorid Hameln Pharma Plus GmbH, Hame
Naphtho[1,2d]thiazol-2-ylamine (SKA-31) Sigma-Aldrich Chemie GhipTaufkirchen
Natriumchlorid (NaCl) Carl Roth GmbH + Co. KG, Katbe
Natriumhydrogencarbonat (NaHGO Merck KGaA, Darmstadt
Natriumnitroprussid (SNP) Sigma-Aldrich Chemie Gmfdufkirchen
Nw-Nitro-L-Arginin ( L-NA) Sigma-Aldrich Chemie GmbHTaufkirchen
Pentobarbital-Natrium Merial GmbH, Hallbergmoos
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7.2

Anhang
Protokoll zur Reinigung der Transmitter

Grobe Reinigung mit destilliertem Wasser nachEigiantation des Katheters

Enzymatische Reinigung (Haemo-Sol® Non-SudsirggrAo-Sol, Inc., Baltimore,
Maryland, USA; 5 g Pulver in 1 Liter destillierteasser) fir 4 bis 72 Stunden

Erneute Reinigung mit destilliertem Wasser

Sterilisation in Glutardialdehyd 2% (verdunnt aBkitardialdehyd 25%, Merck
KGaA, Darmstadt) fur mindestens 10 Stunden

Dreimalige Spulung mit steriler NaCl-Lésung (C&bth GmbH + Co. KG,

Karlsruhe)
Einlegen des Katheters in steriler NaCl-Losuirgetwa 10 Stunden

Bei Bedarf Katheterspitze mit neuem Gel (276-0088-Regel Syringe .50 CC,

Data Science International, St. Paul, MinnesotaA)Usfillen

Lagerung der Katheter in destilliertem Wasser sterilen Schraubverschluss
Rohrchen (50 ml, Greiner Bio-One GmbH, Frickenhajise
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Anhang

7.3 Publikationen und Kongressbeitrage

Publikationen

Josephine Radtke, Kjestine Schmidt, Heike Wulfflf RK&hler, Cor de Wit: Activation of
Kca3.1 by SKA-31 induces arteriolar dilation and logvdnlood pressure in normo- and
hypertensive connexin40-deficient mice. Britishrdal of Pharmacology, 170(2):293-303;
2013

Marc Reismann, Nader Ghaffarpour, Ethel Luvall, Ad&. Jirmo, Ola Wingvist,
Josephine Radtke, Tomas Wester, Gosta Claessommnidyoll-like receptor expression
predicts outcome of sclerotherapy for lymphatic forahations with OK-432 in children.
The Journal of surgical research, 187(1):197-20142

Kongressbeitrage mit Vortrag
Experimental Biology 2011, Washington DC, USA: Thechannel (K.3.1) activator
SKA-31 lowers blood pressure independent of com##x(2011)

9th World Congress for Microcirculation, Paris, ikeeich: The IK-channel (K3.1)
activator SKA-31 lowers arterial pressure indepena@dé connexin40 in normo- and
hypertensive mice (2010)

15. Treffen der Ostseephysiologen, Liubeck: Aktwigy von Ik, senkt den  Blutdruck
unabhangig von Connexin40 in normo- und hyperteamMausen (2010)

Kongressbeitrage mit Poster
Experimental Biology 2011, Washington DC, USA: Thechannel (K.3.1) activator
SKA-31 lowers blood pressure independent of com##x(2011)

Uni im Dialog - 4. Lubecker Doktorandentag, LubeclNeuer Ansatz der
Bluthochdruckbehandlung: Hochspannung im Gefal3 Hduréktivierung von
Kaliumkanalen (2010)
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Auf eine Veroffentlichung des Lebenslaufes wird der elektronischen Dissertation

verzichtet.
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