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Zusammenfassung

Adipositashypertonie ist die hdufigste sekundire Hypertonie im Menschen. Die Mechanismen
des zugrundeliegenden erhdhten systemischen arteriellen Widerstandes sind nicht ausreichend
bekannt. Im Rahmen dieser Arbeit wurde 1) die Rolle von K,-Kanidlen des KCNQ-Subtyps
bei der periadventitiellen Gefdlregulation durch das perivaskulidre Fettgewebe (PVAT)
untersucht, 2) welche Rolle endogener Schwefelwasserstoff (H,S) und 3) Spinophilin (SPL)
als Regulator des G-Protein-gekoppelten-Rezeptoren (GPCR)-Signalwegs bei der
Gefilregulation spielen. Die Untersuchungen fokussierten sich auf Cystathionin-y-Lyase
(CSE), die die Bildung von H,S aus L-Cystein im PVAT Kkatalysiert, und neuartige KCNQ-
Kanal6ftner. Es wurden isometrische Kontraktionsmessungen an systemischen Arterien von
Ratten und Miusen sowie telemetrische Blutdruckmessungen durchgefiihrt. Die Offnung von
KCNQ-Kanilen stellte sich als potenter Mechanismus fiir die Auslésung einer Vasorelaxation
in systemischen Arterien von Ratten und Maidusen heraus, auch spielen die Kandle eine
bedeutende Rolle in der parakrinen Kontrolle des vaskuldren Tonus durch PVAT. Eine
partielle Modulation durch H,S scheint vorzuliegen, denn im Falle einer reduzierten H,S-
Freisetzung aus dem PVAT konnten die parakrinen Effekte durch synthetische KCNQ-
Kanal6ffner nachgeahmt werden. Synthetische KCNQ-Kanal6ffner senkten den systemischen
Blutdruck in normotensiven und adipdsen (New Zealand Obese) Mausen. CSE-H,S scheint
den ADRF-Effekt nur in Ratten-, nicht aber in Mausaorten zu modulieren. Abwesenheit von
SPL induzierte eine sympathisch vermittelte arterielle Hypertonie in SPL-gendefizienten
(SPL-/-) Mausen. Hier zeigte sich, dass SPL die Angiotensin II (Angll)-vermittelte
Aktivierung des sympathischen Nervensystems einschrinkt und die vaskuldre
GefaBkontraktion auf Angll nicht beeinflusst. Die vorliegenden Ergebnisse tragen zum
besseren Verstindnis von Mechanismen der systemischen Gefdaregulation bei und er6ffnen

neue Forschungsansitze fiir zukiinftige Studien zu Mechanismen der Adipositashypertonie.



1 Einleitung

KCNQ-Kanile (K,7-Kanéle) sind eine Unterfamilie der spannungsabhidngigen Kaliumkanéle
(K,)" 2. Die fiinf Subtypen (KCNQI-5) weisen unterschiedliche Expressionsmuster auf; im
vaskuliren System dominieren KCNQI, 4 und 5°. Eine Beteiligung von KCNQ4 an der
Regulation des pulmoniren vaskuldren Tonus konnte kiirzlich nachgewiesen werden® °.
Pulmonararterien besitzen jedoch im Gegensatz zu den meisten anderen Arterien kein
umgebendes Fettgewebe.

Perivaskuldres Fettgewebe (PVAT) verringert die kontraktile Antwort auf
Noradrenalin und andere Vasokonstriktoren in Ringpréparaten aus isolierten Rattenaorten auf
parakrine Weise®'’. Dieser antikontraktile Effekt wird durch einen transferablen ,,Adipocyte
derived relaxing factor (ADRF)® vermittelt, der in GefdBmuskelzellen iiber die Offnung von

8. 10 _- . . .
’ einleitet, welche wiederum zu einer

K,-Kanilen eine Membranhyperpolarisation”
Vasorelaxation fiihrt (ADRF-K,-Signalweg)” '°. Stérungen in diesem Signalweg Dbei
Adipositas bzw. Hypertonie gehen mit einer erhdhten vaskuldren Reaktivitit einher. Der
antikontraktile Effekt kann {iiber verschiedene Spezies hinweg in unterschiedlichen

11, 12

GefaBtypen beobachtet werden . Wenn auch bereits Proteinbanden bestimmter GroB3e

vorliegen, so ist die molekulare Identitdt von ADRF dennoch bisher unbekannt. Verschiedene

13, 14

potentielle ADRF-Kandidaten (u. a. Adiponectin, Angl-7 > ) wurden bereits vorgeschlagen,

ein endgiiltiger Nachweis fehlt jedoch noch. Die Expression des Schwefelwasserstoff (H,S)-

15, 16 .
*? und das vasorelaxierende

produzierenden Enzyms Cystathionin-y-Lyase (CSE) im PVAT
Potential von H,S legen eine Rolle im ADRF-K,-Signalweg nahe'’.

Eine weitere wichtige Rolle in der Regulation des vaskuldren Tonus spielen G-
Protein-gekoppelte Rezeptoren (GPCRs). Sie tragen iiber verschiedene Effekte auf Herz und
Vaskulatur zur arteriellen Hypertonie bei. In dieser Hinsicht besonders bedeutsam ist
Angiotensin II (Angll), das an den Angll- Rezeptor Typ 1 (AT1R) bindet. Neben renalen und
vaskuldren Effekten aktiviert Angll bei Applikation in das Hirn auch das sympathische

1820 Die Sympathoexzitation wird teilweise durch die Stimulation neuronaler

Nervensystem
ATIRs erreicht’. Der molekulare Mechanismus, durch den Angll die sympathische
Aktivierung vorantreibt, ist noch nicht komplett verstanden. Proteine wie z.B. Spinophilin
(SPL), die die GPCR-Signalstirke und —dauer regulieren, kdnnen auch die Sensitivitdt fiir
Angll beeinflussen und dadurch der arteriellen Hypertonie Vorschub leisten® *. SPL

* 2 D2 (Dopamin)-Rezeptoren®® und

interagiert mit GPCRs, u. a. a-adrenergen Rezeptoren
M1 (muskarinischen Acetylcholin)-Rezeptoren®’. SPL scheint einen dualen Effekt auf die

GPCR-Regulation zu haben. Es konkurriert mit Arrestin um die GPCR-Bindung, was in vitro



und in vivo zu einer lingeren Signaldauer fithrt**>°. Gegensitzlich dazu bindet SPL direkt an
das ,,Regulator of G protein signaling 2 (RGS2)-Protein bzw. rekrutiert es an den GPCR-
Komplex, was mit einer erhdhten Dephosphorylierungsrate einhergeht®. Hierdurch wird das
GPCR-Signal terminiert. Die Deletion des SPL-codierenden Gens in Miusen ist assoziiert mit
erhohtem Blutdruck, moglicherweise aufgrund eines Anstiegs des zentralsympathischen

31
Tonus™ .

2 Zielstellungen

Im ersten Teil (Projekt 1) der vorliegenden Arbeit lag der Schwerpunkt auf der Untersuchung
vaskulirer KCNQ-Kanile. Es sollte herausgefunden werden, ob die Offnung der Kanile eine
Vasorelaxation systemischer peripherer Arterien bewirkt. Hierzu standen neuartige KCNQ-
Kanal6ftner unterschiedlicher chemischer Struktur zur Verfiigung. Es sollte iiberpriift werden,
ob diese Kanéle eine Rolle in der parakrinen Kontrolle des GefdBitonus durch ADRF spielen
und pharmakologische Offnung von KCNQ-Kanilen den systemischen Blutdruck in der Maus
senken kann.

Im zweiten Teil (Projekt 2) sollte gepriift werden, ob es einen Zusammenhang
zwischen ADRF und dem gasférmigen Molekiil H>S gibt. Dieser experimentelle Teil diente
der Aufkliarung der Identitit von ADRF. In diesem Teilprojekt sollte zundchst iiberpriift
werden, ob die Freisetzung von H,S iiber eine Offnung von KCNQ-Kanilen zu einer
Vasodilatation fithren kann. Mogliche Zusammenhédnge zwischen H,S und KCNQ sollten
durch die Nachahmung des H,S-Effekts durch die synthetischen Kanaloffner ermittelt
werden. Durch den Einsatz pharmakologischer Blocker sollte hierbei die Freisetzung von H,S
aus dem PVAT inhibiert werden.

Im dritten Teil der Arbeit (Projekt 3) wurde {iberpriift, welchen Einfluss SPL durch
die Regulation der Angll-Aktivitdt auf den systemischen Blutdruck und die GefdBregulation
ausiibt. Hierfiir stand ein SPL-defizienter Mausstamm zur Verfiigung, in dem die AnglI-

Aktivitidt sowohl in vivo als auch in vitro analysiert wurde.



3 Material und Methoden

3.1 Tiere

Die durchgefiihrten Versuche wurden von der Berliner Tierversuchskommission genehmigt.
Verwendet wurden bei Charles River (Berlin/Sulzfeld) erworbene Sprague-Dawley- (SD)
Ratten (200-300 g, 6-8 Wochen alt) und C57Bl6-Wildtypméause (20-25 g, 8-12 Wochen alt).
Aus Zuchtpaaren mit C57B16/129SvJ-Hintergrund wurden SPL-defiziente und Wildtypmaéuse
geziichtet’”, die im Alter von 12-16 Wochen verwendet wurden. Alle Tiere bekamen
Standardfutter (0.25% Natrium, SNIFF Spezialititen GmbH, Soest) und hatten freien Zugang
zu Trinkwasser. AuBerdem kamen ménnliche New Zealand Obese (NZO) Méuse (40-60 g, 34
Wochen alt) zum Einsatz, die vom Deutschen Institut fiir Erndhrungsforschung (DIfE)
Potsdam-Rehbriicke (Dr. R. Kluge) zur Verfiigung gestellt wurden. Fiir Details hierzu sieche
Referenz 13.

3.2 Isometrische Kontraktionsmessungen in Ratten- und Mausgefia3en

Es wurden isometrische Kontraktionsstudien an systemischen Arterien aus Ratten und
Mausen durchgefiihrt. Als H>S-Donoren dienten NaHS und 5-(4-Hydroxyphenyl)-3H-1,2-
dithiol-3-thion (ADTOH). KCNQ-Kandle wurden durch XE991 inhibiert. Als Blocker fiir
Cystathionin-y-Lyase (CSE) wurden 4-Propargylglycin (PPG) und B-Cyano-L-alanin (BCA),
fiir Cystathionin-f-Synthase (CBS) 2-Aminooxyacetat (AOAA) verwendet.

3.3 Telemetrische Blutdruckmessung und pharmakologische Tests in SPL-

defizienten, NZO- und Kontrollmiusen

SPL-defizienten Médusen und Kontrolltieren wurden telemetrische Sender implantiert und
mittels Minipumpen Angiotensin II (1 mg/kg/d) oder per Sondenfiitterung der AT1R- Blocker
Valsartan (50 mg/kg/d) zugefiihrt. Die Aktivitit des autonomen Nervensystems wurde durch
intraperitoneale (i.p.) Applikation von Trimethaphan, Metoprolol und Atropin bestimmt.
Auch die Auswirkungen intracerebroventrikulérer (i.c.v.) Gabe von Angll auf den Blutdruck
SPL-defizienter Tiere und Kontrollmiuse wurde untersucht. In einer weiteren Versuchsserie
wurde der systemische Blutdruck in New Zealand Obese (NZO)-Mdiusen telemetrisch
gemessen. Die Effekte von KCNQ-Kanal6ffnern wurden in NZO-Méausen und Kontrolltieren,
u. a. nach Ganglienblockade durch Hexamethonium, analysiert. Hierfliir wurde nach einer
Stunde Baselinemessung 10 mg/kg Hexamethonium i.p. appliziert. Nach 15 Minuten

kontinuierlicher Messung wurde den Tieren entweder 30 mg/kg Retigabine oder



VRX0621688 (jeweils gelost in 0.9% NaCl mit 0.5% Methylcellulose) i.p. injiziert.

AnschlieBend wurde wiederum eine Stunde kontinuierlich gemessen.

3.4 Western Blots

Fiir den Nachweis der CSE-Expression wurden frisch priparierte Aorten aus Maus oder Ratte
verwendet. Aus SPL-defizienten und Wildtypmédusen wurden Stammhirn, Hypothalamus,
Kleinhirn und Hirnrinde isoliert. Die aus den Homogenaten extrahierten Proteine wurden fiir

eine Expressionsanalyse von AT1R, AT2R und SPL verwendet.

3.5 Genexpressionsanalyse

Die Analysen der Genexpression von ATIR, AT2R, AVP, AVP1AR, nNOS und eNOS wurde
in Gehirnen von SPL-defizienten und Wildtypméusen durchgefiihrt. In Gehirnen von weiteren
Wildtypméusen, die mit Vehikel oder Angll behandelt worden waren, wurde ebenfalls die

SPL-Expression gemessen.

3.6 Nierenperfusion

Isolierte Nieren aus ménnlichen SPL-defizienten und Wildtypmiusen wurden in einer
Kammer mittels einer peristaltischen Pumpe bei konstantem Flow (0.9-1.9 ml/min) mit
oxygeniertem (95% 0,/5% CO,) PSS perfundiert”. Der Pufferlosung wurde wihrend des
Experiments Angll oder Phenylephrin zugesetzt.

3.7 Material

Retigabine, VRX0530727, VRX0621238 (ICA-27243) und VRX0621688 wurden von
Valeant Research North America (Aliso Viejo, California) zur Verfiigung gestellt (siche auch
Schleifenbaum et al 2010; Manuskript ab S.20).

4 Ergebnisse

4.1 Projekt 1: Systemische periphere Arterien werden durch KCNQ-Offner und
H,S relaxiert

In Mesenterialarterien und Aorten ohne perivaskuldres Fettgewebe (PVAT) induzierten die
KCNQ-Kanaloffner Retigabine, VRX0530727, VRX0621238 und VRX0621688
dosisabhingige Vasorelaxationen. VRX0621688 war hierbei am potentesten. Der KCNQ-
Kanalblocker XE991 (30 uM) inhibierte sowohl die durch die Substanzen induzierten
Vasorelaxationen als auch den antikontraktilen Effekt des PVAT. Die Blocker der

5



Cystathionin-y-Lyase (CSE) B-Cyano-L-alanin (BCA, 5 mM) und 4-Propargylglycin (PPG,
10 mM) inhibierten die Relaxationen ebenfalls. Der H,S-Donor NaHS 16ste durch XE991
inhibierbare Vasorelaxationen aus. Die vasodilatatorischen Fahigkeiten von Retigabine,

VRX0530727, VRX0621238 und VRX0621688 blicben nach eciner Inhibition der H,S-

Freisetzung im PVAT erhalten.

Eine komplette Ubersicht der Ergebnisse von Projekt 1 findet sich in Schleifenbaum et al.
»Systemic peripheral artery relaxation by KCNQ channel openers and hydrogen sulfide.*
Journal of Hypertension. 2010, 28:1875-1882. Eine Kopie dieser Publikation findet sich ab

S.20.

Retigabine und VRX0621688 senkten den mittleren arteriellen Blutdruck (MAP) sowohl in
C57BL6-Kontrollméusen als auch in NZO-Méiusen (Abbildung 1). Die Herzfrequenz wurde
dabei nicht beeinflusst. Der blutdrucksenkende Effekt von Retigabine bzw. VRX0621688 war
nicht beeinflussbar durch Ganglienblockade mittels Hexamethonium (Abbildung 1).
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Abbildung 1: Effekte von KCNQ-Kanal6ffnern in NZO-Méusen. (A) Mittlerer arterieller Blutdruck
(Mean arterial blood pressure; MAP) in Kontrollmiiusen nach intraperitonealer (i.p.) Injektion von
Retigabine. (B) MAP von Kontroll- und NZO-M:iusen nach Injektion von VRX0621688 (15 mg/kg i.p.).
MAP von Kontrollméusen nach Injektion von Retigabine (C) und VRX 0621688 (D), 30 mg/kg i.p. jeweils
nach Behandlung der Tiere mit 10 mg/kg Hexamethonium; *, p<0.05; **, p<0.01; ***, p<0.005



4.2 Projekt 2: Unterschiedliche Effekte des CSE-abhidngigen H,S in der
periadventitiellen Vasoregulation bei Ratten- und Mausaorten

NaHS und ADTOH induzierten in Ratten- und Mausaorten eine starke Vasorelaxation,
welche durch XE991 inhibiert werden konnte. Das PVAT zeigte in diesen Arterien einen
antikontraktilen Effekt, der durch CSE-Blockade mittels BCA und PPG in Rattenaorten
reduziert wurde, in Mausaorten hingegen nicht. Eine Blockade der Cystathionin-B-Synthase
(CBS) mittels AOAA hatte keinen Einfluss auf den antikontraktilen PVAT-Effekt. XE991
jedoch inhibierte diesen Effekt in beiden Spezies beinahe vollstindig. Exogenes L-Cystein,
das Substrat fiir die endogene Produktion von H,S, induzierte Vasorelaxationen nur in

Konzentrationen iiber 5 mM, was auch durch CSE-Blockade nicht verdndert werden konnte.

Eine komplette Ubersicht der Ergebnisse von Projekt 2 findet sich in K6hn et al. ,,Differential
effects of cystathionine-y-lyase-dependent vasodilatory H,S in periadventitial vasoregulation

of rat and mouse aortas.” PLoS ONE. 2012. Eine Kopie dieser Publikation findet sich ab S.28.

4.3 Projekt 3: Spinophilin reguliert den zentralen Angiotensin II-Effekt auf den
Blutdruck

Chronische Infusion von Angll fiihrte zu einer Hochregulation der SPL-Expression im
Hypothalamus von Kontrolltieren. Im Vergleich zu Kontrolltieren zeigten die SPL-defizienten
Mause nach Behandlung mit Angll einen groferen Anstieg im diurnalen Blutdruck (19.2+0.8
vs. 13.5£1.6 mmHg, p<0.05) sowie einen groferen Abfall nach Valsartangabe. Trimethaphan
und Metoprolol induzierten in mit Angll behandelten SPL-defizienten Tieren einen stirkeren
Abfall von Blutdruck und Herzfrequenz als in den ebenso behandelten Kontrolltieren. Auch
zeigten die SPL-defizienten Tiere eine stirkere Antwort auf icv. appliziertes Angll. Im
Hirnstamm SPL-defizienter Miuse war die Expression sowohl von AT1R als auch von AT2R
reduziert, was aber durch Behandlung mit Angll normalisierbar war. Die renalen

GefilBkontraktionen auf Angll waren normal in SPL-defizienten Tieren.

Eine komplette Ubersicht der Ergebnisse von Projekt 3 findet sich in da Costa Goncalves et
al. ,,Spinophilin regulates central angiotensin II-mediated effect on blood pressure.” J Mol

Med. (2011) 89: 1219-1229. Eine Kopie dieser Publikation findet sich ab S.37.



5 Diskussion
In dieser Studie wurde mit Hilfe mehrerer strukturell unterschiedlicher KCNQ-Kanaloffner
die funktionelle Bedeutung dieser Kaliumkanidle in systemischen peripheren Arterien
untersucht. Die drei 3-Aminopyrazole (Retigabine, VRX0530727, VRX0621688) und 2-
Chlor-5-[(4,5-difluorbenzoyl)amino]pyridin ~ (VRX0621238)  wirkten als  potente
Vasodilatatoren in A. tibialis, A. mesenterica superior und in Aorta thoracica, wobei
VRX0621688 am potentesten war. Die Relaxationen konnten durch den KCNQ-Inhibitor
XE991 gehemmt werden. Die Ergebnisse zeigen, dass KCNQ-Kanéle in Glattmuskelzellen
systemischer peripherer Arterien von Ratten und Maiusen exprimiert werden und durch
synthetische Offner aktiviert werden kénnen. Zuvor wurde bereits in Mesenterialarterien,
Aorta, A. carotis und A. femoralis von Mausen mRNA von KCNQI, 4 und 5 detektiert, wobei
KCNQ4 dominant war’. Der selektive KCNQ1-Kanaloffner R-L3 und Meclofenaminséure,
eine nichtsteroidale, entziindungshemmende Substanz, die KCNQ2 und 3, nicht aber KCNQ1
aktiviert, verursachten unspezifische Dilatationen’. Diese pharmakologischen Experimente
unterstiitzen zusammengenommen die Idee, dass KCNQ-Kanidle als Zielmolekiile fiir
endogene und synthetische Vasodilatatoren dienen, durch deren Aktivierung der periphere
arterielle Tonus beeinflusst werden kann. Bemerkenswert ist hierbei, dass K,-Kanidle wie
KCNQ nicht als Zielmolekiile fiir ,,Endothelium derived relaxing factors (EDRF) sowie
Stickstoffmonoxid, Prostazykline und ,Endothelium derived hyperpolarization factors®
(EDHF) dienen. Hieraus kann gefolgert werden, dass KCNQ-Kandle in systemischen
peripheren Arterien nicht durch aus dem Endothel freigesetzte physiologische Vasodilatatoren
angesteuert werden.

Somit lag es nahe, die Rolle der KCNQ-Kaniéle bei der Beeinflussung des arteriellen
Tonus durch aus dem perivaskuldren Fett (PVAT) freigesetztes ADRF zu untersuchen. In
Ringpriparaten aus Ratten- und Mausaorten reduziert PVAT die kontraktile Antwort auf

8,10, 13 1~
> Die

verschiedene Vasokonstriktoren wie Serotonin, Phenylephrin und Angiotensin II
Starke der Reduktion korreliert hierbei mit der Masse des perivaskuldren Fettgewebes, das
Endothel ist unbeteiligt® '°. In Experimenten setzt PVAT ADRF in das Organbad frei,
wodurch eine Vasorelaxation mittels Offnung glattmuskulirer Kaliumkanile induziert wird®
3% Bei diesen Kanilen handelt es sich um K,-Kanile. In Mesenterialarterien und Aorten kann
der antikontraktile Effekt des PVAT durch XE991 gehemmt werden (K,-ADRF-Signalweg)'”
. Diese Daten legen nahe, dass es sich bei KCNQ-Kanilen um diejenigen K,-Kanile
handelt, die am ADRF-Effekt beteiligt sind. Bisher wurden KCNQ-Kanéle in A7r5-Zellen

(Kulturzellen aus Glattmuskelzellen der Aorta) als Ziel fiir Vasopressin beschrieben™.



Beteiligte KCNQ-Subtypen sind unbekannt. Weitere Studien mit Gene-Silencing-
Technologie konnten jedoch helfen, diese Beobachtungen zu bestétigen und die von ADRF
aktivierten KCNQ-Kanalsubtypen zu spezifizieren.

Bislang ist es unserer Arbeitsgruppe nicht gelungen, ADRF aufzureinigen. Es ist
moglich, dass es sich bei ADRF um eine gasformige Verbindung handelt, die wihrend der
Aufreinigung in die Atmosphire fliichtet und deshalb nicht mehr nachweisbar ist. Dass
Stickstoffmonoxid (NO) nicht ADRF ist, wurde bereits friiher gezeigt" '°; nun wurde
untersucht, ob ein anderes biologisch aktives gasformiges Molekiil wie Schwefelwasserstoff
(H,S) oder Kohlenmonoxid (CO) in Frage kommen konnte. HyS ist ein Vasorelaxans'’. Es
wird u. a. durch das Enzym Cystathionin-y-Lyase (CSE) generiert, welches im PVAT die
Synthese aus L-Cystein katalysiert'.

In Ringpriparaten aus Rattenaorten inhibierte eine Blockade der CSE durch 3-Cyano-
L-alanin (BCA) und 4-Propargylglycin (PPG) den antikontraktilen PVAT-Effekt. Exogenes
H,S aus Donoren wie NaHS induzierte eine XE-sensitive Vasorelaxation, die durch Inhibition
von KCNQ- und Karp-Kanidlen blockiert wurde. Im Gegensatz dazu hatten die
Himoxygenaseinhibitoren Zinnmesoporphyrin und Zinkdeuteroporphyrin IX keinen Einfluss
auf den PVAT-Effekt’°. Himin, ein Substrat der H#moxygenase, induzierte eine
Vasodilatation in Tibial- und Mesenterialarterien, die weder durch XE991 noch durch 4-AP
und Iberiotoxin, einen Blocker des Ca*-aktivierten BK-Kanals, gehemmt werden konnte®’.
Dies ist bemerkenswert, da in Hirnarterien durch Astrozyten freigesetztes CO eine
Vasodilatation mittels BK-Kanaloffnung auslosen kann®®. Die Daten deuten an, dass H,S in
Rattenaorten als Kandidat bzw. Modulator von ADRF KCNQ-Kanile aktivieren kann, die in
die parakrine Regulation des Gefdfltonus durch PVAT involviert sind.

Als nichstes wurde nun untersucht, ob KCNQ-Kanal6ffner eine gefillerweiternde
Kapazitit bei verminderter H,S-Freisetzung aus dem PVAT haben. CSE wurde mittels BCA
gehemmt. Es stellte sich heraus, dass alle vier Substanzen, ndmlich Retigabine, VRX0530727,
VRX0621238 und VRX0621688, ihre gefaBerweiternde Kapazitit bewahren konnten.
Retigabine und VRX0621688 senkten den systemischen Blutdruck bei Adipositashypertonie
in der Maus (NZO-Mduse); diese Effekte waren auch nach Ganglienblockade zu beobachten.
Diese Daten zeigen, dass KCNQ-Kanile in glatten Muskelzellen als wichtige Zielmolekiile
fiir eine antihypertensive Therapie dienen konnen, u. a. wenn die Produktion von H,S
(ADRF) im PVAT vermindert ist. KCNQ-Kanéle stellen aufgrund ihrer Prisenz in
Glattmuskelzellen systemischer peripherer Arterien, ihrer Regulation durch ADRF (H»S) und
der Fehlfunktion des ADRF-KCNQ-Signalwegs in einer Hypertonie vielversprechende



neuartige antihypertensive Zielmolekiile dar. Eine Fehlfunktion des ADRF-KCNQ-
Signalwegs ist ein Kennzeichen der vaskuldren Dysfunktion bei verschiedenen Formen der
systemischen arteriellen Hypertonie™.

Kiirzlich konnte gezeigt werden, dass in alternden Ratten die endogene H,S-
Produktion in Aortengewebe und isoliertem PVAT reduziert, die CSE-Expression hingegen
erh6ht war™. In spontan hypertensiven Ratten (SHR) waren Genexpression und Aktivitit von
CSE in der thorakalen Aorta verschwindend gering, wobei die Plasmaspiegel von H,S
verringert waren’'. Auch ADRF zeigt mit zunehmendem Alter der Tiere Funktionsstorungen
in SHR-Ratten und adiposen New Zealand Obese-Miusen (NZO)'> ** *>. Obwohl in diesen
Tiermodellen weder CSE-Expression noch endogene H,S-Produktion untersucht wurden,
tragen die Ergebnisse zur Vorstellung bei, dass eine Fehlfunktion des CSE/H,S-Signalwegs
an der Pathogenese der Hypertonie beteiligt sein konnte. Mit Stickstoffmonoxid als Vorreiter
stehen nun Gasmolekiile wie H,S im Blickpunkt aktueller Herz-Kreislaufforschung.

Der Mechanismus der KCNQ-Kanalaktivierung durch endogenes H,S aus PVAT ist
unklar. Es scheint moglich, dass H,S die Kanile direkt aktiviert. Alternativ kann H,S
Sulthydrylradikale produzieren [HS(*)/S(*-)], wahrscheinlich gekoppelt mit der Bildung von
Superoxidradikalanionen®, die potente Stimulatoren von KCNQ-Kanilen sind*. Weitere
Studien sind erforderlich, um die KCNQ-Kanalaktivierung durch H>S zu zeigen und die
molekularen Mechanismen der Aktivierung aufzukléren.

Die hier erhobenen Daten stellen allerdings infrage, ob CSE-H»S auch in Aorten von
Mausen ein primédrer ADRF-Kandidat ist. Die CSE-Inhibition durch PPG hatte in Mausaorten
keinen Einfluss auf den antikontraktilen Effekt von PVAT, was ein Gegensatz zu den
Befunden in Rattenaorten ist. Cystathionin-f-synthase (CBS) ist ein weiteres Enzym, das die

Bildung von H,S katalysiert™ *°

. Die Hemmung von CBS zeigte auch keinen Einfluss auf den
Effekt von ADRF in Mausaorten. Jedoch war exogenes H,S in der Lage, eine starke
Vasorelaxation zu induzieren. Ahnlich wie bei Rattenaorten wurde dieser Effekt durch
KCNQ-Kanalblockade mit XE991 inhibiert.

Die vorliegenden Ergebnisse deuten zusammengenommen darauf hin, dass endogenes,
durch CSE (oder CBS) generiertes H,S in Mausaorten nicht am antikontraktilen PVAT-Effekt
beteiligt ist. Die Daten schlieffen allerdings die Moglichkeit nicht aus, dass von externen,
nichtvaskuliren Quellen wie 3-Mercaptopyruvat-Sulfurtransferase (3MST)*’ oder roten
Blutkérperchen®® erzeugtes H,S den GefiBtonus von Mausaorten modulieren kann.

Hemmung von XE991-sensitiven KCNQ-Kanédlen reduzierte die antikontraktile

Wirkung des perivaskuldren Fetts sowohl in Ratten- als auch in Mausaorten, was darauf
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hindeutet, dass es sich bei Offnung dieser Kaniile um einen gemeinsamen Mechanismus des
ADREF handelt. AuBlerdem wurde die H,S-induzierte Relaxation in Ratten- und Mausaorten
fast vollstindig durch XE991 gehemmt. Somit kdnnte KCNQ-Kanal6ffnung einen wichtigen
Mechanismus darstellen fiir das Induzieren einer Vasorelaxation bei mit Fehlfunktionen des
ADRF assoziierter Hypertonie, Diabetes und Adipositas, auch konnte es ein
vielversprechendes neues Zielmolekiil fiir die Entwicklung neuartiger therapeutischer
Strategien bei kardiovaskuldren Erkrankungen sein.

Offensichtlich gibt es Unterschiede in der CSE-Expression in verschiedenen Gefaf3en.
Bisher wurde eine signifikante CSE-Expression in periadventitiellen Adipozyten und glatten
Muskelzellen nachgewiesen, nicht aber im Endothel von Rattenaorten®, wihrend in
Mausaorten eine CSE-Expression im Endothel, nicht aber in glatten Muskelzellen gefunden
wurde'”. Die Expression der CSE im PVAT von Miusen wurde bisher nicht untersucht.
Dennoch zeigen die funktionellen Studien, dass CSE-H,S nicht an den antikontraktilen
Effekten von PVAT in Mausaorten beteiligt ist. Die Daten unterstiitzen die Vorstellung, dass,
zumindest in der Mausaorta, CSE-H,S nicht als primdres ADRF fungiert, sondern es sich
wohl eher um einen ADRF-Modulator handelt. Bei der Interpretation der Daten miissen die
starken Limitierungen der verfligbaren CSE-Hemmer und potenzielle Nebenwirkungen im
Auge behalten werden. So werden kiinftig genetische Ansétze erforderlich sein, um die
komplexe Interaktion zwischen perivaskuldrem Fett und Schwefelwasserstoff zu untersuchen.
CSE-defiziente Mause wurden kiirzlich entwickelt und konnen in weiteren Studien hilfreich
sein' "%,

In dieser Studie induzierte ADTOH (100 nM) eine Relaxation von mehr als 95%.
ADTOH ist ein Dithiol-3-thion-Bestandteil des H,S-freisetzenden Aspirins. ADTOH kann
allerdings nicht nur H,S freisetzen, sondern auch die Thromboxan A2-Aktivitiat®
unterdriicken. Frithere Studien untersuchten bereits verschiedene proinflammatorische
Zytokine, die wéahrend einer Ischdmie und Hypoxie durch das PVAT sezerniert werden. Diese
Studien identifizierten die Beteiligung von Komponenten des Renin-Angiotensin-Systems,
IL-1, IL-6, TNF-o und C-reaktives Protein (CRP)’" °'. Zusitzliche Sekretion von reaktiven
Sauerstoffspezies verursacht oxidativen Stress, der in Kombination mit einer Entziindung
vaskulire Dysfunktionen verstirken kann’”. Es wurde bereits gezeigt, dass Fehlfunktionen des
Fettgewebes bei Adipositas mit der Freisetzung von Thromboxan A2 und anderen
proinflammatorischen Molekiilen verbunden ist’'. Daher hat diese Studie nicht nur Auskunft
iiber H,S als potenten ADRF-Modulator gegeben, sondern préisentiert eine neuartige

Verbindung zwischen seiner gefaBBerweiternden und entziindungshemmenden Funktion bei
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ADRF-Fehlfunktionen. Deshalb unterstiitzt diese Studie die Idee, dass neue H,S-freisetzende
Hybride wie ADTOH von Interesse sein konnten als Substanzen, die der Progression von

vaskuldrer Dysfunktion bei Herz-Kreislauferkrankungen und Bluthochdruck entgegenstehen.

In dieser Studie wurde untersucht, ob SPL den Blutdruck senkt, indem es liber AnglI-
Rezeptor Subtyp 1 (AT1R)/ Angiotensin II (Angll)-Signalwege den zentralen sympathischen
Antrieb dampft und ob vaskulire Mechanismen beteiligt sind. Die wichtigste Beobachtung
hierbei war die durch intraperitoneale Infusion von Angll induzierte Hochregulation der SPL-
Expression im Hypothalamus von Wildtypmdusen. Sowohl systemisches und
intracerebroventrikuldr appliziertes Angll als auch systemische Gabe des ATIR-Blockers
Valsartan induzierten eine groflere Verdnderung des Blutdrucks in SPL-defizienten Miusen
im Vergleich zu Kontrolltieren. Auch der durch den Ganglienblocker Trimethaphan
verursachte Blutdruckabfall sowie die Abnahme der Herzfrequenz als Reaktion auf den
selektiven p;-Rezeptorblocker Metoprolol waren in den mit Angll behandelten SPL-
defizienten Tieren stdrker als in ebenso behandelten Kontrollen. Diese Daten deuten darauf
hin, dass SPL den zentralnervos vermittelten Pressoreffekt von Angll abschwécht. Vaskulére
Mechanismen spielen eine untergeordnete Rolle. Der gezeigte, durch sympathische
Aktivierung induzierte Blutdruckanstieg in SPL-defizienten Méusen fiihrte zu der Hypothese,
dass der regulierende Einfluss von SPL auf den pressorischen Effekt von Angll zentral
vermittelt sein konnte.

Um diese These zu beweisen wurden pharmakologische Ansdtze zur Bestimmung der
Aktivitdt des vegetativen Nervensystems verwendet. Chronisch mit Angll infundierte SPL-
defiziente Méuse zeigten eine erhohte zentralsympathische Aktivitit, was durch eine im
Vergleich zu Kontrollmiusen stirker ausgeprdgte blutdrucksenkende und bradykarde
Reaktion auf Trimethaphan nachweisbar war. Dies legt nahe, dass systemisches Angll den
Blutdruck teilweise durch Aktivierung des sympathischen Nervensystems erhoht. In
Anwesenheit von SPL ist diese Reaktion geddmpft. Die Interpretation der Ergebnisse ist
womoglich dadurch limitiert, dass die Téatigkeit des sympathischen Nervensystems nur
indirekt gezeigt wurde. Allerdings war eine gleichzeitige Erh6hung von Blutdruck und
Herzfrequenz, typischerweise auftretend bei Aktivierung des zentralen Sympathikus™ >*, in
Angll-behandelten SPL-defizienten, nicht aber in den ebenso behandelten Kontrolltieren
beobachtbar. Hierdurch wird die Hypothese weiter unterstiitzt.

Bereits frither wurde gezeigt, dass die Angll-induzierte Vasokonstriktion isolierter

Mesenterialarterien aus SPL-defizienten Miusen dhnlich der aus Kontrolltieren ist>’. In dieser
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Studie wurde nun der durch Angll und Phenylephrin verursachte Anstieg des renalen
Perfusionsdrucks unter Verwendung isolierter Nieren aus SPL-defizienten und
Kontrollméusen gemessen. Hier gab es keinen Unterschied zwischen den beiden
Mausstimmen. Tendenziell war die Antwort auf Angll in den isolierten Nieren SPL-
defizienter Tiere zwar grofer, allerdings war diese Beobachtung statistisch nicht signifikant.
Dieser Befund legt nahe, dass SPL kein wichtiger Regulator der ATI1R-Aktivitit in
systemischen peripheren Arterien der Maus ist. In RGS2-defizienten Tieren waren durch
Angll induzierte myogener Tonus und Vasoreaktivitit erhoht in isolierten renalen
Interlobararterien™. Diese Miuse zeigten auch eine im Vergleich zu Wildtypméusen mit
langandauernder Vasokonstriktion einhergehende Hypertonie™®, ebenso wie einen groBeren
Blutdruckanstieg bei chronischer Angll-Gabe™. Dariiber hinaus war die renale sympathische
Aktivitdt abgeschwicht, widhrend Plasmaspiegel von Norepinephrin und Steigerung des
sympathischen Baroreflexes in beiden Stimmen #hnlich war’’. Also scheinen die peripheren
Effekte des Angll durch RGS2 reguliert zu werden, wéhrend bei der zentralnervosen Wirkung
von Angll SPL eine wichtigere Rolle bei der Regulation des Blutdrucks spielt. Es ist
unbekannt, ob ADRF-Effekte durch SPL reguliert werden. Durch die Daten kann aber nicht
ausgeschlossen werden, dass SPL Ang Il-induzierte antinatriuretische Effekte oder Effekte
auf andere GPCRs im zentralen Nervensystem moduliert. Der grofere Blutdruckanstieg nach
Angll-Gabe in SPL-defizienten Mausen ist mdglicherweise auf eine erhohte Expression und/
oder Aktivitdit von ATIR zuriickzufiihren. Vor kurzem wurde mit Hilfe eines neuronalen
CATH.a- Zellmodells gezeigt, dass sich durch Angll eine Hochregulation von ATIR
induzieren lisst’®. Desweiteren fiihrte chronische Infusion von Angll zu einer Erhohung des
ATIR-mRNA-Levels in der rostralen ventrolateralen Medulla (RVLM), aber zu einer
Reduktion im Subfornikalorgan™. Dies fithrt zu der Annahme, dass ATIR nach Angll-
Stimulation im Hirn unterschiedlich reguliert wird. Mit diesen Daten einhergehend wurde
auch eine unterschiedliche Regulation von ATIR in SPL-defizienten Méusen und nach
chronischer Ang II-Infusion beobachtet.

Zusammenfassend lésst sich sagen, dass das Produkt des Gens sp/ die Reaktion des
Blutdrucks auf Angll dimpft; dieses Phdnomen beruht zumindest teilweise auf der Ddmpfung
der zentral generierten sympathischen Aktivitit und findet ohne Beteiligung von direkten
vaskuldren Mechanismen statt. Weiterhin unterstiitzen die Ergebnisse die Idee, dass GPCR-
regulierende Proteine wichtig sind fiir die Kontrolle des Blutdrucks, besonders bei Angll-
vermittelter Hypertonie. Tatsdchlich fiihrt die Deletion von RGS2 zu Angll-abhingiger
Hypertonie, wohl durch Erhéhung der Sensitivitit von ATIR auf AngIl”. Im
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paraventrikuldren Nukleus hat ATIR eine erregende Wirkung auf die renale sympathische
Nervenentladung und erhoht so den Blutdruck®. Die Deletion von SPL sensibilisiert
vermutlich ATIR fiir Angll, was sympathoexzitatorisch wirkt. Bisher wurden noch keine
Interaktionen von SPL und GPCRs in der kardiovaskuldren Regulation beschrieben. Die
Befunde sind klinisch relevant, da eine Dysfunktion von SPL zur Entwicklung
kardiovaskuldrer Erkrankungen beitragen konnte. SPL sollte als Zielmolekiil neu zu
entwickelnder pharmakologischer Mittel zur Behandlung arterieller Hypertonie und

begleitender kardiovaskuldrer Erkrankungen in Erwigung gezogen werden.
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