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1.1. Abstract (English) 

The anti-contractile effect of perivascular adipose tissue (PVAT) is an important 

mechanism in the modulation of vascular tone in peripheral arteries. Recent evidence has 

implicated a possible role of XE991-sensitive voltage-gated KV (KCNQ) channels in this 

process, with KV7.1 and KV1.5 channels representing likely candidates. PI3K-AKT-mTOR 

pathway is involved in regulation of numerous important cellular processes, including cell 

growth, differentiation, and metabolism. However, the nature and in vivo pharmacology of K+ 

channels contributing to PVAT-mediated relaxation, and the role of PI3Kalpha and other class 

I isoforms, i.e. PI3Kbeta, gamma, delta, in the regulation of vascular tone are largely 

unknown.  

Kcnq1-/-, Kcna5-/-, Pik3cg-/-/Pik3cd-/- deficient mice, pharmacological tools and 

myography on mesenteric arterial rings were used to determine the role of KV7.1, KV1.5 and 

PI3K in the regulation of arterial vascular tone.  

The putative KV7.1 opener R-L3 produced similar concentration-dependent relaxations 

(EC50~1.4 µM) of wild-type (Kcnq1+/+) and Kcnq1-/- mesenteric arteries pre-contracted with 

either phenylephrine (PE) or 60mM KCl. This relaxation was not affected by 10µM 

chromanol 293B (KV7.1-blocker), 10µM HMR1556 (KV7.1-blocker) or 30µM XE991 (pan-

KV7-blocker). The anti-contractile effects of PVAT were normal in Kcnq1-/- arteries. 

Chromanol 293B and HMR1556 did not affect the anti-contractile effects of PVAT. Isolated 

VSMCs from Kcnq1-/- and Kcna5-/- mesenteric arteries exhibited normal peak KV currents. 

The KV7.2-5 opener retigabine caused similar relaxations in Kcnq1-/- and wild-type vessels. 

XE991 at 30µM reduced the anti-contractile response of PVAT. Similar effects were observed 

for XE991 at 0.3µM, which is known to almost completely inhibit mesenteric artery VSMC 

KV currents. 30µM XE991 did not affect VSMC BKCa channel currents. Kcna5-/- arteries and 

wild-type mesenteric arteries incubated with 1µM DPO-1 (KV1.5-blocker) showed normal 

vasocontractions in response to PE in the presence and absence of PVAT. PE-dependent 

contractions were inhibited by the pan PI3K inhibitors wortmannin (100nM) and LY294002 

(10µM). These vasoconstrictions were also inhibited by the PI3Kalpha isoform inhibitors A66 

(10µM) and PI-103 (1µM), but not by the PI3Kbeta isoform inhibitor TGX 221 (100nM). 

Pik3cg-/-/Pik3cd-/--arteries showed normal vasocontractions.  

It is concluded that PI3Kalpha is an important downstream element in vasoconstrictor G 

protein-coupled receptor (GPCR) signaling, which contributes to arterial vasocontraction at 

least via alpha1-adrenergic receptors. BKCa-channels are not downstream mediators of the 
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XE991 effects in PVAT vasoregulation. KV7.1 and KV1.5-channels play no role in the control 

of arterial tone by alpha1-adrenergic vasoconstrictors and PVAT. In addition, R-L3 is a potent 

vasodilator in mouse mesenteric arteries, which dilates independently on native vascular 

KV7.1-channels. 

  

1.2. Abstract (Deutsch) 

Der antikontraktile Effekt des perivaskulären Fettgewebes (PVAT) ist ein wichtiger 

Mechanismus der Regulation des Gefäßtonus in den peripheren Arterien. Die Ergebnisse 

früherer Studien zeigen, dass XE991-sensitive spannungsabhängige (KV) KV7-Kaliumkanäle 

(KCNQ), mit möglicher Beteiligung von KV7.1 und KV1.5-Kanälen, eine wichtige Rolle bei 

der Regulation des arteriellen Tonus durch PVAT spielen. Der PI3K-AKT-mTOR-Signalweg 

ist an der Regulation von verschiedenen zellulären Prozessen involviert. Jedoch sind 

gegenwärtig die PVAT-regulierten KV-Kanal-Zielstrukturen, deren pharmakologische 

Eigenschaften in situ und die Rolle der PI3K-Isoformen (alpha, beta, gamma, delta) bei der 

Regulation des Gefäßtonus noch nicht ausreichend bekannt.  

Es wurden insgesamt drei genetisch veränderte Mauslinien (Kcnq1-/-; Kcna5-/-; Pik3cg-/-

/Pik3cd-/-) und pharmakologische Hilfsmittel in myographischen Untersuchungen an isolierten 

Mesenterialarterien eingesetzt, um diese Fragen abzuklären. 

Der vermeintliche KV7.1-Öffner R-L3 verursachte eine Dosis-abhängige Relaxation 

(EC50~1.4 µM) in Wildtyp (Kcnq1+/+) und Kcnq1-/- mesenterialarteriellen Gefäßringen, die 

sowohl mit Phenylephrin (PE) als auch mit 60mM KCl vorkontrahiert worden waren. Diese 

Relaxation wurde weder durch 10µM Chromanol 293B (KV7.1-Blocker), 10µM HMR1556 

(KV7.1-Blocker) noch 30µM XE991 (pan-KV7-Hemmer) beeinflusst. Der antikontraktile 

Effekt von PVAT war unverändert in Kcnq1-/- Mesenterialarterien. Chromanol 293B und 

HMR1556 beeinflussten den antikontraktilen Effekt von PVAT nicht. Isolierte 

Gefäßmuskelzellen (VSMC) von Kcnq1-/- und Kcna5-/- aus Mesenterialarterien zeigten 

normale KV-Ströme. Der KV7.2-5-Kanalöffner Retigabin induzierte eine Relaxation von 

Kcnq1-/- Gefäßen. Eine Inkubation der Gefäße mit 30µM XE991 reduzierte den 

antikontraktilen Effekt von PVAT nach PE-Applikation. Ähnliche Ergebnisse wurden bei der 

Inkubation von Gefäßen mit 0.3µM XE991 beobachtet. Diese Dosis ist dafür bekannt den KV-

Kanal-Strom in VSMC nahezu komplett zu hemmen. XE991 hatte keinen Einfluss auf den 

BKCa-Kanal-Strom in VSMC. Sowohl in den Kcna5-/- als auch in den Wildtyp-Arterien, die 

zuvor mit 1µM DPO-1 (KV1.5-Blocker) inkubiert worden waren, zeigte sich eine normale PE-
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induzierte Vasokontraktion. Dieses traf sowohl auf Gefäße mit als auch ohne PVAT zu. Die 

Inkubation von Gefäßringen sowohl mit Wortmannin (100nM) als auch mit LY294002 

(10µM) reduzierte PE-induzierte Gefäßkontraktionen. Diese Vasokontraktion wurde auch 

durch PI3Kalpha Hemmstoffe, wie A66 (10µM) und PI-103 (1µM), reduziert. Im Gegensatz 

dazu zeigten der PI3Kbeta Hemmstoff TGX 221 (100nM) und Pik3cg-/-/Pik3cd-/--Arterien 

eine normale Kontraktilität. 

Es kann gefolgert werden, dass PI3Kalpha in G-Protein-gekoppelte-Rezeptor (GPCR)- 

Signalwege integriert ist, die zumindest die Kontraktilität von Mesenterialarterien über 

adrenerge Alpha1-Rezeptoren mitreguliert. Die XE991-Downstream Effekte bei der PVAT 

Gefäßregulation laufen unabhängig von vaskulären BKCa-Kanälen ab. KV7.1 und KV1.5-

Kanäle spielen keine Rolle bei der Gefäßtonusregulation von Mesenterialarterien der Maus 

durch adrenerge Alpha1-Rezeptoren und PVAT. R-L3 ist ein potenter Vasodilator, der 

Mesenterialarterien der Maus unabhängig von nativen vaskulären KV7.1-Kanälen relaxiert.  

 

2. Einführung. 

 Das perivaskuläre Fettgewebe (PVAT) ist ein endokrines Organ [1], das in der Lage 

ist, die Gefäßkontraktion auch durch parakrine Mechanismen zu reduzieren [2]. Dieser 

antikontraktile Effekt stellt einen allgemeinen Mechanismus der Regulation des Gefäßtonus 

dar, der sich in verschiedenen Gefäßtypen mit verschiedenen Agonisten von GPCR (wie 

Phenylephrin, Angiotensin II, Serotonin, Noradrenalin) beobachten lässt [2] [3] [4] [5] [6] [7]. 

Die abgeschwächte Kontraktilität scheint durch einen transferablen Faktor (ADRF) vermittelt 

zu sein [5], dessen molekulare Natur noch nicht geklärt ist. Die Aktualität dieses Aspekts in 

der Herz-Kreislaufforschung ist aus folgendem Grund besonders hoch anzusehen: eine 

reduzierte antikontraktile Wirkung des perivaskulären Fettgewebes ist assoziiert mit einem 

erhöhen systemischen Blutdruck [6] [8]. Die bisherige Forschung ergab, dass die Reaktion 

von arteriellen Gefäßen auf ADRF sowohl im Tiermodell (SHR-Ratte und NZO-Maus) als 

auch bei Patienten mit primärer Hypertonie vermindert ist [6] [7] [9] [10]. All dies deutet 

darauf hin, dass die Dysfunktion von PVAT, neben dem Konzept der Endothelschädigung 

und der endothelialen Dysfunktion, eine offensichtlich prominente Rolle [11] bei der 

Entstehung von Bluthochdruck und chronischen Gefäßerkrankungen spielen könnte [12]. 

Folglich könnte die Aufklärung von ADRF-Signalwegen sowie von regulierten Zielstrukturen 

neue Behandlungsmöglichkeiten für die Hypertonie eröffnen [11] [12] . 
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Viele Forschungsgruppen setzen sich mit genau dieser Problematik auseinander, 

indem sie eine Reihe von Hypothesen entwickelt und getestet haben, welche zeigen, dass 

vorwiegend spannungsabhängige (KV) Kaliumkanäle an der PVAT-abhängigen 

Gefäßregulation beteiligt sind [5] [13]. Es wird angenommen, dass PVAT zur verstärkten 

Öffnung von KV Kanälen in den glatten Gefäßmuskelzellen (VSMC) führt, dass Kalium (K+) 

Ausstrom und dadurch eine Membranhyperpolarisation verursacht wird, welche letztendlich 

L-Typ CaV1.2 Kanäle schließt, und zur Relaxation von VSMC führt [14]. VSMC in den 

Widerstandsgefäßen (z.B. in Mesenterialarterien) exprimieren mehrere Unterfamilien von KV-

Kanälen, vor allem KV7 und KV1, die sich durch ihre molekulare Biologie und Gen-

Homologie unterscheiden. Die Ergebnisse der Studien von Schleifenbaum et al. 2010., und 

Zavaritskaya et al. 2013.,[4]  [8] zeigen, dass vermutlich KV7 (KCNQ) eine entscheidende 

Rolle bei der Regulation des arteriellen Tonus durch PVAT spielen. Diese Schlussfolgerung 

basiert auf Experimenten mit dem (30 µM) pan KV7-Hemmer XE991, der den 

antikontraktilen Effekt von PVAT blockierte [4]. Außerdem verbesserten KV7-Kanalöffner, 

wie Retigabin, die Dysfunktion von PVAT bei arterieller Hypertonie im Tiermodell [8].  

Obwohl KV7.1 (KCNQ1) Kanäle nicht zum Ruhetonus von Arterien beitragen zu 

scheinen, wurde der KCNQ1-Öffner RL-3 als ein effektiver Vasodilatator beschrieben [15]. 

Jedoch wirkt XE991 in verschieden Konzentrationen relativ unspezifisch auf alle fünf 

KCNQ1-5 Subtypen; die mittlere effektive Konzentration (EC50) variierte in Untersuchungen 

von 0.8 bis 65 µM [16] [17] [18] [19]. Zudem konnten sich diese Wirkungen auch bei anderen 

KV-Kanälen, wie z.B. KV11 [20] oder KV1.2/1.5, KV2.1/KV9.3, auch beobachten lassen [21]. 

Im Fokus intensiver Forschung stehen neuerdings auch KV1.5-Kanäle, da diese bei der 

Regulation des mikrovaskulären Tonus und der Hypertonie eine wichtige Rolle spielen 

könnten [22] [23].  

 

3. Ziele und Hypothesen 

Daraus ergaben sich drei wichtige Hypothesen, die in dieser Arbeit überprüft werden 

sollten:  

1. Es sollte geprüft werden, ob KV7.1-Kanäle eine Rolle bei der Regulation des 

arteriellen Tonus spielen (Teil 1). 

2. Es sollte getestet werden, ob KV1.5-Kanäle ebenfalls an der Regulation des 

arteriellen Tonus beteiligt sind; und ob niedrigere Konzentrationen von XE991 den 
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anti-kontraktilen Effekt des perivaskulären Fettes blockieren. Dabei sollte 

überprüft werden, ob BKCa-Kanäle in dem Prozess involviert sein könnten (Teil 2). 

3. Es sollte herausgefunden werden, ob der PI3K-Signalweg zur Regulation des 

arteriellen Gefäßtonus beiträgt (Teil 3).  

 

4. Methodik 

Tiere 

Der überwiegende Teil der Versuche wurde an Mäusen durchgeführt [24] [25] [26]. Die 

Versuchstiere wurden unter Standardbedingungen gehalten. Sie hatten einen 12-Stunden-Tag-

Nacht-Rhythmus und freien Zugang zu Pressfutter (0.25% Natrium, SNIFF Spezialitäten 

GmbH, Soest) und Wasser. Die durchgeführten Versuche wurden von der zuständigen 

Berliner Behörde (LAGESO) genehmigt. Insgesamt kamen drei genetisch veränderte 

Mauslinien zum Einsatz: Kcnq1-/-; Kcna5-/-; Pik3cg-/-/Pik3cd-/-, die von Prof. Dr. Florian Lang 

(Institut für Physiologie, Tübingen), Prof. Dr. Helmut Kettenmann (MDC Berlin) bzw. Prof. 

Dr. Bernd Nürnberg (Institut für Experimentelle und Klinische Pharmakologie und 

Toxikologie, Tübingen) zur Verfügung gestellt wurden. Die Tiere im Alter von 8-12 Wochen 

wurden nach dem Narkotisieren mit Isofluran schmerzlos durch zervikale Dislokation getötet 

[24] [25] [26]. Nach der Eröffnung der Bauchdecke wurde der Darm separiert. In einer 

Petrischale mit 4°C kalter physiologischer Salzlösung (PSS) wurden die Mesenterialarterien 

erster Ordnung unter einem Stereomikroskop (Nikon, SMZ645) entweder mit oder ohne 

perivaskuläres Fett präpariert [24] [25] [26]. 

 

Isometrische Kontraktionsmessungen 

Die Kontraktionsmessungen an isolierten Blutgefäßen wurden am Wire-Myograph-System 

(DMT Danish Myotechnology, Denmark) durchgeführt [24] [25] [26]. Der DMT Myograph 

besteht aus vier Messkammern, die mit bis zu 10 ml einer Lösung gefüllt werden können. In 

jeder Kammer befinden sich zwei Träger, zwischen denen ein arterieller Ring fixiert werden 

kann. Eine Träger ist mit einem Kraftmesser verbunden, so dass die Kontraktionskraft des 

Arterienringes durch ein „Powerlab“ (ADInstruments, Sprechbach)-Interface übertragen und 

gemessen werden kann. Die Kammern wurden mit 5 ml physiologischer Salzlösung (PSS) 

gefüllt, die während des gesamten Experiments mit Carbogen (95% Sauerstoff und 5% 

Kohlenstoffdioxid) begast wurde. Dies bewirkt einen konstanten pH-Wert von 7.4. Die PSS 

enthielt (jeweils in mM): 119 NaCl, 4.7 KCl, 1.2 KH2PO4, 25 NaHCO3, 1.2 MgSO4, 11.1 



 
 
 
 

- 8 - 

Glucose, 1.6 CaCl2. Außerdem wurde eine modifizierte stark kaliumhaltige (60 mM) Lösung 

(KPSS) eingesetzt, bei der NaCl mit äquimolarem KCl ausgetauscht wurde. Zur Bestückung 

der Kammern wurden die Gefäße in 2-mm-Ringe geschnitten und durch sie 2 Edelstahldrähte 

geführt, die dann im Gerät fixiert wurden. Um die Vergleichbarkeit der Kontraktion der Ringe 

zu erreichen, wurde das DMT-Normalization Modul genutzt [24] [25] [26]. Die Ringe wurden 

schrittweise gedehnt, bis die Vorspannung dem transmuralen Druck von 100 mm Hg 

entsprach [24] [25] [26]. 

 

Elektrophysiologische Messungen (Patch-Clamp) 

Die elektrophysiologischen Untersuchungen (Patch-Clamp) an frisch isolierten glatten 

Muskelzellen (VSMC) aus Mesenterialarterien wurden mit Hilfe eines Axopatch 200B 

Verstärkers (Axon Instruments/Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA) oder eines EPC 7 

Verstärkers (List, Darmstadt, Germany) und eines Digidata 1440A Interface (Axon CNS, 

Molecular Devices) sowie pClamp software (Versions 10.1 und 10.2) durchgeführt [24] [25]. 

VSMC wurden isoliert, wie zuvor beschrieben [27] [28]. Nach der Präparation wurden die 

Mesenterialarterien in Ca2+-freier Hank’s Lösung (jeweils in mM): 55 NaCl, 80 

Mononatriumglutamat, 5.6 KCl, 2 MgCl2, 1 mg/ml bovine serum albumin (BSA) (Sigma, 

Taufkirchen), 10 Glukose, 10 HEPES (pH 7.4 mit NaOH), 0.5 mg/ml Papain (Sigma, 

Deutschland), und 1.0 mg/ml DDT über 50 Minuten bei 37°C inkubiert. Danach wurden die 

arteriellen Segmente in Hank’s Lösung mit 1 mg/ml Kollagenase (Sigma, Type F und H, 

Verhältnis 30% zu 70%) und 0.1 mM CaCl2 für 10 Minuten bei 37°C platziert. Nach dem 

Auswaschen mit Ca2+-freier Hank’s Lösung, die 1 mg/ml BSA enthielt, wurden die isolierten 

Zellen bei 4°C aufbewahrt. Spannungsabhängige Kalium-Ströme (KV-Strom) wurden in der 

Whole-Cell-Konfiguration gemessen [29]. Die Patch-Pipetten (Widerstand 3-5 MΩ) wurden 

mit einer Pipetten-Lösung (130 KCl, 1 MgCl2, 3 Na2-ATP, 0.1 Na3-GTP, 10 HEPES und 5 

EGTA, pH 7.2) gefüllt. Die Zusammensetzung der externen Lösung war (in mM): 126 NaCl, 

5 KCl, 1 MgCl2, 0.1 CaCl2, 10 HEPES, 11 Glukose, pH 7.2) [24] [25].  

 

Real Time PCR 

Genexpressionsanalysen von KV7.2-5-Kanälen wurde in den mesenterialen Gefäßen von 

Wildtyp- und KV7.1-defizienten Mäusen durchgeführt [24]. Diese Polymerase-Ketten-

Reaktion (PCR)-Experimente richteten sich nach den MIQE-Leitlinien [30]. Für die 

Gewinnung der Ribonukleinsäuren (RNA) wurde RNeasy RNA Isoloation Kit (Qiagen, 
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Hamburg, Deutschland) verwendet. Reinheit und Konzentration der RNA wurden mit einem 

Spectrophotometer (NanoDrop-1000, PeqLab, Erlangen, Deutschland) bestimmt. Für die 

Synthese der genomischen DNA (cDNA) wurde TaqMan Reverse Transcription Reagents 

#N8080234 (Life Technologies GmbH, Darmstadt, Deutschland) eingesetzt. Die Real time 

PCR wurde im Volumen von 25 µL mit dem Faststart Universal SYBR green Master Mix 

(Roche, #04913850001) an einem Applied Biosystem 7500 Fast Real-Time PCR System 

(Life Technologies Corporation, Carslbad, CA, USA) durchgeführt [24]. Das Primerdesign 

erfolgte mittels Primer 3 Software an unterschiedlichen Exonen, um DNA-Kontamination 

auszuschließen. Die Spezifität der amplifizierten Produkte wurde sowohl in silico (BLAST) 

als auch empirisch (Agarose-Gelelektrophorese und Schmelzkurvenanalyse) überprüft. 

Folgendes PCR-Programm wurde benutzt: 10-minütiger Denaturierungsschritt bei 95°C, 

dann: 40 Zyklen mit jeweiliger Denaturierung bei 95°C über 15 Sekunden, Annealing/ 

Elongation bei 60°C über 1 Minute. Bei den Negativkontrollen wurde DNA-freies Wasser 

anstatt cDNA zugegeben. 18s wurde als Referenz-Gen verwendet, dessen Expression unter 

unseren experimentellen Bedingungen konstant war. Die ΔΔCt-Methode [31] diente zur 

Auswertung und Bestimmung der Exprimierung von Kcnq3, Kcnq4, Kcnq5 bei Kcnq1+/+ und 

Kcnq1-/- -Mäusen [24].  

 

Alle experimentellen Details sind ausführlich in Tsvetkov et al., 2016, [24] [25] [26] 

beschrieben. Kopien der Publikationen befinden sich im Anhang. 

 

5. Ergebnisse 

5. 1. Rolle von KV7.1-Kanälen bei der Regulation des arteriellen Tonus (Teil 1) 

Zuerst wurden Effekte von der Substanz R-L3 (einem putativen KV7.1-Kanalöffner) 

getestet. R-L3 produzierte eine Dosis-abhängige Relaxation der mesenterialen Arterien, die 

von der Maus isoliert wurden. Im Gegensatz bewirkte ein anderer KV7.1-Kanalöffner 

(ML277) keine potente Relaxation. Die Vorkontraktionen wurden mit 1 µM Phenylephrin 

(PE) erzeugt. Zwei KV7.1-Hemmer (Chromanol 293B und HMR1556) beeinflussten die PE-

induzierten Kontraktionen nicht. Weder 10 µM Chromanol 293B noch 30 µM XE991 (pan 

KV7-Hemmer) oder 0.5 mM 4-Aminopyridin (4-AP) (unspezifischer KV-Hemmer) konnten 

die RL-3-erzeugten Relaxationen umkehren; Effekte, die in Mesenterialarterien der Ratte 

ebenfalls zu beobachten waren. Die Versuche an den Rattenarterien dienten als 

Kontrollversuche. Eine Inkubation der Arterien der Maus mit 10 µM Chromanol 293B konnte 
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die RL-3-induzierte Relaxation nicht verhindern. Gleichartige Ergebnisse sind in den 

Mesenterialarterien der Ratten zu verzeichnen. Nach der Zugabe von 10 µM Chromanol 293B 

und 10 µM HMR1556 blieb der Ruhetonus sowohl in den Maus- als auch in den 

Rattenarterien unverändert. 

Daraus war zu schließen, dass die vasodilatorischen R-L3 Effekte nicht von der 

Öffnung von KV7.1 und anderen K+-Kanälen abhängig sind. Um diese Teilhypothese zu 

überpüfen, wurde Gefäßringe mit einer 60 mM KCl-Lösung vorkontrahiert, wodurch das K+ 

Umkehrpotenzial (K+-Nernstpotenzial) der VSMCs in einen positiven 

Membranpotenzialbereich verschoben wird, das L-Type CaV1.2-Kanäle aktiviert, und dadurch 

Gefäßkontraktionen induziert, die durch zusätzliche Kaliumkanalöffnung nicht oder kaum 

beeinflussbar sind [32] [33]. Die durch R-L3 verursachte Vasodilatation blieb in den 

kontrahierten Gefäßringen mit KCl erhalten. Ähnliche Ergebnisse wurden bei der 

Untersuchung von Nierenarterien beobachtet. Eine Konzentration von 30 µM XE991 

inhibierte ebenfalls nicht die R-L3-induzierteVasodilatation in den arteriellen Ringen, die 

zuvor mit KCl vorkontrahiert wurden. Gleichartige relaxierende Effekte von R-L3 waren auch 

in den Mesenterialarterien von Kcnq1-/- Mäusen zu beobachten; dabei betrugen die mittleren 

effektiven Konzentrationen (EC50) für die Gefäße von Kcnq1+/+ und von Kcnq1-/- Mäusen 

jeweils ~1.4 µM. Dieser Prozess war Endothel-unabhängig. Es wurde gefolgert, dass die 

vorher in der Literatur als spezifische KV7.1-Kanalöffner beschriebene Substanz R-L3 eine 

Vasodilatation induziert, die nicht durch die Aktivierung von KV7.1-Kanälen verursacht wird. 

Darüber hinaus wurde die Teilhypothese überprüft, ob KV7.1 Kanäle eine Rolle bei der 

Regulation des Gefäßtonus durch PVAT spielen. Es wurden Experimente mit KV7.1-Hemmern 

und der genetisch veränderten Kcnq1-/- Mauslinie durchgeführt. PVAT wurde entweder 

entfernt ((-) PVAT) oder intakt gelassen ((+) PVAT). Chromanol 293B und HMR1556 hatten 

keinen Einfluss auf die dosisabhängige PE-induzierte Kontraktion der (-) PVAT und (+) PVAT 

Mesenterialarterien, welche von Kcnq1+/+ Mäusen stammten. Ebenso zeigten sich identische 

Effekte von PVAT in Mesenterialarterien von Kcnq1-/--Mäusen im Vergleich zu Wildtyp-

Tieren. Kongruent mit den oben beschriebenen Ergebnissen war die Beobachtung, dass der 

KV-Strom in den VSMC von Kcnq1-/- Mäusen nicht unterschiedlich zu Kv-Strömen von 

Wildtyp-VSMCs ist. Es gab keinen Unterschied zwischen den Kcnq1+/+ und Kcnq1-/- VSMC-

Zellen bzgl. der normalisierten Peak-KV-Ströme, der Zell-Kapazität und der Hemmung von 

KV-Strömen durch XE991 (30 µM). Außerdem zeigten sich weder beim Ruhestrom, noch bei 

Stromaktivierung von +20 mV und +40 mV signifikante Unterschiede. 
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Um eine mögliche kompensatorische Überexprimierung von anderen KV7-Kanälen, 

zum Beispiel KV7.2-5, in den Kcnq1-/- Gefäßen, auszuschließen, wurde die Genexpression 

von Kcnq3, Kcnq4 und Kcnq5 in Kcnq1-/- und Kcnq1+/+ Mesenterialarterien analysiert, wobei 

Kcnq2 in diesem Versuchsaufbau nicht nachweisbar war. Bei beiden Genotypen wurden nicht 

unterschiedliche Expressionsniveaus von Kcnq3, Kcnq4 und Kcnq5 mRNA detektiert, damit 

gibt es keine Hinweise für eine funktionelle Überexprimierung von KV7.2-5-Kanälen in Folge 

des Fehlens von KCNQ1 in Kcnq1-/- Mesenterialarterien. Eine weitere Bestätigung dafür ist, 

dass der pan KV7.2-5-Kanalöffner Retigabin [34] eine normale Vasodilatation in den Kcnq1-/- 

Gefäßen induzierte. 

 

5. 2. Rolle von KV1.5 und anderen K-Kanälen bei der Regulation des arteriellen Tonus 

(Teil 2) 

Es wurde abgeklärt, ob KV1.5-Kanäle an der alpha1-adrenergen-Vasostimulation durch 

PE beteiligt sind. Dafür wurde ein KV1.5-Hemmer (DPO-1) eingesetzt, der als potent und 

spezifisch beschrieben worden ist [35]. Die mit 1µM DPO-1 inkubierten 

mesenterialarteriellen (-) PVAT Gefäßringe erreichten das Kontraktionsniveau der (-) PVAT 

Kontrollringe. Das 95%-Konfidenzintervall der mittleren effektiven Konzentration (EC50) für 

PE der zuvor mit DPO-1 inkubierten Ringe war 1.21–1.79 µM und bemaß sich auf 0.78–1.40 

µM bei den Kontrollringen. Die Koinkubation der Ringe mit 1 µM DPO-1 veränderte den 

antikontraktilen Effekt von PVAT dennoch nicht. Das 95%-Konfidenzintervall der (+) PVAT 

Kontrollringe und der mit 1 µM DPO-1 inkubierten (+) PVAT Ringe bemaßen sich auf 3.99–

8.14 µM bzw. 4.99–10.05 µM. Um diese Daten, die durch das Einsetzen eines KV1.5-

Kanalhemmers erhoben worden sind, zu bestätigen, wurden vergleichbare Experimente mit 

Kcna5-/- Mäusen durchgeführt, bei denen der KV1.5 gentechnisch durch Ablation 

ausgeschaltet wurde [36]. PE-induzierte Vasokontraktionen unterschieden sich nicht zwischen 

Kcna5-/- und Kcna5+/+ Mesenterialarterien. Die kumulative Dosiswirkungskurve auch für 

Serotonin (5-HT) blieb unverändert. Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass KV1.5-

Kanäle keine Funktion in der Regulation des arteriellen Tonus von PVAT, alpha1-AR und 5-

HT Agonisten spielen. Ähnliche Ergebnisse wurden in Kontrolluntersuchungen an 

Mesenterialarterien der Ratte erzielt. 

Die Dosis von 1 µM DPO-1 hatte keinen Einfluss auf den Ruhetonus der Kcna5+/+ 

Mesenterialarterien mit (+) PVAT und (-) PVAT. Überraschenderweise bewirkte die Zugabe 

von 10 µM DPO-1 nur in den (-) PVAT Ringen eine Vasokonstriktion. Dieser Effekt blieb 
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stabil über einen Zeitraum von 30 Minuten und wurde auch in den Kcna5-/- Ringen 

beobachtet. Daraus ergibt sich die Folgerung, dass DPO-1 sensitive Kanäle, die sich 

vonKV1.5 unterscheiden, zum vaskulären Tonus von Mesenterialarterien beitragen können. 

Die gemessenen KV-Ströme in den VSMC, die aus Kcna5-/- und Kcna5+/+ 

Mesenterialarterien isoliert worden waren, unterschieden sich nicht. In beiden Genotypen war 

eine Hemmung der KV-Ströme nach Applikation von 30 µM XE991 zu beobachten. In 

parallel durchgeführten Experimenten veränderte 30 µM XE991 den Ruhetonus der 

Mesenterialarterien nicht. Um die Effekte von XE991 besser zu verstehen, wurden auch BKCa-

Ströme gemessen. Während XE991 keinen Einfluss auf den BKCa-Strom hatte, inhibierte 100 

nM Iberiotoxin (ein BKCa-Kanalhemmer, als Positivkontrolle) den BKCa-Strom. 

Zusätzlich wurden Effekte von 30 µM und 0.3 µM XE991 auf den Gefäßtonus 

untersucht. Es wurde festgestellt, dass die Applikation von 0.3 µM und 30 µM XE991, den 

antikontraktilen Effekt des perivaskulären Fettgewebes abschwächt. 

 

5. 3. Rolle des PI3K-Signalweges bei der Regulation des arteriellen Gefäßtonus (Teil 3) 

In einem ersten Schritt wurden die Effekte von zwei strukturell unterschiedlichen 

PI3K-Klasse-I-Inhibitoren auf die adrenerge alpha1-Rezeptor-induzierte Kontraktion 

untersucht, nämlich Wortmannin und LY294002. Sowohl die Inkubation mit Wortmannin 

(100 nM) als auch mit LY294002 (10 µM) schwächten die PE-induzierte Kontraktion der 

Mesenterialarterien der Maus ab. Die Untersuchungen zeigen, dass Klasse I PI3K an der 

GPCR-induzierten Vasokonstriktion beteiligt ist, zumindest via den alpha1-AR-Signalweg. 

Als nächstes sollte herausgefunden werden, welche Isoform innerhalb dieser Klasse 

dafür entscheidend ist. PI3Kalpha und PI3Kbeta sind ubiquitär exprimiert, PI3Kgamma und 

PI3Kdelta befinden sich grundsätzlich im hämatopoetischen System. Um die Frage der 

entscheidenden Isoform zu beantworten, analysierten wir Mesenterialgefäße von Pik3cg-/-

/Pik3cd -/- Mäusen. PE induzierte eine normale Vasokontraktion, unabhängig davon, ob die 

PI3Kgamma- und PI3Kdelta-Isoformen eliminiert worden waren oder nicht. Die 

Dosiswirkungskurven hatten nicht unterschiedliche EC50-Werte (0.98 ± 0.05 im Wildtyp und 

0.93 ± 0.05 µM in den Pik3cg-/-/Pik3cd-/- Arterien). Daraus lässt sich folgern, dass diese 

beiden Isoformen (PI3Kgamma und PI3Kdelta) keine Rolle im alpha1-AR-Signalweg spielen. 

Von den zwei anderen Isoformen ist PI3Kbeta direkt mit dem Gbeta-gamma-Komplex 

verknüpft, der über GPCR reguliert wird [37] [38]. Aus diesem Grund verwendeten wir die 

maximal effektive Konzentration des PI3Kbeta Inhibitors TGX 221 [39]. Die Dosis-



 
 
 
 

- 13 - 

Wirkungskurve der mit TGX 221 inkubierten Gefäßringe zeigte keinen Unterschied im 

Vergleich zu den Kontrollringen. Im Gegensatz dazu inhibierte der PI3Kalpha-Hemmer A66 

die alpha1-AR-induzierte Vasokonstriktion. Weitere Ergebnisse mit einem anderen PI3Kalpha 

Inhibitor, hier PI-103, bestätigten diese Erkenntnis. 

 

6. Diskussion 

Zusammenfassend zeigen die vorliegenden Ergebnisse, dass KV7.1-Kanäle keine oder 

eine eher unbedeutende Rolle bei der Regulation des arteriellen Gefäßtonus der Maus spielen. 

Wir beobachteten keine Funktionalität von KV7.1 in der R-L3-induzierten Relaxation, die 

sowohl nach der genetischen Deletion als auch nach der pharmakologischen Blockade von 

Kcnq1 gänzlich erhalten blieb. Die hier erhobenen Daten lassen die Interpretation zu, dass die 

Kv7.1-Familie nicht an der PVAT Regulation des Gefäßtonus (ADRF-Signalweg) von 

Mesenterialarterien beteiligt ist. Diese Folgerungen wurden mit einem anderen potenten 

KV7.1-Kanalöffner (ML277) bestätigt. Stattdessen hat unser Kcnq1-Mausmodel gezeigt, dass 

R-L3 unerwartet die KCl-induzierte L-Typ CaV1.2 Kanal-abhängige Vasokontraktion über 

Kaliumkanal-unabhängige Mechanismen antagonisiert. Aus diesem Grund ist R-L3 im 

Mausmodell für die Untersuchung von nativen vaskulären KV7.1-Kanälen ungeeignet. Eine 

komplette Übersicht über diese Ergebnisse und detaillierte Diskussion findet sich in Tsvetkov 

et al., 2016 „Do KV7.1 channels contribute to control of arterial vascular tone?“. Eine Kopie 

dieser Publikation befindet sich im Anhang. 

 

Kürzlich konnte gezeigt werden, dass KV1.5-Kanäle sowohl den mikrovaskulären 

Tonus, als auch die Reaktion auf Vasokonstriktoren in Gefäßen von Ratten (Gehirnarterien) 

bestimmen [22] [40]. Außerdem sind KV1.5 essenziell bei der Verknüpfung der 

Blutversorgung des Myokards zu dem kardialen Metabolismus [41]. Zudem ist die 

Hypertonie mit der veränderten KV1.5-Expression assoziiert [23] [42]. Infolgedessen entstand 

die Frage, ob KV1.5 Kanäle bei der PVAT Gefäßregulation (ADRF-Signalweg) und in der 

adrenergen alpha1-Rezeptor-induzierten Kontraktion eine Rolle spielen könnten. In dieser 

Studie wurde gezeigt, dass KV1.5 Kanäle bei der Regulation des Gefäßtonus von 

Mesenterialarterien der Maus und Ratte nicht involviert sind. Denn es gab keinen Unterschied 

im antikontraktilen Effekt von PVAT zwischen Kcna5-/- und Kcna5+/+ Arterien. Zusätzlich 

zeigte der KV1.5-Kanalhemmer DPO-1 keinen Einfluss auf den Gefäßtonus, insbesondere 

auch auf den antikontraktilen PVAT Effekt. Diese Schlussfolgerungen widersprechen nicht 
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früher erhobenen Ergebnissen unserer Gruppe [8] [43], in denen demonstriert wurde, dass 100 

nM XE991 nicht den heterolog exprimierten KV1.5-Strom in HEK293-Zellen blockierte. 

Weiterhin findet sich eine Bestätigung auch in bisherigen klinischen Befunden. Demzufolge 

wurden bei Patienten mit KCNA5 Mutationen sowohl Herzrhythmusstörungen als auch eine 

pulmonale Hypertonie, jedoch keine systemische Hypertonie beobachtet [44] [45] [46]. Es 

konnte spekuliert werden, dass die beobachteten kontraktilen Effekte von 10 µM DPO-1 

durch die Hemmung von KV1.3 verursacht sein könnten. Die Studie von Zhao et al., 2013 

zeigte, dass DPO-1 den KV1.3-Strom in T-Zellen mit EC50 3.1 µM blockiert [47]. Da Kcna3 

mRNA auch in den Mesenterialenarterien detektierbar ist [48], sind zukünftige 

Untersuchungen angebracht, um dieser These weiter nachzugehen. Die Spezifität der XE991-

Wirkung auf BKCa-Kanäle wurde bisher nicht untersucht. Dies ist aber höchst bedeutungsvoll, 

weil von einer anderen Arbeitsgruppe vermutet wurde, dass BKCa Kanäle bei der PVAT-

Kontrolle des arteriellen Tonus involviert sein könnten [49] [50]. Die Untersuchungen an 

BKCa-defizienten Mäusen ergaben widersprüchliche Befunde [9]. Die hier erhobenen Befunde 

deuteten darauf hin, dass 30 µM XE991 die Funktion der vaskulären BKCa-Kanäle nicht 

beeinflusst. Bereits in einer deutlich geringeren Konzentration (0.3 µM) schwächt XE991 die 

antikontraktile Wirkung von PVAT ab. Eine komplette Übersicht der Ergebnisse und die 

detaillierte Diskussion zu diesen Ergebnissen findet sich in Tsvetkov et al., 2016 „The Role of 

DPO-1 and XE991-Sensitive Potassium Channels in Perivascular Adipose Tissue-Mediated 

Regulation of Vascular Tone“. Eine Kopie dieser Publikation befindet sich im Anhang. 

 

Die vorliegenden Messungen mit verschiedenen pharmakologischen PI3K-Hemmern 

zeigen, dass PI3Kalpha in den adrenergen alpha1-Rezeptor-Signalweg integriert ist, der die 

Kontraktilität von Mesenterialarterien reguliert. Interessanterweise zeigte eine kürzlich 

durchgeführte Transkriptomanalyse eine Überexpression von Pik3r1-mRNA-Transkripten 

(phosphoinositide-3-kinase, regulatory subunit 1, p85alpha) bei Adipositas in der Ratte [51]. 

Somit könnte dieser Signalweg eine pathophysiologische Rolle bei der Gefäßtonusregulation 

im Menschen spielen. Es bleibt allerdings ungeklärt, wie PI3Kalpha von adrenergen alpha1-

Rezeptoren und möglicherweise anderen GPCR reguliert werden kann. Möglicherweise ist 

PI3Kalpha mit Gq/11 gekoppelt, welches dafür bekannt ist, die alpha1-AR-Vasokontraktion zu 

vermitteln [52]. Solche Interaktionen wurden bislang nur für die PI3Kbeta- und gamma-

Isoformen nachgewiesen [53]  [54], wobei für die Aktivierung von PI3Kalpha hauptsächlich 

der tyrosine kinase receptor (TKR)-Signalweg verantwortlich ist [55]. Da adrenerge alpha1-
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Rezeptor-induzierte Kontraktionen zu einer Transaktivierung des Epidermal Growth Factor 

Receptors (EGFR) im intakten Gefäß führen können, ist es möglich dass dieser Signalweg 

und der ERK1/2-Signalweg bei den in unserer Studie beobachteten Effekten eine Rolle 

spielen [56]. Infolgedessen scheint es möglich, dass PI3Kalpha zu einer solchen 

Transaktivierung beitragen kann. Außerdem kann die Inhibierung von adrenergen alpha1-

Rezeptoren durch Doxazosin das Tumorwachstum und die Angiogenese über den PI3K-AKT-

Signalweg beeinflussen [57]. Abschließend weisen die hier vorgelegten Ergebnisse darauf hin, 

dass PI3Kalpha eine Rolle bei der Regulation der Kontraktilität zumindest von 

Mesenterialarterien spielen kann. Eine komplette Übersicht der Ergebnisse und die detaillierte 

Diskussion zu diesem Teilthema findet sich in Tsvetkov et al., 2016 „Better Understanding of 

Phosphoinositide 3-Kinase (PI3K) Pathways in Vasculature: Towards Precision Therapy 

Targeting Angiogenesis and Tumor Blood Supply“. Eine Kopie dieser Publikation befindet 

sich im Anhang. 
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