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1. Einleitung 

 

1.1  Endothelfunktion 
 
Das Endothel kleidet als einzellige Schicht das gesamte Gefäßsystem von der 

luminalen Seite aus und wird als das großflächigste endokrine Organ des 

menschlichen Körpers angesehen. Seine Gesamtoberfläche entspricht 

ungefähr den Ausmaßen von sechs Tennisplätzen uns sein gesamtes 

Zellvolumen dem von fünf Herzen. Nach seiner Entdeckung im frühen 20. 

Jahrhundert (1928) dachte man lange Zeit, das Endothel habe lediglich eine 

Barrierefunktion. Die Forschungstätigkeit von Robert F. Furchtgott, Ferid 

Murad und Louis Ignarro brachte Ende der 70er Jahre ans Licht, dass das 

Endothel sehr viel weitreichende Aufgaben im Organismus erfüllt. Für die 

revolutionäre Entdeckung, dass Stickstoffmonoxid (NO) eine Schlüsselrolle 

im Herz-Kreislauf System hat, wurden die Forschungsarbeiten von 

Furchtgott, Murad und Ignarro 1998 mit dem Nobelpreis für Medizin 

ausgezeichnet. Heute gilt das Endothel als hoch spezialisiertes Zellsystem, 

dessen Funktion bei der Aufrechterhaltung der vaskulären Homöostase von 

der Regulation des Transportes gelöster Stoffe über die Antigenpräsentation 

und die Regulation der Blutgerinnung bis hin zur Kontrolle des vaskulären 

Wachstums (Angiogenese) reicht. Die wohl wichtigste Aufgabe des Endothels 

ist die Modulation des Kontraktionszustandes der glatten Gefäßmuskulatur 

und damit die Anpassung des Gefäßtonus an die jeweiligen 

hämodynamischen Gegebenheiten. Dies geschieht durch die Freisetzung 

endokriner Substanzen auf einen chemischen oder physikalischen Stimulus 

hin, welche vasokonstriktiv bzw. vasidilatorisch wirksam sind. Insofern 

kommt dem Endothel eine wesentliche Rolle bei der Aufrechterhaltung eines 

adäquaten Blutflusses des gesamten Organismus zu. 
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1.2 Rolle des Endothels bei der Gefäßtonusregulation 
 
Das Endothel reguliert den Gefäßtonus durch die Freisetzung vasoaktiver 

Substanzen wie Stickstoffmonoxid (NO, EDRF), Prostazyklin (PGI2) und des 

sog. endothelium derived hyperpolarization factor (EDHF)(Pohl, 1986). Es 

existieren zahlreiche physiologische Regelkreise, die der Regulation des 

Gefäßtonus dienen. Lokalisiert an der Grenzfläche zwischen Blut und dem 

extravasalen Raum fungiert das Endothel als Sensor für eine Vielzahl von 

Reizen, die Einfluss auf den Gefäßtonus haben. Hierzu zählen sowohl die 

hämodynamischen Kräfte des fließenden Blutes wie auch zirkulierende 

humorale Faktoren (z.B. Acetylcholin, ATP, Bradykinin).  

 

H2N NH2
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NH3 COO
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OH2

H2N N

H
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NH3 COO
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NH3 COO

O
NH2  
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OH2  ++ +-- -  

N-Hydroxy-L-ArgininL-Arginin StickstoffL-Citrullin
 Monoxid 

Abb 1-1.: von der NO-Synthase katalysierte Reaktion: Es erfolgt die Umsetzung von L-Arginin zu L-Citrullin 
und NO unter Freisetzung von 2 Wassermolekülen. 
 

Das Endothel vermag es, diese Reize zu detektieren und über bestimmte 

Signaltransduktionsmechanismen Änderungen des Blutgefäßdurchmessers 

zu vermitteln (Dzau, 1993; Furchgott, 1999) .  

Die Bildung und Freisetzung vasoaktiver Autakoide stellt zweifellos das 

funktionell wichtigste Prinzip der endothelialen Tonusmodulation dar. Eine 

intraluminale Applikation von Acetylcholin führt zu einer 

endothelabhängigen Hyperpolarisierung der glatten Gefäßmuskelzellen. 

Spannungsaktivierte Kalziumkanäle in den glatten Gefäßmuskelzellen 

werden so inaktiviert und es kommt zu einer Relaxierung des Gefäßes. Für 

die endotheliale Vasodilatation sind hier der endothelium-derived-relaxing-

factor (EDRF), der dem Stickstoffmonoxid entspricht, Prostazyklin (PGI2), 
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sowie der endothelium-derived-hyperpolarizing-factor (EDHF) von 

entscheidender Bedeutung. 

NO wird mit Hilfe einer im Endothel konstitutiv exprimierten, 

membrangebundenen NO-Synthase (eNOS) aus der Aminosäure L-Arginin 

gebildet. In einer 

komplexen 

Reaktion 

entsteht es aus 

einem 

Stickstoffatom 

der 

Aminogruppe 

des L-Arginins 

und freiem 

auerstoff NO.  

 

Es sind drei verschiedene Isoformen der NO- Synthase bekannt. Im Endothel 

ist die eNOS (NOS III) wirksam. Die Aktivität der eNOS wird dabei in erster 

S

 

Abb. 1-2: Gefäßquerschnitt der Arteria Carotis Comunis. Die im Vergleich zum Lumen relativ dicke Gefäßwand 
von Arterien besteht aus drei Schichten (v. innen → außen): die Tunica intima, bestehend aus dem Endothel, 
einer dünnen Bindegewebsschicht und der Membrana elastica interna; die Tunica media, bestehend aus 
alternierenden Schichten von elastischen Membranen und glatter Gefäßmuskulatur und die Tunica adventitia, 
bestehend aus einer elastischen Membran sowie fibranösem bzw. lockerem Bindegewebe. 

Abb.1-3: 
Wirkumgsweise von 
NO im vaskulären 
System. Physio-
logische Konzentra-
tionen von NO haben 
im E
antithrombotische al
auch  
antiinflammatorische 
Wirkung. Zudem 
erhöht NO die 
Permeabilität des 
Endothels und 

ndothel sowohl 
s 

erleichtert so die 
Leukozyteninfiltration.
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Linie über die Konzentration des freien intrazellulären Ca2+ 

Abb. 1-5: Verlauf der „Triebkraft“ (Membranpotential [Vm] 
– Kalziumgleichgewichtskonzentration [ECa]) für den 
Kalziumeinstrom in Abhängigkeit von der extrazellulären 
Kalziumkonzentration [Ca2+]out (aus Nilius, 1997). 

Abb. 1-4: Simultane Aufnahme des Membranpotentials und 
der intrazellulären Kalziumkonzentration [Ca2+]i einer 
stimulierten Endothelzelle in Abhängikeit von der 
extrazellulären  Kalziumkonzentration [Ca2+]out (aus Nilius, 
1997).  

geregelt; 

entweder über  Rezeptor vermittelte Signalkaskaden oder beispielsweise über 

Scherkräfte am Endothel. Die Produktion von NO durch die eNOS kann über 

einen kompetetiven 

Mechanismus durch L-Arginin 

Analoga (z.B. N-ω-Mono-

Methyl-L-Arginin, L-NMMA) 

inhibiert werden. Das führt zu 

Erhöhung des Blutdruckes 

und Verminderung des 

Blutflusses durch Hemmung 

der endothelial-vermittelten 

Vasodilatation. Die 

relaxierende Wirkung von NO 

an der glatten 

Gefäßmuskulatur kommt über 

die Aktivierung der löslichen 

 

Die Bindung von NO an das 

zweiwertige Eisen der 

hämhaltigen  Untereinheit der 

löslichen Guanylatzyklase 

führt zu einer Konformations-

änderung des benachbarten 

katalytischen Zentrums und 

damit zu einer Steigerung der 

Konversionsrate von GTP zu 

cGMP. Der Anstieg des 

intrazellulären cGMP führt zu 

einer Aktivierung von cGMP-

abhängigen Proteinkinasen, die wiederum die molekularen Mechanismen in 

Gang setzen, die über eine Absenkung des intrazellulären Kalziumspiegels 

zu einer Relaxation führen. Der durch NO induzierte Anstieg von cGMP 

Guanylatzyklase zustande. 
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hemmt zusätzlich die Aktivierung von Thrombozyten. Endothelzellen 

produzieren kontinuierlich das ebenfalls an der endothelialen Vasodilatation 

beteiligte Prostazyklin (PGI2). Prostazyklin wirkt über eine Erhöhung der 

intrazellulären cAMP Konzentration. Diese führt in Thrombozyten zu einer 

Aggregationshemmung, an glatten Gefäßmuskelzellen zu einer Relaxation 

und somit zur Vasodilatation. Arachidonsäure (AA) ist die Ausgangssubstanz 

für Prostazyklin. Sie selbst ist Bestandteil der Membranphospholipide und 

wird durch die kalziumabhängige Phospholipase A2 (PLA2) aus der 

Zellmembran freigesetzt. In einer durch die Cyclooxygenase (COX) 

katalysierten Reaktion entsteht zunächst Prostaglandin-H2, der Vorläufer 

von Prostazyklin. Die Cyclooxygenase ist membrangebunden und besteht 

aus zwei Untereinheiten. Es sind zwei Isoformen bekannt: die COX-1, die 

physiologische Funktionen im gesunden Gewebe erfüllt, und die COX-2, die 

durch Entzündungsreize aktiviert Entzündungsmediatoren freisetzt. Durch 

nichtsteroidale Antirheumatika (z.B. Indomethacin) kann die Cyclooxygenase 

inhibiert und so die Prostazyklinproduktion verhindert werden. Dies hat 

jedoch keinen Einfluss auf den systemischen Blutdruck; die Funktion des 

Prostazyklins liegt primär in der lokalen Gefäßregulation und Verhinderung 

von Thrombenbildung. 

Die Hyperpolarisierung des Endothels durch Acetylcholin kann durch hohe 

extrazelluläre Kaliumkonzentrationen und K+-Kanal Inhibitoren verhindert. 

Eine Inhibition der endothelialen NO-Synthase und Cyclooxygenase blockiert 

9). Auch scheint EDHF in Arteriolen und 

Arterien kleineren Durchmessers eine größere Bedeutung zu haben, als in 

die Aktivität von Acetylcholin jedoch nicht vollständig. Daraus wurde 

geschlussfolgert, dass es eine weitere Substanz, nämlich den endothelium-

derived-hyperpolarization-factor (EDHF) geben muss, die für diese 

Acetylcholin induzierte, nicht NO- und nicht Prostazyklin-abhängige 

Vasodilatation verantwortlich ist. Obwohl sich viele Forschungsprojekte 

intensiv mit der Identifizierung dieses EDHF beschäftigen, konnte bis jetzt 

noch keine einheitliche Beschreibung seiner Eigenschaften und 

Funktionsweise gegeben werden. 

Die Ergebnisse weisen daraufhin, dass EDHF in verschiedenen 

Gefäßgebieten und verschiedenen Spezies unterschiedliche Substanzen sein 

können (Beny, 1999; Feletou, 199
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großkalibrigen Arterien (Woolfson, 1990; Nagao, 1992; Shimokawa, 1996; 

Urakami-Harasawa, 1997). 

 

 

1.3 Kalzium-permeable Kationenkanäle im Endothel 
 
Einer der wichtigsten sekundären Botenstoffe ist in nahezu allen Zellen das 

alziumion (Ca2+). Es ist an der Regulierung von Schlüsselprozessen wie 

 

 

 

e, 

ie einen Ca2+-Einstrom aus dem Extrazellularraum ermöglichen, und 3. 

K

Genexpression, Sekretion, Kontraktion und zellulären Stoffwechselprozessen 

eteiligt. b

Abb. 1-6: Ionenkanäle und ihr Einfluss auf den vaskulären Tonus (aus Jackson, 2000). Gezeigt sind: (links) 
Kaliumkanäle (Kir – inward rectifier; KATP – ATP-sensitive Kaliumkanäle, KV – spannungsabhängige
Kaliumkanäle und BKCa – Kalziumabhängiger Kaliumkanal mit großer Leitfähigkeit. (rechts) SOCC 
(Speicheroperierter Kationenkanal) SACC (Dehnungsaktivierter Kationenkanal. Die Aktivierung dieser Kanäle 
führt zu Änderungen des Membranpotentials und/oder zu einem direkten Einfluß von Kalzium in das Zytosol. 

 

Im Endothel erfolgt die Regulation der intrazellulären Ca2+-Mobilisierung

über mindestens drei wesentliche Mechanismen: 1. über die Freisetzung von

Ca  aus intrazellulären Speichern, 2. über Ca -permeable Kationenkanäl2+ 2+

d

über die Aktivität hyperpolarisierender Kaliumkanäle, die die 

elektrochemische Triebkraft für einen Ca -Einstrom bereitstellen 2+
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(Brakemeier, 2003; Kohler, 2003). Ca2+-permeable Kationenkanäle der 

Zellmembran werden nach Rezeptorstimulation und in Abhängigkeit des 

Füllungszustandes der intrazellulären Ca2+-Speicher aktiviert. Ihre 

Aktivierung ermöglicht erstens ein Auffüllen der intrazellulären Speicher und 

zweitens die Plateauphase der intrazellulären Ca2+-Erhöhung. Diese 

gewährleistet eine anhaltende Aktivierung von Ca2+-abhängigen Synthese- 

oder Transkriptionsprozessen nach humoraler Stimulation.  

 

 

inen Ladungsausgleich für den Ca2+-

instrom ermöglichen und das Endothel hyperpolarisieren können. Somit 

Abb. 1-7: Chloridkanäle und ihr Einfluss auf den vaskulären Tonus (aus Jackson, 2000). Die Öffnung von 
Chloridkanälen führt zu einer Depolarisation der glatten Gefäßmuskulatur (VSM) und infolge dessen zu einer 
Aktivierung spannungsabhängiger Kalziumkanäle. Der Kalziumeinstrom bzw. die erhöhte intrazelluläre 
Kalziumkonzentration veranlasst die glatte Gefäßmuskulatur (VSM) zur Vasokonstriktion. Entsprechend führt 
die Schließung von Chloridkanälen zur Vasodilatation. 

Neben Ca -permeablen Kationenkanälen ist die Ko-Aktivierung von Ca2+ 2+-

abhängigen Kaliumkanälen (K ) nach humoraler Stimulation für den Ca2+Ca -

Einstrom wichtig, da diese Kanäle e

E

 die elektrische Triebkraft für den Castellt die Aktivität dieser K 2+Ca -Einstrom 

bereit, der sich ansonsten aufgrund seines depolarisierenden Effekts selbst 

limitieren würde (Kohler, 2001). In Säugerzellen wird die Genfamilie der K  Ca
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in drei Unterfamilien unterteilt: a) KCa mit hoher (hSlo), b) mit intermediärer 

(hIK1) und c) mit kleiner Leitfähigkeit (hSK1-3). An kultivierten 

Endothelzellen humanen und bovinen Ursprungs wurden diese 

Kanalsubtypen von verschiedenen Arbeitsgruppen beschrieben (Cai, 1998; 

Malek, 1996; Jacob, 1991; Hoyer, 1998).  

Es gibt bislang einzelne indirekte Hinweise darauf, dass die Funktion der die  

Ca2+-Homöostase regulierenden Ionenkanälen bei pathologischen 

Gefäßalterationen (Angiogeneseprozessen) eine Rolle spielen könnte. So 

scheint z.B. an kultivierten Endothelzellen eine Beteiligung von 

egulierenden Ca2+-permeable 

 

speichergesteuerten Ca2+-permeablen Kanälen an endothelialen 

Formveränderungen bzw. an der Endothelzellproliferation vorzuliegen (Grgic, 

2005; Kim, 2003; Jiang, 2001). Durch Inhibition dieser Ca2+-permeablen 

Kationenkanäle konnten mit Angiogenese assoziierte morphologische 

Veränderungen unterdrückt werden. Bezüglich der indirekt den Ca2+-

Einstrom regulierenden Kaliumkanäle konnte anhand von in vitro 

Untersuchungen an kultivierten umbilikalen Endothelzellen gezeigt werden, 

dass die Stimulation mit dem basischen Fibroblastenwachstumsfaktor 

(bFGF) zu einer Aktivierung eines Ca2+-abhängigen Kaliumkanals hoher 

Leitfähigkeit, des sog. Maxi K, führte (Kuhlmann, 2004). Die Inhibition des 

Kanals mittels des spezifischen Kanalblockers Iberiotoxin führte in der 

Zellkultur zur Inhibition der Zellproliferation. 

Ob bei den Signaltransduktionsmechanismen weiterer pro-angiogenetischer 

Faktoren, wie z.B. VEGF, eine Aktivierung von Ionenkanälen beteiligt ist, 

wurde bisher nur unzureichend untersucht. Es ist darüber hinaus gänzlich 

unbekannt, welche den Ca2+-Einstrom r

Kationenkanäle und Ca2+-abhängige Kaliumkanäle stimulierten 

Endothelzellen exprimiert werden und ob sich das Expressionsmuster dieser 

Kanäle im Vergleich zu nicht aktivierten Endothelzellen verändert. Ein 

verändertes Expressionsmuster und konsekutiv veränderte Ionenfluxe 

könnten wesentlich an der Steuerung von pathologischen Umbauprozessen 

in der Gefäßwand (Angiogeneseprozessen) beteiligt sein.  
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1.3.1 Speicher-operierter und kapazitativer Ca2+-Einstrom 
 
Entleerung der intrazellulären Kalziumspeicher mittels TG oder tBHQ führen 

,)P3-unabhängigen Kalziumeinstrom 

up, 1990; Thastrup, 1994; 

Nilius, 2001). Dieser Einstrom ist scheinbar stark an den Füllungszustand 

htigster Ca2+-

instrom Mechanismus nach Agonistenstimulation (Dolor, 1990; Dolor, 

n und –Austauscher aus dem Zytosol in de

in Endothelzellen zu einem Ins(1,4,5

(sog. kapazitativer-Kalziumeinstrom, CCE) (Thastr

der intrazellulären Kalziumspeicher gekoppelt und gilt als wic

E

1992). Sich aufladende oder gefüllte Speicher verhindern einen 

Kalziumeinstrom, wohingegen sich entladende oder leere Speicher zu einem  

Kalziumeinstrom führen. Die hierfür verantwortlichen Kanäle werden als 

speicherregulierte Ca2+-Kanäle (SOCs) beschrieben (Casteels, 1981; Putney, 

1986). In der Regel gelten SOC als sehr viel Kalzium-selektiver als nicht-

selektive Kalzium-permeable Kanäle. Das Modell des speicherregulierten 

Ca2+-Einstroms beruht auf den Beobachtungen von Putney, dass die durch 

Bindung eines extrazellulären Liganden an einen Rezeptor ausgelöste 

Freisetzung von Ca2+ aus Ca2+-Speicherorganellen zu einem Ca2+-Einstrom 

in die Zelle aus dem umgebenden Medium führt (Putney, 1986). Hierbei 

wurden die Zellen zunächst in Abwesenheit von extrazellulärem Ca2+ mit 

verschiedenen Liganden stimuliert, die durch Bindung an einen Rezeptor in 

der Plasmamembran den Austritt von Ca2+ aus dem ER bewirken. Durch 

Zusatz des Ca2+-Chelators EGTA im extrazellulären Medium wurde das 

durch Ca2+-Pumpe n 

Extrazellulärraum gelangende Ca2+ aus den Zellen entfernt. Die 

anschließende Zugabe von Ca2+ in das die Zellen umgebende Medium 

bewirkte in Gegenwart eines Rezeptorinaktivierenden Antagonisten einen 

rapiden Einstrom von Ca2+ in das Zellinnere und das ER der Zelle. Eine 

erhöhte zytosolische [Ca2+]i der Zelle konnte Putney, der die [Ca2+]i über den 

Ausstrom von 86Rb+ durch Ca2+-abhängige K+-Kanäle in der Plasmamembran 

gemessen hat, erst nach erneuter Zugabe von Rezeptoraktivierenden 

Liganden feststellen. Hieraus wurde geschlossen, dass die Aktivierung der 

Ca2+-Kanäle in der Plasmamembran durch den Ca2+-Gehalt des Speichers 

reguliert wird und (fälschlicherweise), dass der durch den Rezeptor 

ausgelöste Ca2+-Einstrom direkt aus dem umgebenden Medium in die 
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internen Speicher gelangt. Mit der Entwicklung von Fluoreszenzfarbstoffen 

wie Fura-2 (Grynkiewicz, 1985), mit Hilfe derer die zytosolische Ca2+-

Konzentration direkt bestimmt werden kann (Tsien, 1985; Poenie, 1985; 

Luckhoff, 1990), zeigte sich jedoch bei Thapsigargin oder IP -induzierter 

SOC-Aktivität, dass das durch die SOCs aufgenommene extrazelluläre Ca

3

2+ 

zuerst in das Zytosol in der Zelle eintritt, um anschließend von dort aus in 

die intrazellulären Speicher zu gelangen. Ein sehr gut beschriebener SOC ist 

der so genannte  Ca2+-release-activated-calcium-channel (CRAC) 

(Kerschbaum, 1999). Dieser hoch Kalzium-selektive Kanal (Ca  > Ba2+ 2+ >> 

Mn , geringe Na2+ +-Leitfähigkeit) mit einer äußerst geringen 

Einzellkanalleitfähigkeit von 30 fS für Ca2+ wurde erstmals 1992 in 

Endothelzellen beschrieben (Fitscha, 1992). Der von CRAC`s mediierte Strom 

(I ) zeigt das für hoch Ca

Abb. 1-8: postulierter Aktivierungsmechanismus für TRPC`s (aus Nilius, 2001). Die hier gezeigte 
Signalkaskade beginnt mit der Bindung an einen G-Protein-gekoppelte Rezeptor (GPCR) oder an Rezeptor-
Tyrosinkinasen (RTK), welche über Aktivierung der Phospholipasen C (PLC) zu einem Anstieg der 
intrazellulären Kalziumkonzentration führen kann. 

2+CRAC -selektive Kanäle typische stark positive 

Umkehrpotential. CRAC`s zeigen eine charakteristische Strom-Spannungs-

Kurve und sind unabhängig vom Membranpotential. Zusätzlich weisen die 

CRACs eine positive Feedback-Schleife bezüglich der zytosolischen [Ca2+] auf 

und werden durch verschiedene zwei- und dreiwertige Kationen, wie z.B. 
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Zn2+, Mn2+ oder La2+
 
und Gd3+ blockiert (Lewis, 1989; Hoth, 1992; Zweifach, 

1993; Fasolato, 1994; Petersen, 1994; Zweifach, 1995; Lepple-Wienhues, 

1996; Lepple-Wienheus, 1997; Parekh, 1997). Die derzeit am besten 

charakterisierten SOCs, die je nach Typ unterschiedliche Ca2+-Selektivitäten 

aufweisen, sind die CRACs. Der Aktivierungsmechanismus für SOC ist 

weitgehend unklar. Pharmakologische Erkenntnisse über SOC Ströme in EC 

liegen nicht vor. Generell ist die Datenlage über die dem kapazitativen 

Kalziumeinstrom zu Grunde liegenden Mechanismen weitgehend unklar. Es 

werden zahlreiche second-messenger-gesteuerte Prozesse in Erwägung 

gezogen, wie beispielsweise die Aktivierung von Tyrosinkinasen oder 

Phosphatasen, Metabolite des Arachidonsäurestoffwechsels (EET`s) oder 

Diazylglycerol (DAG) (Nilius, 2003). Auch eine direkte Verbindung zwischen 

dem InsP -Rezeptor und dem CRAC wird diskutiert (Semenova, 1999). Die 

Beteiligung von TRP Kanäle an einer direkten Verbindung wurde ebenfalls 

postuliert (Kiselyov, 1998; Kiselyov, 1999). 

 

 

1.3.2 Humorale Endothelstimulation und Ionenkanäle 
 
Als Folge einer Stimulation des Endothels durch humorale Faktoren wie z.B. 

Bradykinin, Acetylcholin, ATP oder Sero

3

tonin beobachtet man in den 

ndothelzellen einen biphasischen Anstieg der intrazellulären Ca2+-

onzentration. Einem initialen Ca2+-Peak, der durch die IP3 

inositol(1,4,5)trisphosphat 2+

ay, 1989; Nilius, 

1997), folgt eine lang anhaltende Plateauphase der Ca2+-Erhöhung, die auf 

 

 

E

K

( ) -vermittelte Ca -Freisetzung aus den Speichern 

es endoplasmatischen Retikulums generiert wird (Fred

den Einstrom von extrazellulärem Ca2+ in die Endothelzelle zurückzuführen

ist (Schilling, 1989; Jacob, 1990). Diese intrazelluläre Erhöhung der

Kalziumkonzentration stimuliert die endotheliale NO-Synthase und somit die 

Freisetzung von NO und möglicherweise des EDHF (Busse, 1988; Adams, 

1989; Chen, 1990). 

Zusätzlich reagiert eine humoral stimulierte Endothelzelle mit einer 

Zellhyperpolarisation, die auf einem Ca -aktivierten K -Ausstrom über Ca2+ + 2+-

abhängige K -Kanäle beruht (Colden-Stanfield, 1987 & 1990; Johns, 1987; +
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Fichtner, 1987; Kitamura, 1991; Kamouchi, 1997; Ikeuchi, 1995; 

Yamamoto, 1999). Die Zellhyperpolarisation ermöglicht aufgrund des nun 

erhöhten elektrochemischen Gradienten den lang anhaltenden Einstrom von 

extrazellulärem Ca2+ in die Zelle (Schilling, 1989; Jacob, 1990), welcher eine 

wichtige Voraussetzung für die Bildung und Freisetzung vasodilatierender 

Substanzen wie NO, PGI2 und EDHF darstellt (Lückhoff, 1990). Hieraus 

 gehen mit erhöhten Wandschubspannungen, sog. 

nismus, 

urch welchen die Gefäßwand vor Schädigungen durch zu hohe Scherkräfte 

eschützt und eine adäquate Blutversorgung der nachgeschalteten Organe 

t 

und Genregulation der Endothelzelle beeinflusst (Frangos, 1985; Levesque, 

kristallisiert sich die große Bedeutung der  endothelialen Ca2+-permeablen 

Kationenkanäle und Ca2+-abhängigen K+-Kanäle für die Synthese und 

Sezernierung vasoaktiver Substanzen im Endothel. Es konnte bis jetzt noch 

nicht eindeutig geklärt werden, über welche Kanäle dieser lang anhaltende 

Ca2+-Einstrom erfolgt (Nilius, 2001). Neben IP4 

(inositol(1,3,4,5)tetraphosphat)- regulierten Ca2+-Kanälen (Luckhoff, 1992; 

Neher, 1992) werden auch mechanosensitive, nicht-selektive Kationenkanäle 

(Nilius, 1993; Lansman, 1987; Hoyer, 1996; Popp, 1992) und Ca2+-selektive 

Kationenkanäle der TRP (transient receptor potential)- Familie (Vaca, 1994; 

Köhler, 2001) diskutiert. 

Ergänzend kann hinzugefügt werden, dass auch eine direkte elektrische 

Übertragungen endothelialer Hyperpolarisationen auf glatte 

Gefäßmuskelzellen (VSMC) über myoendotheliale Verbindungen, sog. gap 

junctions, beschrieben wurden (Mombouli, 1997; Yamamoto, 1999). 

 

 

1.3.4  Hämodynamische Endothelstimulation und Ionenkanäle 
 
Gesteigerte Blutflussraten

shear stress, einher, die vom Endothel registriert werden. Als Reaktion 

hierauf vermittelt das Endothel eine Relaxation der glatten Gefäßmuskulatur 

(Pohl, 1986; Busse, 1985; Kuo, 1990; Nabel, 1990; Busse, 1993). Diese 

Fluss-induzierte Vasodilatation ist ein äußerst wichtiger Mecha

d

g

und Gewebe gewährleistet wird (Hoyer, 1997; Davies, 1995; Melkumyants e

l., 1994). Darüber hinaus werden durch shear stress die Zellproliferation a
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1989; Diamond, 1989; Hsieh, 1991; Resnik, 1993). Während die 

endothelialen Signaltransduktionswege nach humoraler Stimulation in ihren 

Grundzügen gut charakterisiert werden konnten, ist der 

Signaltransduktionsmechanismus nach hämodynamischer Stimulation, der 

im finalen Schritt in einer erhöhten Produktion von NO und PGI2 mündet, 

nur unzureichend geklärt. Analog zur Signaltransduktion nach humoraler 

Stimulation scheint aber auch hier die Erhöhung der intrazellulären Ca2+-

Konzentration wie auch die Aktivierung endothelialer Ionenkanäle eine 

zentrale Rolle zu spielen (Himmel, 1993; Hoyer, 1996; Lansman, 1987; Popp, 

1992; Davies, 1995). 

Mechanische Stimulationen durch gesteigerte Flussraten und intravasale 

Druckerhöhungen führen zu einem Anstieg der intrazellulären Ca2+-

Konzentration in Endothelzellen (Falcone, 1993; Shen, 1992). Auch lokal 

und zeitlich begrenzte Konzentrationsanstiege in Form von Ca2+-

Oszillationen werden beobachtet (Hoyer, 1998; Shen, 1992). Für die 

Erhöhung des Ca2+-Spiegels sind dabei der Einstrom von extrazellulärem 

Ca2+ und die Ca2+-induzierte Ca2+-Freisetzung aus Ryanodin-sensitiven 

Speichern von großer Relevanz (Hoyer, 1998). Unter Anwendung der patch-

clamp-Technik konnten am Endothel mechanosensitive Ionenkanäle 

detektiert werden (Hoyer, 1996; Lansman, 1987; Popp, 1992), die als 

Mechanosensoren und somit als Anfangsglieder bei der Signaltransduktion 

nach Stimulation durch shear stress fungieren können (Davies, 1995). Eine 

mechanische Stimulation Ca2+-selektiver und Ca2+-permeabler 

mechanosensitiver Kanäle zieht einen Ca2+-Einstrom nach sich und führt 

somit zu einer Erhöhung der intrazellulären Ca2+-Konzentration (Naruse, 

1993; Himmel, 1993). Zudem hyperpolarisiert eine mechanisch stimulierte 

Endothelzelle (Nakache, 1988), was auf einen K+-Ausstrom zurückzuführen 

ist (Olesen, 1988). Experimente an frisch isolierten Blutgefäßen haben 

gezeigt, dass die Flussinduzierte Vasodilatation (Cooke, 1991) und die 

Bildung von NO (Hutcheson, 1994) in Abhängigkeit von der Aktivität 

hyperpolarisierender Ca2+-aktivierter K+-Kanäle stehen. Analog zur 

Signaltransduktion nach humoraler Stimulation erhöht eine 

Hyperpolarisation auch hier den elektrochemischen Gradienten für Ca2+ und 

ermöglicht dadurch einen weiteren Ca2+-Einstrom in die Endothelzelle. 
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Interessanterweise reicht der Ca2+-Einstrom durch endotheliale 

mechanosensitive Ionenkanäle aus, um eng benachbarte Ca2+-abhängige K+-

Kanäle zu aktivieren. Das Zusammenspiel dieser beiden Kanaltypen 

begründet somit einen positiven Rückkopplungsmechanismus, der in seiner 

Konsequenz zu einem länger anhaltenden Ca2+-Einstrom in die Endothelzelle 

führt (Hoyer, 1994).  

Ergänzend muss hinzugefügt werden, dass an isolierten, auf in vivo Länge 

gedehnten Gefäßen, die Flussinduzierte NO-Freisetzung auch unabhängig 

von einer Ca2+-Aktivierung erfolgen kann. Hierbei scheint eine gewisse 

Abhängigkeit der NO-Synthese vom pH-Wert und einer Tyrosin-

Phosphorylierung in den Vordergrund zu treten (Ayajiki, 1996). 

 

 

1.4 Endothelfunktion bei arterieller Hypertonie 
 
Bei experimenteller Hypertonie und bei essentieller Hypertonie wurde 

erminderten 

reisetzung vasodilatierender Substanzen wie NO (Linder, 1990; Panza, 

993; Forte, 1997) führen. Andererseits kann es zu einer gesteigerten 

2 

verschiedentlich eine endotheliale Dysfunktion beschrieben, die zur 

Erhöhung des peripheren Gefäßwiderstandes bei Hypertonie beitragen 

könnte (Panza, 1990; Lüscher, 1990, Lüscher 1992; Dominiczack, 1995; 

Suzuki, 1995; Egashira, 1995; Iiyama, 1996; Vanhoutte, 1996; Kelm, 1997). 

Die endotheliale Dysfunktion kann einerseits zu einer v

F

1

Freisetzung vasokonstriktiv wirkender Substanzen wie Prostaglandin H

addei, 1993; Kung, 1995) oder von Sauerstoffradikalen, welche NO (T

neutralisieren können (Tschudi, 1996), kommen. Ein wichtiger Teil der 

endothelialen Dysfunktion betrifft die fluss- oder shear stress-induzierte 

Vasodilatation. So konnte an isolierten Arteriolen der Skelettmuskulatur 

gezeigt werden, dass die shear stress-induzierte Vasodilatation bei spontan 

hypertensiven Ratten (SHR) im Vergleich zu normotensiven Wistar-Kyoto-

Ratten (WKY) vermindert ist (Koller, 1994 & 1995). Bei Patienten mit 

essentieller Hypertonie war die Fluss-induzierte Vasodilatation der 

Koronargefäße im Vergleich zu normotensiven Patienten geschädigt (Antony, 

1995 & 1996).  
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Es muss jedoch erwähnt werden, dass die Bedeutung des Endothels bei der 

arteriellen Hypertonie auch kontrovers diskutiert wird (van Zwieten , 1995), 

da in einigen Studien eine normale Funktion des Endothels bei 

experimenteller Hypertonie (Angus, 1992; Li, 1993) und bei hypertensiven 

Patienten nachgewiesen wurde (Cockroft et al., 1996). Die große Mehrzahl 

der Untersuchungen weist aber auf eine endotheliale Dysfunktion bei 

Hypertonie hin. 

Ionenkanäle des Endothels wurden bisher nicht vergleichend bei Hypertonie 

untersucht. Da aber die Fluss-induzierte Vasodilatation endothelabhängig 

ist und Ionenkanäle wichtige Regulatoren der Endothelfunktion sind, 

anogaster beschrieben. Während Photostimulation in 

en Individuen zur Folge (Cosens, 1969, Pak, 1970). Da die  

epolarisation der Photorezeptorzellen mit einer erhöhten 

Kalziumpermeabilität der Zellmembran einherging, schlugen Hardie und 

RP-Proteine als Komponente für einen 

erscheint es wichtig, bei Hypertonie die Funktion von Ionenkanälen zu 

untersuchen. 

 

1.5 Die TRP-Proteinfamilie  
 
TRP-Kanäle wurden erstmals in Photorezeptorzellen der Fruchtfliege 

Drosophila mel

Rezeptorzellen des Wildtyps eine lang anhaltende Phase der 

Zelldepolarisation herbeiführte, trat diese nach Basendeletion in der so 

genannten dTRP-Mutante nur transient auf. Die rapide Repolarisation des 

Photorezeptorpotentials hatte den kompletten Verlust des Sehvermögens in 

den betreffend

D

Minke (1992) die Beteiligung der T

Ca2+-Einstromkanal vor. Nachdem die Sequenzen von dTRP sowie des 

Homologs TRPL (TRP-like) bestimmt waren (Montell, 1989), wurden 

Homologien zu den Sequenzen von spannungsabhängigen Ca2+-Kanälen 

deutlich (Phillips, 1992). Klonierung von TRP und TRPL in Sf9 Zellen führten 

zu einer PLC-abhängigen Erhöhung der intrazellulären 

Kalziumkonzentration (Harteneck, 1995; Hu, 1995). Da die Transfektion mit 

einem erhöhten Kalziumeinstrom nach Speicherentleerung mit Thapsigargin 

einherging (Peterson, 1995; Vaca, 1994) wurde vermutet, dass TRP-Kanäle 

am kapazitativen Ca2+-Einstrom (capacitative calcium entry - CCE) beteiligt 
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Abb. 1-9: Stammbaum der bislang in Vertebraten detektierten TRP-Proteine [PAM = Point Accepted 
Mutations] (aus Clapham, 2003). Die uneinheitliche Nomenklatur ist auf die simultane Klonierung von TRP-
Proteinen in verschiedenen Arbeitsgruppen zurückzuführen. Den drei großen Unterfamilien TRPC 
(cononical), TRPV (vanilloid) und TRPM (melastin) stehen die drei kleinen Unterfamilien TRPML 
(mucolipins), TRPP (polycistic kidney desease – associated) und das bislang einzige Mitglied der TRPA-
Familie ANKTM1 gegenüber. 

 

gleichzeitig in zwei verschiedenen Laboratorien kloniert und publiziert, 

wodurch zwei verschiedene Nomenklaturen eingeführt wurden (Zhu, 1995; 

Wes, 1995). Es wurden hTRPC1 (hTRP1) sowie partielle Sequenzen von 

hTRPC2 (hTRP2) und hTRPC3 (hTRP3) publiziert, wobei hTRPC2 (hTRP2) ein 

sind und als speicheroperierte Kalziumkanäle (store operated cationic 

channels - SOCC) fungieren können. Heute zählen 26 der 28 bekannten TRP-

Kanäle zur Gruppe der nicht-selektiven Kationenkanäle (non-selective 

channels - NSC). Diese sind innerhalb vieler Spezies identifiziert worden und 

zeichnen sich durch eine niedrige Selektivität für ein bestimmtes Kation aus, 

d.h. sie sind oftmals permeable für verschiedene Ionen unterschiedlicher 

Valenz. Die ersten Säuger-TRP-Gene wurden  
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Pseudogen zu sein scheint. Die Klonierung der vollständigen hTRPC3-cDNA-

Sequenz und dessen Expression (sowie die von hTRPC1) und die Klonierung 

 

 

weiterer partieller Sequenzen von mTRPC4, 5 und 6 wurden 1996 von Zhu 

veröffentlicht. Die Expression der beiden hTRP-Isoformen hTRPC1 und 

hTRPC3 in COS-M6Zellen führte im Fall von TRPC1 zu einem moderaten

Anstieg des Ca2+-Einstroms nach Stimulation mit Carbachol, wohingegen

Abb. 1-10: oben: Proteinstruktur der „cononical-“ oder „short-TRP`s“ (aus Nilius, 2001). Das 6TM-
Segment besteht aus 6 transmembranären Helices, die Kanalpore befindet sich zwischen Helix 5 und 6. Im 
N-terminalen Bereich finden sich Ankyrin-Bindungsstellen, der C-Terminus weist prolinreiche Motive auf. 
Es tetramerisieren jeweils 4 der 6TM-Segmente zu einem funktionsfähigen Kanal. Unten: Homologien der 
drei TRP-Unterfamilien STRPC (TRPC), OTRPC (TRPV) und LTRPC (TRPM).  
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hTRPC3 einen starken Anstieg herbeiführte.  

Auch die Speicherentleerung mittels Thapsigargin führte bei hTRPC3 zu 

sich als Homo- oder Heterotetramere zu einem funktionsfähigen Kanal 

zusammenfügen. Dabei bestimmt eine schlaufenförmige Struktur, die so 

genannte Pore, zwischen Segment 5 und 6 nach Tetramerisierung die 

Ionenselektivität und Leitfähigkeit des Kanals. Die N-terminalen Bereiche der 

einem größerem Ca2+-Einstrom als in Kontrollzellen. Diese Ergebnisse stellen 

die ersten Beweise für eine biologische Funktion von Säuger trp-Proteinen 

als Ca2+-Kanäle dar. Die stabile Expression von sechs anti-mtrp Sequenzen 

in Ltk--Zellen führte nach Stimulation des IP3-Signalweges zu einer 

vollständigen Inhibierung des kapazitativen Ca2+-Einstroms (Zhu, 1996). Die 

Expression partieller antisense-htrpC1 Fragmente in HEK293-Zellen 

resultiert ebenfalls in einer Reduktion des Thapsigargin-induzierten Ca2+-

Einstroms (Wu, 2000), woraus in beiden Fällen die Beteiligung von TRP-

Homologen am speicheroperierten Ca2+-Einstrom geschlossen wurde. 

Untersuchungen an TRPC4-/- Mäusen zeigten im Vergleich zum Wildtyp 

einen stark verminderten Anstieg der intrazellulären Ca2+-Konzentration 

nach tBHQ-induzierter Speicherentleerung und anschließender 

Reapplikation  von extrazellulärem Ca2+ (Freichel, 2001).  

Alle 28 Vertreter der heute bekannten eukaryotischen TRP-Kanäle kodieren 

für einen Ca2+-permeablen, nicht-selektiven Kationenkanal und werden 

anhand ihrer Homologien in sechs Unterfamilien (TRPC, TRPV, TRPM, TRPA, 

TRPP und TRPML) eingeteilt. Obgleich die funktionale Bedeutung vieler TRP-

Kanäle weiterhin unklar ist, lassen die bekannten Funktionen Rückschlüsse 

auf ein relativ frühes Auftreten dieser Proteine in der Phylogenese zu. In 

Hefen und Nematoden sind TRP-Kanäle an der sensorischen 

Signaltransduktion beteiligt und ermöglichen die Wahrnehmung 

verschiedener extrazellulärer Noxe (Denis, 2002; Zhou, 2003). Mäuse 

verfügen über Pheromon-sensitive TRP-Kanäle, welche ihnen das 

Unterscheiden zwischen männlichen und weiblichen Artgenossen 

ermöglichen. In ihrer Struktur sind TRP`s anderen Ionenkanälen, wie 

beispielsweise den Ca2+-aktivierbaren Kaliumkanälen, verwandt. Das 

Grundmotiv leitet sich von 6 transmembranären Helices (6TM) ab, welche 

meisten Isoformen beinhalten 3 konservierte Ankyrin Bindungsmotive. Im 
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Bereich des C-Terminus finden sich prolinreiche Motive. Weiterhin verfügen 

die meisten TRP`s über Calmodulin-Bindungstellen, welche mit einer 

TRPC3, TRPC6 und TRPC7 sind in glatten Gefäßmuskelzellen hoch 

exprimiert, werden als wenig Kalzium-selektiv beschrieben und sind mittels 

DAG über eine nicht PLC-beteiligte Signalkask

Kalzium-abhängigen Modulation der Kanalaktivität assoziiert werden.  

 

 

 

4 

es 

ade aktivierbar. Putney (2004) 

Mitglieder der „klassischen“ oder cononical TRPC-Kanäle weisen die größten 

Homologien zu dem ursprünglich in Drosophila entdeckten und an der

Photorezeption beteiligten TRP-Kanäle auf. TRPC`s werden als

speicheroperiert beschrieben und sind über G-Protein-gekoppelte Rezeptoren

Abb. 1-11:  Aktivierung von speicherregulierten Kanälen (SOC) erfolgt nach Entleerung intrazellulärer 
Ca2+-Speicher (aus Nilius, 2001). Der genaue Mechanismus ist unklar, jedoch werden drei Mechanismen 
diskutiert. 1) SOC-Vesikel werden über Exozytose in die Zellmembran integriert, 2) ein diffundierendes 
messenger-Molekül aktiviert die SOC nach Speicherentleerung oder 3) es existiert eine direkte Verbindung 
zwischen dem IP3-Rezeptor und den SOC. 

(GPCR`s) und Tyrosin-Kinasen aktivierbar (Clapham, 2005). TRPC1, der als 

erstes in Säugetieren detektierte TRP-Kanal, heteromultimerisiert mit TRPC

und TRPC5 und ist in Regionen des Hippocampus verschiedener Spezi

nachgewiesen worden. 

beschreibt TRPC3 als potentiellen IP R-bindenden SOC. Generell werden 3
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TRPC`s jedoch eher als rezeptoraktivierbare, nichtselektive Kationenkanäle 

angesehen. 

TRPM1 (melastatin-type) wurde erstmals in stark metastasierenden 

Melanomzellen nachgewiesen. Obgleich auch in vielen anderen Geweben 

exprimiert, ist über die funktionalen und elektrophysiologischen 

Eigenschaften dieses Kanals wenig bekannt. TRPM2  ist durch Bindung von 

ADP (EC50 ≈ 100 μM) und NAD+ ( ≈ 1 mM) an ein C-Terminal lokalisiertes 

NUDT9 (nudix hydrolase domain) Motiv aktivierbar, verfügt jedoch per se 

über keine Hydrolaseaktivität (Nagamine, 1998). Weiterhin postuliert 

Nagamine, dass dieser Kanal über ROS und TNFα aktivierbar ist und somit 

an der Regulation des intrazellulären Reduktions-Oxidationsgleichgewichts 

beteiligt sein könnte. TRPM3 wird als konstitutiv aktiv und durch 

hypotonische Bedingungen (ab ca. 200 mOsm) potenzierbar beschrieben, 

weist jedoch kaum Homologien zu dem ebenfalls osmosensitiven TRPV4 auf, 

was auf einen verwandten Aktivierungsmechanismus hindeuten würden. 

TRPM4 ist im distalen Tubulus der Niere sowie im ZNS hoch exprimiert 

(Fonfria, 2006) und repräsentiert gemeinsam mit TRPM5 die einzigen für 

monovalente Ionen selektiven Kanäle der gesamten TRP-Familie. TRPM6 und 

M7 verfügen als einzige bislang nachgewiesene Ionenkanäle über eine 

funktionale Kinase-Domäne (Clapham, 2003). TRPM7 leitet unter 

physiologischen Bedingungen nur einen geringen Einwärtsstrom, ist sowohl 

für Kalzium als auch für Magnesium permeabel und wird durch eine 

Konzentration von ca. 0,6 mM [Mg2+]i vollständig inhibiert (Nadler, 2001; 

Runnels, 2002). Im Gegensatz zu anderen GPCR-aktivierbaren TRP-Kanälen 

steigt der TRPM7-mediierte Strom in Ganzzellableitungen nur langsam an 

und wird mittels PLCβ oder PLCγ vermittelter PIP2 Hydrolyse inaktiviert. Die 

Bedeutung der Kinase-Aktivität ist nicht hinreichend geklärt und für die 

Aktivierung des Kanals nicht erforderlich. Die hohe Mg-Sensitivität deutet 

jedoch auf eine Beteiligung an der Mg-Homöostase hin. TRPM8 wurde 

erstmals als hochregulierte mRNA in Prostatakarzinomzellen detektiert 

(Tsavaler, 2001). Dieser nicht-selektive, auswärtsrektifizierende Kanal 

scheint weiterhin eine sensorische Rolle bei der Wahrnehmung von Kälte zu 

spielen (Clapham, 2003). TRPM8 ist aktiv bei Temperaturen zwischen 8 und 
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28 °C und ist durch „kühlende“ Substanzen wie beispielsweise Menthol 

potenzierbar.  

Bei den Mitgliedern der TRPP-Gruppe (TRPP2, 3 und 5) handelt es sich um 

die ursprünglich als polycystic kidney desease proteins bezeichneten PKD2, 

den Speichern zu beeinflussen (DeLisle, 1996). Typ 3 IP

PKD2L1 und PKD2L2 welche wie alle anderen TRP`s 6TM Ca2+-permeable 

Kationenkanäle bilden. Bei dem sehr viel längeren TRPP1 (polycystin-REJ 

bzw. Polycystin1L1) handelt es sich um ein 11TM Protein mit einer 6TM 

TRP-ähnlichen Domäne im C-terminalen Bereich. TRPP1 ist alleine nicht in 

der Lage einen funktionsfähigen Kanal zu bilden, als Komplex mit TRPP2 

entsteht jedoch ein Ca2+-permeabler nicht-selektiver Kationenkanal (Qian, 

2005). Mutationen im TRPP1 oder TRPP2-Gen führen zu autosomal 

dominanter polyzystischer Nierenerkrankung. Eine Interaktion zwischen 

TRPP und dem IP3-Rezeptor wurde ebenfalls vorgeschlagen (Li, 2005). 

 

1.5.1 TRP-Kanäle im Endothel 
 
Auf der Basis der offenbar großen Vielfalt an Phänotypen für endotheliale 

Ca2+-permeable Kationenkanäle ist es wahrscheinlich, dass verschiedene 

Kanaltypen existieren, die in die endotheliale Kalziumhomöostase involviert 

n 

m 

 die Plasmamembran, ohne die Freisetzung aus 

g. RACC – receptor activated cation channel), werden 

von hoch selektiv für Ca2+, bezeichnet als Ca2+-Kanäle, bis gering selektiv, 

sind. In einigen Zellen verhalten sich die Kanäle ähnlich den IP3-Rezeptore

(Putney, 1997). Die Überexpression des Typ 3 Rezeptors führt zu eine

erhöhten Ca -Einstrom über2+

3-Rezeptoren 

könnten demzufolge die Funktion des kapazitativen Ca2+-Einstromkanals 

übernehmen.  

Eine zunehmend große Bedeutung für die endotheliale Kalziumhomöostase 

erlangen verschiedene Vertreter der TRP-Kanäle. Teilweise gelten TRP`s als 

Rezeptor-aktivierbar (so

also nach Ligandenbindung aktiviert. Die große Anzahl der bislang 

beschriebenen RACC-Subtypen kann auf der Basis ihrer 

Kationenselektivität, des Öffnungsmechanismus und der physiologischen 

Funktion unterschieden werden. Die Selektivität dieser Ca -Kanäle variiert 2+
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Abb. 1-12: TRPC-Kanäle werden über Signaltransduktionskaskaden aktiviert (aus Clapham, 2003). Die 
Bindung an einen G-Protein gekoppelten Rezeptor (GPCR)  führt zur Aktivierung der PLCβ (alternativ 
aktivieren Tyrosinkinasenrezeptoren die PLCγ) und nachfolgender Generierung von DAG und InsP3. Welches 
Messengermolekül die TRPC nach der InsP3-induzierten Speicherentleerung aktiviert ist unklar.  

als nicht selektive Kationenkanäle bezeichnet, wobei letztere hauptsächlich 

für Na+ permeabel sind (Fasolato, 1994; Berridge 1995; Parekh, 1997). Die 

zur Zeit am meisten untersuchte Subgruppe der RACCs ist die Gruppe der 

speicherregulierten Ca2+-Kanäle (SOCs oder auch den kapazitative Ca2+- 

1993; Berridge 1995; Clapham, 1995; Birnbaumer, 1996; Friel, 1996; 

Lepple-Wienhues, 1997; Montell, 1997; Parekh, 1997). Viele als RACC`s 

klassifizierte Kanäle werden mittels Signaltransduktionskaskaden unter 

Beteiligung der Phospholipase C (PLC) aktiviert. Insbesondere Mitglieder der 

TRPC`s werden zu diesen nicht-selektiven, PLC-aktivierbaren RACC`s 

gezählt. Ca

Einstrom (CCE) mediierenden Kanäle) (Lewis, 1989; Hoth, 1992; Putney, 

HUVEC`S beschrieben (Nilius, 1990 & 1993) und konnten mittels 

vasoaktiver Agonisten aktiviert werden. Es wurde beobachtet, dass der 

Unter kalziumfreien Bedingungen bzw. nach Beladung der Patch-Pippette 

2+-permeable, nicht-selektive Kationenkanäle wurden bislang in 

durch diesen Kanal mediierte Strom nach Agonistenstimulation langsam 

anstieg, jedoch nur unter physiologischen Kalziumkonzentrationen auftrat. 
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mit Kalzium konnte keine Kanalaktivierung beobachtet werden. Eine 

Aktivierung konnte ebenfalls nach Inhibition der Ca2+-ATPase des sarco- 

elcher 

ach Inhibition der Cyclooxigenase unterdrückt wurde, nachgewiesen 

(Himmel, 1994). 

ie zentrale Fragestellung vieler TRP-Studien ist, ob diese Kanäle am 

bzw. endolasmatischen Reticulums mittels Thapsigargin (TG) bzw. tert-butyl-

benzohydrochinon (tBHQ) beobachtet werden. Der Agonisten-induzierte 

Kalziumeinstrom durch diesen Kanal gilt als IP3-abhängig. Weiterhin führte 

die Inhibition der PLC durch den Blocker U73122 zu einer Deaktivierung des 

Kanals. Ob es sich bei diesen Untersuchungen um einen TRP-Kanal 

handelte konnte von Nilius und Mitarbeitern jedoch nicht eindeutig geklärt 

werden. Ein weiterer nicht-selektiver, Ca2+-permeabler Kanal im Endothel 

wird von Baron (1994) beschrieben. Dieser Kanal ist Kalzium-aktivierbar, 

hat eine Leitfähigkeit von 44 pS für monovalente Kationen und ein 

Permeabilitätsquotienten (PCa/PNa) von 0,7. Auch in Endothelzellen der Aorta 

wurde ein Agonisten-induzierter, nichtselektiver Kationenstrom, w

n

 

D

kapazitativen Kalziumeinstrom beteiligt sind und als so genannte store-

operated-channels fungieren. Jedoch sind die der TRP-Kanal Aktivierung 

zugrunde liegenden Signaltransduktionsmechansimen weitgehend unklar.  

Die Aktivierungsmechanismen für TRPC3 sind eingehend untersucht 

worden. Zitt postulierte 1997 eine indirekte TRPC3-Stimulation über die 

[Ca2+]i. Kiselyov zeigte 1998 an inside-out-patches von TRPC3-

überexprimierenden HEK293 Zellen eine starke InsP3-induzierte 

Kanalaktivierung. Überexpression von TRPC3 und TRPC6 führte jedoch zu 

einer InsP - und PKC-unabhängigen Erhöhung der intrazellulären 3

Kalziumkonzentration in CHO-Zellen (Hofmann, 1999). Dieser PKC-

unabhängiger Kalziumeinstrommechanismus wurde von Chakrabarti und 

Kumar (2000) an Lymphozyten eingehend untersucht und von Okada (1999) 

auf die DAG-induzierte Aktivierung von TRPC7 zurückgeführt. Nachfolgende 

Untersuchungen zeigten, dass der DAG-induzierte Kalziumeinstrom im 

wesentlich auf TRPC3 zurückzuführen ist (Halaszovich, 2000, Ma, 2000, Mc 

Kay, 2000). Der Aktivierungsmechanismus wurde von Chyb (1999) auf die 

mehrfach ungesättigte Linolensäure zurückgeführt, welche als Produkt der 
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DAG-Lipase in der TRP- bzw. der TRPL-Drosophila-Mutante transiente

Auswärtsströme aktivieren konnte. Eine denkbare Beteiligung der PLA2

wurde in diesem Zusammenhang  nicht näher untersucht. Kanzaki (1999)

transfizierte ein dem VR-1 verwandtes Protein (GCR) in CHO-Zellen und

beobachtete nach Stimulation mit IGF einen starken Anstieg der [Ca2+]i

Antikörperfärbung zeigte eine Translokation von GCR aus diffusen 

intrazellulären Kompartimenten an die Zellmembran und führten zu einer 

weiteren Hypothese der TRP-Aktivierung (siehe Abb. 1-11) 

  

1.6.2 Die TRPV-Familie 
 
Auf der Suche nach Capsaizin- (8-methyl-N-vanillyl-6-noneamid) und 

Resiniferatoxin-sensitiven Vanilloid-Rezeptoren (VR) entdeckten Caterina 

und Mitarbeiter 1997 den ersten Vertreter der vanilloid-like TRPV`s (heute 

 

 

 

 

. 

fizierenden 

TRPV1). Vorangegangene elektrophysiologische und 

fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen an sensorischen Neuronen der 

Ratte hatten sowohl einen Capsaizin-induzierten, auswärtsrekti

Kationenstrom, als auch eine Erhöhung der intrazellulären 

Kalziumkonzentration (Baccaglini, 1983; Bleakman, 1990) gezeigt. Da TRPV1 

durch Hitze (≥ 43 °C) aber auch niedrige pH-Werte (≥ 5,9) und endogene 

Anandamid-Derivate aktiviert werden kann (Watanabe, 2003), schloss man 

auf eine Beteiligung des Kanals an der physikalisch oder chemisch 

induzierten Schmerzrezeption.  Die Suche nach an der Kalziumresorbtion 

beteiligten Proteinen in der Niere und im Darmepithel führte zur 

Identifikation der hoch kalziumselektiven TRPV-Mitglieder TRPV5 (ECaC1, 

CaT2) und TRPV6 (ECaC2, CaT1). Diese Proteine weisen eine 80% Homologie 

und sehr ähnliche funktionelle Charakteristika zueinander auf, sind in der 

Lage zur Heteromultimerisation und werden elektrophysiologisch mit dem 

calcium-release-activated-current (ICRAC) in Verbindung gebracht (Yue, 2001) 

Die übrigen Vertreter der TRPV-Familie, TRPV2, V3 und TRPV4 wurden über 

Datenbankanalyse anhand von Homologien zu TRPV1 bzw. des Verwandten 

Proteins OSM-9 aus Caenorhabditis elegans identifiziert. TRPV2 (VRL-1) ist 

in seiner Sequenz zu 50% mit TRPV1 identisch, ist jedoch nicht Capsaizin 
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bzw. pH-sensitiv und hat einen höheren Schwellenwert für thermale 

Aktivierung (≥ 52 °C). TRPV3, der als letztes in der TRPV-Familie klonierte 

Kanal, ist ebenfalls thermosensitiv und im physiologischen Bereich von 22 – 

40 °C maximal aktivierbar.  

Erste Untersuchungen zur TRPV4 (OTRPC4, TRP12) Expression in 

Vertebraten deuteten auf eine osmoregulative Funktion dieses Kanals im 

neurosensorischen System hin (Delaney, 2001; Liedtke, 2000; Nilius, 2000). 

Diese Erkenntnis wurde durch Untersuchungen an TRPV4-transfizierten 

HEK293 Zellen gestützt, welche auf die Reduktion der Osmolarität des 

extrazellulären Mediums und der damit einhergehenden Zellschwellung (sog. 

hypoosmotic cell swelling, HCS) sowohl mit einen auswärtsrektifizierenden 

Kationenstrom als auch mit einer Herunterregulation des VRAC (volume-

regulated-anionic-channel) reagierten. Die Forschungsarbeiten von Nilius und 

Mitarbeitern zeigten, dass TRPV4 als nicht-selektiver, für Ca2+ und Na+ 

permeabler Kationenkanal in verschiedenen Geweben exprimiert ist und 

urch verschiedene physikalische und chemische Stimuli, wie moderate 

 

d

Hitze (≥ 30°C), nicht-PKC-aktivierende Phorbolester und 

Epoxyeicosatriensäuren (EET`s), aktivierbar ist. Die Entdeckung des 

synthetischen TRPV4-Agonisten 4αPDD erbrachte einen großen Fortschritt 

in der funktionalen Charakterisierung des Kanals. Der Phorbol-Ester 4αPDD

führt zu einer starken, direkten und spezifischen Aktivierung von TRPV4 

(Nilius, 2003). Das nahe verwandte Phorbol-Derivat PDDHV, ein potenter 

Aktivator von TRPV1, führte in inside-out patches nicht zu einer TRPV4-

Aktivierung (Nilius, 2003) und auch die Stimulation mittels des strukturell 

sehr ähnliche PKC-Aktivators PMA hatte in TRPV4-transfizierten HEK-293 

Zellen lediglich einen schwach aktivierenden Effekt.  

Der genaue Aktivierungsmechanismus für TRPV4 ist unklar. Es wird 

vermutet, dass die HCS-induzierte Aktivierung über die CYP450-katalysierte 

Umsetzung von Arachidonsäure (AA) zu 5´,6´-Epoxyeicosatriensäure (5´,6´-

EET) vermittelt wird (Vriens, 2004). Eine durch Membranstreckung oder G-

Protein vermittelte Aktivierung wird in der HCS-induzierten TRPV4-

Aktivierung ausgeschlossen (Nilius, 2001). Die selektive Inhibierung der 

PLA2-vermittelten Freisetzung von AA verhinderte HCS-induzierte Ströme in 

transfizierten HEK293 Zellen, während die Aktivierung durch Hitze und 
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4αPDD unbeeinflusst blieb (Vriens et al. 2004). In Untersuchungen an 

aortalen Endothelzellen der Maus konnte die HCS bzw. AA-induzierten 

Ströme durch Induktion der CYP2C-Expression nach Vorinkubation mit 

Nifedipin verstärkt werden (Vriens, 2005). Weiterhin konnte von Nilius 

gezeigt werden, dass die im TM3-Segment N-terminal lokalisierte 

Aminosäure Tyr-555 für die 4αPDD-induzierte Kanalaktivierung essentiell 

ist. Der Austausch von Tyr555 gegen eine nicht-aromatische Aminosäure 

verhinderte die Kanalaktivierung nach Stimulation mit 4αPDD. Ein weiterer 

chtiger Regulator der Kanalaktivität ist das Ca2+ selbst. Erhöhung der 

[Ca2+]i führt zur Deaktivierung des Kanals (EC50 ≈ 400 nmol/l). Die 

durch unphysiologisch hohe extrazelluläre 

wi

Deaktivierung kann 

Kalziumkonzentrationen beschleunigt werden. Unter kalziumfreien 

Bedingungen hingegen bleiben TRPV4-Ströme für einen längeren Zeitraum 

stabil (Watanabe, 2003). Der Aktivierungsmechanismus durch Hitze (≥ 25°C) 

scheint in Verbindung mit den TRP-typischen N-terminalen Ankyrin-

Bindungsdomänen zu stehen, da die Deletion dieser Motive die Hitze-

Aktivierung verhinderte ohne einen Einfluss auf die 4αPDD-induzierten 

Stromantworten zu haben (Watanabe, 2002). Insgesamt ist davon 

auszugehen, dass verschiedene Signaltransduktionsmechanismen für die 

TRPV4-Stimuli existieren. 

 

 

1.7 Zielsetzung 
 
In der vorliegenden Studie sollten drei Hypothesen untersucht werden: 

 

1) Ist TRPV4 an der Endothel-abhängigen Vasodilatation beteiligt  

2) Reguliert TRPV4 die mechanosensitive Endothelfunktion  

3) Kann bei Hypertonie eine pathologische Kanalregulation festgestellt 

werden 

 

Im Rahmen der vorliegenden Studie sollte untersucht werden, welche 

Funktion TRPV4 bei der Endothel-abhängigen Vasodilatation haben. 
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Insbesondere sollte untersucht werden, ob TRPV4 als endothelialer 

Mechanosensor fungieren und durch die Wirkung hämodynamische Kräfte 

die intrazelluläre Kalziumkonzentration und das Zellpotential regulieren 

kann. Ein besonderer Schwerpunkt wurde darauf gelegt, die 

Untersuchungen an Gefäßpräparaten mit intaktem Endothel durchzuführen.  

 

In vergleichenden Untersuchungen sollte schließlich geklärt werden, ob es 

bei Hypertonie zu Veränderungen der TRPV4-Expression und -Funktion 

kommt, die eine pathologisch veränderte Mechanosensitivität des Endothels 

und dadurch eine gestörte endotheliale Vasodilatation hervorrufen können.  
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2. Material und Methoden 
 

2.1 Chemikalien 
 
1-[(2-chlorophenyl)diphenylmethyl]-1H-pyrazole  (Sigma) 

1-EBIO         (Tocris)  

Acetylcholin        (Tocris) 

Apamin        (Tocris) 

tert-Butyl-Hydrochinon      (Sigma) 

Capsaicin        (Tocris) 

Capsazepin        (Tocris) 

Carbinol        (Sigma) 

Charybdotoxin       (Tocris) 

Clotrimazol        (Sigma) 

Dimethylsulfoxid       (Sigma) 

D-(+)-Glukose       (Sigma) 

C-EBIO        (Tocris) 

adolinium(III)chlorid      (Sigma) 

       (Sigma) 

      (Sigma) 

iconazol        (Sigma) 

G-Nitro-L-Arginin       (Sigma) 

) 

hrin       (Sigma) 

yruvat        (Sigma) 

D

G

Heparin 

Indometacin 

M

MOPS        (Sigma) 

N

Natriumnitrit       (Sigma) 

Natriumnitroprussid      (Sigma

Neomycin        (Sigma) 

Phenylep

P

Sulfaphenazol       (Merck) 

Thapsigargin       (Sigma) 
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U491619        (Calbiochem) 

U73122        (Calbiochem) 

Alle anderen herkömmlichen Chemikalien wurden von der Firma Sigma-

Aldrich mit der Qualitätsbezeichnung `pro analysi´ bezogen. 

 

 

 

awley Ratten von der Firma Charles River GmbH (Wiga, Deutschland) 

ezogen. Die Tiere wurden in Standardkäfigen gehalten, und es stand ihnen 

tandardnagerkost und Wasser ad libitum zur Verfügung. Für die Tiertötung 

nd Organentnahme lag eine Genehmigung des Landesamtes für 

rbeitssicherheit und Gesundheit Berlin mit der Nummer T213/93 vor. 

 

.2.1 genetisch determinierte Hypertonie 

ei der spontan hypertensiven Ratte (SHR) liegt eine genetisch determinierte 

ypertonie vor. Die Ursache für das Entstehen der Hypertonie ist nicht 

ekannt. Ein einzelner genetischer Defekt, der ursächlich für die Entstehung 

er Hypertonie ist, konnte nicht nachgewiesen werden. Die spontan 

ypertensive Ratte entwickelt ab der 8. Lebenswoche einen Hypertonus, der 

 der 14. Lebenswoche voll ausgebildet ist. Entsprechend wurden 

ännliche Ratten im Alter von 14 bis 20 Wochen untersucht. Als 

ontrolltiere wurden altersgleiche normotensive WKY-Ratten verwendet.  

 
Mit der Schwanzmanschetten-Sphygmomanometrie wurde in den 

Vergleichsstudien bei jeder Ratte unmittelbar vor der Tötung mehrfach der 

2.2 Tiere 
 
Für die tierexperimentellen Untersuchungen wurden männliche Sprague-

D

b

S

u

A

 

 

2
 
B

H

b

d

h

in

m

K

 

 

2.2.2 Blutdruckmessung 
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Blutdruck gemessen und jeweils die Ergebnisse der letzten drei Messungen 

emittelt. Die Messung wurden mit einem Adiset-Blutdruckmeßsystem 

durchgeführt, bei dem während der langsamen Lockerung einer 

kkludierenden Manschette, bei welcher die Schwanzarterie reperfundiert 

 Drucksensors registriert wird. 

 

Herzens 

rt, ohne 

S-Lösung 

itia und 

urde bis 

rmedium 

segmente 

bekleber 

gewandt 

rechend 

 für die 

en NaCl-

ert. Die 

 kleinen 

ECCO`s 

ellen auf 

ach der 

g

o

wird, der Blutdruck mittels eines

 

 

2.2.3 Gefäße und Endothelzellen 
 
Die Ratten wurden in tiefer Äthernarkose durch Entnahme des 

getötet. Die thorakale Aorta wurde vorsichtig frei präparie

Überdehnung des Gefäßes entnommen und in eine eiskalte PB

überführt. Unter einem Stereomikroskop wurden die Advent

Blutreste entfernt und die Arterie längs aufgeschnitten. Das Gefäß w

zur weiteren Untersuchung maximal 6 h in einem Kulturnäh

(MEM-EARL) im Brutschrank bei 37°C aufbewahrt.  

Für die elektrophysiologischen Untersuchungen wurden die Gefäß

direkt ins Experimentierbad überführt und so mit Histoacrylgewe

(Braun Melsungen AG) befestigt, dass die luminale Seite dem Bad zu

war und mit der Patchpipette erreicht werden konnte.         

 
 

2.2.4 Zellisolierung aortaler Endothelzellen 
 
Die Isolierung von aortalen Endothelzellen der Ratte erfolgte entsp

etablierter Methoden (Naruse, 1993). Zusammenfassend wurden

Isolierung von aortalen EC die Aorten in einer phosphatgepuffert

Lösung mit 0.25% Trypsin für 20 min. bei 37°C inkubi

Endothelzellen wurden danach durch leichtes Abschaben mit einem

scharfen Löffel geerntet und sofort in Zellkulturmedium (DULB

MEM) transferiert. Für die Patch-Clamp-Experimente wurden die Z

Deckgläschen ausgesät und nach 2-6 h, jedoch maximal 24 h n

Zellisolierung benutzt. 
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2.3 Patch-clamp Untersuchungen 
 

nenkanälen in 

Zellmembranen (Neher, 1976; Hamill, 1981). Die Bildung einer elektrisch 

dichten Verbindung zwischen einer hauchfein ausgezogenen Glaskapillare 

Zellmembran erlaubt die elektrische Ausmessung eines 

embranareals von weniger als 1µm2. Hierbei wird  die Zellmembran von der 

und 

chließen von Ionenkanälen, die sich in dem Membranfleck, auch patch 

enannt, befinden, führt zu einer Änderung des Membranwiderstandes und 

amit dem Ohmschen Gesetz entsprechend zu einer Änderung des 

ed-

onfiguration) oder in der gesamten Zelle (Whole-Cell-Konfiguration) abgeleitet 

erden. In der Inside-out-Konfiguration und Outside-out-Konfiguration 

können durch das Herausreißen eines Membranstückes Kanäle in der 

n werden. Dabei ist entweder die ursprünglich 

Die Patch-Clamp-Technik wurde 1976 von Sakmann und Neher entwickelt 

und ermöglicht die Charakterisierung von einzelnen Io

und der 

M

Glaskapillare (Patchpipette) angesaugt und die dabei entstehenden hohen 

Adhäsionskräfte führen zu einer hohen elektrischen Abdichtung. In dieser 

hochohmigen Verbindung (3-10 GΩ), dem so genannten seal,  können 

einzelne Ionenkanalströme aufgelöst werden. Mit Hilfe eines elektronischen 

Verstärkers wird das Membranpotential auf eine definierte Spannung 

geklemmt und der hierbei fließende Strom wird registriert. Das Öffnen 

S

g

d

gemessenen Stroms. 

 

 

2.3.1 Patch-clamp Konfigurationen 
 
Für die Messung von Ionenströmen stehen mehrere Messkonfigurationen zur 

Verfügung, die durch verschiedene Manipulationen an dem Membranfleck 

(Patch) ermöglicht werden.  

Es können selektiv Ionenkanäle in dem Patch selbst (Cell-attach

K

w

Membran zellfrei gemesse

zytoplasmatische Seite oder die extrazelluläre Oberfläche der Zellmembran 

der Badlösung zugewandt. Da in der vorliegenden Arbeit hauptsächlich die 
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Ganzzellableitung zur Anwendung kam, wird auf diese im Folgenden näher 

eingegangen. 

2.3.1.1 Die whole-cell Konfiguration (Ganzzellableitung) 
 
Um in die whole-cell-Konfiguration zu gelangen, stellt man zunächst einen so 

enannten cell-attached-Patch her. Anschließend legt man im 

ipetteninneren einen Unterdruck an, so dass die Zellmembran im Bereich 

der Pipettenöffnung durchbrochen und ein elektrischer Zugang zum 

sung im Inneren der Pipette steht hierbei 

über eine Stromklemme 

cell-attached Konfiguration (Einzelkanalableitung) 

ach Etablierung des Gigaseals können aufgrund der elektrischen 

rch den Membranfleck unter 

chanismen und auch die Regulation der Ionenkanals 

abei unverändert bleiben. Jedoch ist das an der Membran anliegende 

Membranpotential nicht exakt definiert und die intrazelluläre 

g

P

Zellinneren hergestellt wird. Die Lö

direkt mit dem Zytosol in Verbindung und ermöglicht durch das Einbringen 

unterschiedlich konzentrierter Ionenlösungen eine genaue Kontrolle des 

intrazellulären Milieus (Pusch, 1988; Marty, 1983). Die bei der 

Ganzzellableitung gemessenen Ströme und Potentiale geben die Summe der 

Einzelkanalströme der gesamten Zellmembran wieder. Einerseits ist es 

möglich, durch das Klemmen der Zelle auf verschiedene Potentiale den 

Gesamtzellstrom zu registrieren; andererseits kann 

das Zellpotential bestimmt werden (siehe Abb. 2-1). 

 

 

2.3.1.2 Die 
 
N

Abdichtung nur noch die Ionenströme, die du

der Patchpipette fließen, gemessen werden. Diese Messkonfiguration wird als 

cell-attached-Patch bezeichnet. Dabei konnten an der weiterhin intakten 

Endothelzelle einzelne Ionenkanäle untersucht werden. Um den Strom durch 

die Kanäle zu regulieren, wurde eine Klemmspannung zwischen der 

Messelektrode in der Patchpipette und der Silber-Silberchlorid-

Referenzelektrode, die durch eine stromleitende Agarschicht isoliert war, 

angelegt oder die Ionengradienten geändert. Der Vorteil dieser 

Messkonfiguration liegt darin, dass die intrazellulären 

Signaltransduktionsme

d
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I = V*
1- e

eVF/RT*[Na]*
[Na]a

g*Na
+ [K]*

[K]a+
g*K

VF/RT

[Cl]*
[Cl]i

g*Cl
-( [Cl]*

g*Cl [Cl]a)[K]*
g*K [K]i ++

[Na]*
g*Na[Na]i

(1)

 

 

 

 

 

 

 

Ionenkonzentration nicht bekannt, so dass die auf den Kanal einwirkende 

elektrochemische Triebkraft nicht bekannt ist. 

.3.2 Stromaufzeichnung und Datenauswertung 

. Heka Elektronik, Lambrecht/Pfalz). 

.3.2.1 Berechnung der Leitfähigkeit 
 

gskurve und für die Berechnung der 

2
 
Die Patch-clamp-Experimente wurden mit einem EPC-9 Patch-clamp-

Verstärker durchgeführt (Heka Elektronik, Lambrecht/Pfalz). Der Patch-

Clamp-Verstärker verstärkt die im Elektrodenkreis fließenden Ströme und 

konvertiert sie in entsprechende Spannungen. Das angelegte Klemmpotential 

konnte über einen externen Spannungsgeber auf einen gewünschten Wert 

zwischen +200 und -200 mV eingestellt werden. Durch das Klemmen des im 

Meßkreis fließenden Stroms auf null konnte auch das dazugehörige 

Zellpotential gemessen und auf einem Speicheroszilloskop (HM 408-

Speicheroszilloskop, Fa. Velma, Großkrotzenburg) beobachtet werden. Die 

analogen Strom- und Spannungswerte wurden nach Filterung (1-2.3 kHz) 

von einem A/D Wandler digitalisiert und gespeichert. 

Die computergestützte Datenauswertung erfolgte für die 

Einzelkanalaufzeichnungen mit dem Auswerteprogramm "Patch"  (A. Rabe, 

Frankfurt) und für die Auswertung von Ganzzellstromableitungen mit M2Lab 

Analysis / Review (Fa

 

2

Zur Erstellung einer Strom-Spannun

Kanalleitfähigkeit (g) wurden die ausgemessenen Stromamplituden der 

jeweils angelegten Klemmspannung zugeordnet und die Datenpunkte mit 

einer Kurve angeglichen. 
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E    = 
[K]a [Cl]i PNa 

(2)
F 
RT ln [Na] a PCl P k 

[K] i [Cl]a PNa [Na] i PCl P k rev 

E     =  
[K] a 

(3)
zF 
RT ln 

P k 

[K] i P k rev 

+

+ +

+

Kanals bestimmt werden. Mit der Goldman-Hodgkin-Katz Gleichung (2) für 

Bei linearen Strom-Spannungsbeziehungen wurden lineare Regressionen 

berechnet. Bei nichtlinearen Beziehungen, die sich z.B. ergeben, wenn neben 

der elektrischen noch eine chemische Triebkraft den Kanalstrom beeinflusst, 

tz-Gleichung (1) 

.3.2.2 Berechnung der Ionenselektivität 

ei Ionengradienten über die Membran, kann aus Erev, das 

vität des 

wurden die Datenpunkte mit der Goldman-Hodgkin-Ka

angeglichen. Durch Minimierung der Fehlerquadratsumme wurde ein 

möglichst guter Näherungswert für die mittlere Leitfähigkeit (g*) und das 

Umkehrpotential (Erev) berechnet (Hille, 1984). R steht für die allgemeine 

Gaskonstante, T ist die Temperatur in K, F die Faraday-Konstante; [Ion]i ist 

die Konzentration des betrachteten Ions auf der zytosolischen Seite des 

Patches, [Ion]a ist die Konzentration des betrachteten Ions auf der 

extrazellulären Seite. [Ion]* ist die maximale Konzentration, in der das 

betrachtete Ion in isotonischen Lösungen vorkommen kann (bei Säugern ca. 

150 mmol/l). g*Ion  ist die Referenzleitfähigkeit, die der Kanal in isotonischer 

Lösung hätte, wenn das betrachtete Ion symetrisch in der Konzentration 

[Ion]*.   

 

2
 
B

Permeabilitätsverhältnis der Ionen und somit die Ionenselekti
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das Umkehrpotential sind die Anteile von verschiedenen monovalenten Ionen 

am Gesamtpotential nach dem Permeabilitätskoeffizienten gewichtet. Eine 

Korrektur des Permeabilitätsverhältnisses wurde für zweiwertige Ionen 

Patch). Durch 

urzes Anlegen eines starken Unterdruckes in der Patchpipette wurde die 

nnerem aufgebrochen. Die dann 

egistrierbaren Ströme und Potentiale entsprechen der Summe der 

a die Zellmembran Kondensatoreigenschaften hat, 

erstärker 

vorgenommen.  

Bei einer sehr hohen Selektivität eines Kanals für ein Ion (hier z. B.   PK >> 

PNa  oder  PK >> PCl), kann die Nernst-Gleichung (3) angewendet werden. 

 

2.3.3 Versuchsablauf 
 
Frisch isolierte ACC wurden longitudinal aufgeschnitten und auf einer 

Haltekapillare befestigt, um direkten Zugang zur luminalen Seite zu 

bekommen. Für die Isolation von Endothelzellen wurden die Gefäßstücke mit 

0,05% Trypsin und 0,02% EDTA in PBS ohne Ca /Mg2+ 2+ für 15 min 

vorinkubiert. (Kohler, 2001). Um die Substanzen auszuwaschen, wurden die 

ACC für 5 min mit PBS überspült. 

Mithilfe eines Mikroskops wurden einzelne EC selektiv mit einer Patchpipette 

fixiert und mechanisch von der Gefäßwand getrennt. 

Zunächst wurde zwischen der Patchpipette und der Zellmembran ein 

hochohmiges, so genanntes Seal hergestellt (cell attached 

k

Membran zwischen Pipette und Zelli

r

Einzelkanalströme der gesamten Zellmembran. In dieser so genannten 

whole-cell Konfiguration ist die Messung der Ganzzellströme über die 

Spannungsklemme sowie die Bestimmung des Zellpotentials über eine 

Stromklemme möglich. D

kann die Zellgröße entsprechend der Gesamtfläche der Membran mit der 

Zellkapazität angegeben werden. Mit dieser Methode lassen sich die Zellen 

auch mit einer gewünschten Lösung dialysieren, da sich das Zytosol mit der 

Pipettenlösung austauscht. Die Membranströme in diesen elektrisch 

isolierten Zellen wurden  mit einem EPC9 Patch-Clamp V

aufgenommen. 
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Abb. 2-1: Erstellung der verschiedenen Konfiguration der Patch-clamp Technik (Hamill, 1981). 
 
 

Dabei wurden Spannungen von –100 mV bis +100 mV bei einer Dauer von 

1000 ms benutzt. (Köhler, 2000) Die Veränderung des Membranpotentials 

als Antwort auf ACh (200 nM) wurden in elektrisch gekoppelten RCAEC

gemessen und im current-clamp Modus des EPC9 Verstärkers aufgenommen.

Der Widerstand der Patch Pipetten betrug 2-4 MΩ in symmetrischer KCl- 

Lösung. Die Experimente wurden, soweit nicht anders vermerkt, bei 

Raumtemperatur durchgeführt.        
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2.4  Fluoreszenzmikroskopische Messung der intrazellulären 
Kalziumkonzenration 

 
Für die fluoreszensmikroskopische Messung der intrazellulären 

Kalziumkonzentration wurde die Fura-2 Methode verwendet (Grynkiewicz, 

-2  

ird bei einer Wellenlänge 380 nm angeregt, wohingegen an Kalzium 

gebundenes Fura-2 bei dieser Wellenlänge nicht detektiert wird. Wenn nun 

en Zellen die intrazelluläre Kalziumkonzentration 

Die quantitative Bestimmung der 

intrazellulären Kalziumkonzentration wurden die Endothelzellen zunächst in 

serumfreies Kulturmedium überführt. Nach 15 min wurden dann die Zellen 

mol/l Fura-2 AM  bei 37°C für 15 min im 

Brutschrank inkubiert. Nach Waschen mit Kulturmedium wurden die Zellen 

1985). Der Kalziumindikator Fura-2 verändert in Abhängigkeit von der 

Bindung des Kalziumions sein Exzitationspektrum. Ungebundenes Fura

w

in mit Fura-2 beladen

ansteigt, erhöht sich die Intensität der Emission des an Kalzium gebundenen 

Fura-2, während die des ungebundenen Fura-2 abnimmt. Über die Bildung 

des Quotienten (Fluoreszensratio) der Intensität der Emission (500-530 nm) 

bei den beiden Anregungswellenlängen (340 nm / 380 nm) können 

Veränderungen der intrazellulären Kalziumkonzentration dargestellt und 

quantitativ erfasst werden. 

Konzentrationveränderung wurde über folgende Gleichung ermittelt: 

  

 

 

 

 

Hierbei ist [Ca2+] die Kalziumkonzentration; Kd (224 nmol/l) die 

Dissoziationkonstante von Fura-2 für Kalzium; R der Fluoreszensratio; Rmin 

und  Rmax ist die Fluoreszensratio der Emission (500-530nm) bei null 

Kalzium bzw. bei Kalziumsättigung; Sf2 ist der Koeffizient für null Kalzium 

bei der Wellenlänge 340 nm und Sb2 ist der Koeffizient für Kalziumsättigung 

bei der Wellenlänge 380 nm. Rmin, Rmax , Sf2 und Sb2  sind in der Regel 

konstant und hängen vom Fluoreszensmessystem, von der 

Kalibrierungsmethode und den untersuchten Zellen ab. Zur Messung der 

in Kulturmedium mit 5 µ

[Ca   ] = K d ( ) (     ) 
R  -  R min 

R max  -  R 

S 

S 

f2

b2

2+ 
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direkt für die fluoreszensmikroskopische Messung der intrazellulären 

alziumkonzentration verwandt.  

 Experiment wurde die niedrigste Fluoreszensratio als Rmin angenommen.  

max wurde bestimmt, indem über die Zerstörung der Zellmembran mit 

urde. 

.5 Untersuchungen am Druckmyograph 

it dem Druckmyographen kann die Vasoreagibilität verschiedener 

efäßtypen untersuchen werden. Im Gegensatz zu herkömmlichen Geräten 

ind hier Messungen unter fast physiologischen Bedingungen möglich. 

travasaler Druck, Perfusionsgeschwindigkeit und Temperatur können 

ährend eines Experimentes konstant gehalten werden und Testsubstanzen 

tra- und extravasal appliziert werden. Der Gefäßdurchmesser wird dabei 

ontinuierlich über eine Videokamera gemessen. 

.5.1 Versuchsaufbau 

unächst wurde das Experimentierbad unter einem inversen Mikroskop 

efestigt. Das Experimentierbad verfügte über einen Zu- und Abfluß, über 

en jeweils der Druck vor und hinter dem zu untersuchenden Gefäß manuell 

eguliert werden konnte. Dies wurde durch zwei über einen Joystick 

über ein 

chlauchsystem mit dem Zu- und Abfluss des Experimentierbades in 

tzlich der 

K

Im

R

einer 3 mol/l KCl, 5 mmol/l CaCl2 Lösung eine Sättigung des Fura-2 erzielt 

w

 

2
 
M

G

s

In

w

in

k

 

2
 
Z

b

d

r

höhenverstellbare Flüssigkeitsreservoirs ermöglicht, die 

S

Verbindung standen. Der intravasale Druck wurde kontinuierlich von 

Drucksensoren gemessen und aufgezeichnet. Die Temperatur des 

Experimentierbades betrug 37°C, und wurde mit einem Messfühler 

kontinuierlich gemessen. Mit einer sich unterhalb des Experimentierbades 

befindlichen Videokamera war es möglich, die Veränderungen des 

Gefäßdurchmessers kontinuierlich aufzuzeichnen, und am angeschlossenen 

Monitor direkt zu verfolgen. Über den Bildschirm wurden zusä
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äußere Gefäßdurchmesser, die Temperatur in der Badlösung und der 

Die Ratten wurden in tiefer Äthernarkose durch Entnahme des Herzens 

u is (ACC) wurde vorsichtig unter 

Vermeidung einer Überdehnung herauspräpariert und in eine eiskalte 

phosphatgepufferte NaCl-Lösung (PBS) überführt. Unter einem 

Stereomikroskop wurden die Adventitia und Blutreste entfernt. Für die 

2.6 Molekularbiologische Untersuchungen 

Die erstmalig von Lambolez und Mitarbeitern (Lambolez, 1992) angewandte 

Kombination von Patch-Clamp-Technik und RT-PCR-Methode ermöglicht 

den molekularbiologischen Nachweis von zuvor elektrophysiologisch 

intravasale Druck des Gefäßes kontinuierlich gemessen. 

Über einen Dreiwegehahn am Zuflusssystem konnten mit einem seperaten 

Schlauchsystem verschiedene Substanzen intravasal appliziert werden. Der 

hydrostatische Druck blieb konstant, da sich die Behältnisse auf gleicher 

Höhe, wie das den intravasalen Druck erzeugende Flüssigkeitsreservoir am 

Zulauf befand. 

Die Bad- und Perfusionslösung war eine physiologische saline Lösung, die 

zum Teil zusätzlich den NO-Synthase- Inhibitor NG-Nitro-L-Arginin (L-NNA, 

100 µmol/l) sowie den Cyclooxygenase- Inhibitor Indometacin (10 µmol/l) 

zur Unterbindung sowohl der NO- als auch der Prostazyklin-Synthese 

enthielt. Der pH-Wert wurde auf 7,4 eingestellt. 

 

 

2.5.2 Gefäßpräparation 
 

ngetötet. Die Arteria carotis comm

Vasoreagibilitätsmessungen am Druckmyographen wurden die Gefäße in 4-5 

mm lange Stücke geschnitten. 

 

 

 
 

2.6.1 Die „Multiplex“ Einzelzell-RT-PCR 
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charakterisierten Ionenkanälen anhand der Analyse geringer mRNA-Mengen 

der untersuchten Zelle. Einen Überblick über dieses Verfahren vermittelt 

odukte in einem Reaktionsgefäß. Um bei der Einzelzell-RT-PCR eine 

ptimale Ausbeute aus den sehr geringen mRNA-Mengen einer einzelnen 

Zelle zu erhalten und die Entstehung unspezifischer Produkte zu vermeiden, 

d“- PCR an. Dabei schließt sich 

t es vorzugsweise zur 

equenzspezifischen Amplifikation der Zielsequenz. 

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Primersequenzen wurden so 

halb des kodierenden Bereichs lagen und Intron-

Abbildung 2-2. 

Die sog. „Multiplex“-Einzelzell-RT-PCR ermöglicht unter Einsatz 

unterschiedlicher Primerpaare den gleichzeitigen Nachweis verschiedener 

cDNA-Pr

o

wendet man eine sog. verschachtelte „neste

an die oben beschriebene PCR eine zweite PCR an, in der die in der ersten 

Phase entstandenen DNA-Moleküle als Matrize dienen. Die dann 

eingesetzten „nested“ Primer sind zu weiter innen gelegenen Zielsequenzen 

komplementär und hybridisieren innerhalb des Abschnitts, der von den 

ersten Primerpaaren vorgegeben wurde. Unspezifische Produkte bilden für 

die inneren Primer nicht mehr genügend komplementäre Sequenzen und 

entfallen somit als Matrizen. Folglich komm

s

gewählt, dass sie inner

überspannend waren, um eine Amplifikation genomischer DNA-Sequenzen 

zu vermeiden. 
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AAAAAA 

Hexamer-Primer 

GGATAA 
GGCAAT 

mRNA 
ACGATA 

CCGTAT

CGCTTT 

AAAAAA 

Reverse Transkription 

 
 

 
Abb. 2-2: schematische Darstellung der „multiplex“ single-cell-PCR. Es können simultan bis zu 6 
Zielsequenzen der mRNA einer einzelnen Zelle amplifiziert werden. 

Vervielfältigung mittels „multiplex“ PCR 

Nachweis der PCR-Produkte mittels 
Gelelektrophorese und 
Sequenzierung 

DNA-Fragmente 

PCR-Primer 

PCR-Produkt 

Überführen der Zelle
in ein Reaktionsgefäß Zellernte Patch-Clamp-Messung 
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2.6.1.1 Durchführung 
 
Die geerntete Zelle sowie der Inhalt der Patchpipette (~ 8 µl) wurden in ein 

Reaktionsgefäß überführt, das die Reagenzien für die Reverse Transkription 

Reverse Transkriptase hinzugegeben, so dass das Endvolumen der RT-

Name  GenBank  Acc. Nr.  Sequenz 

enthielt. Diese Lösung setzte sich aus 1 µl First Strand Puffer, 0,5 µl dNTPs, 

1µl Random Hexamere Primer, 1 µl DTT und 0,5 µl RNasin zusammen. Die 

Proben wurden auf Trockeneis „Schock-gefroren“, um ein Aufbrechen der 

Zellmembran zu bewirken. Nach Auftauen der Probenlösung wurden 0,5 µl 

Proben ~ 12 µl betrug. Die RT-Proben wurden im Cycler bei folgenden 

Temperaturen inkubiert: 10 Minuten bei 21° C, 60 Minuten bei 37° C und 4 

Minuten bei 94° C. 

 
 

2.6.2 Primer 
 
 

TM

 
rTRPV1 NM_031982  s 5´ AGCTGAAAAACACCGTTGGG 3´ 

as 5´ GCTGGAATCCTCGGGTATAGTAGAG 3´ 
      
rTRPV1 NE    s 5´ CTTCTTCTTCCGAGGGATTCAA 3´ 
     as 5´ GAGAACACCATGGAAGCCACAT 3´ 
 
rTRPV2 NM_017207  s 5´ ACAGTCCTGCATGCTCTGGTAA 3´ 

    as 5´ TGTCCACAGAGGACAGGTCGTA 3´ 

rTRPV2 NE     s 5´ TTGCAGATAACTCGCCTGAGAA 3´ 
     as 5´ CCGCACAGGACCGTAACAC 3´ 
 
rTRPV3 XM_573134  s 5´ GCTCTACTATACCCGAGGATTCCA 3´ 
     as 5´ GCCGATGGTGAACTTGAACA 3´ 
 
rTRPV3 NE    s 5´ CTTCCAGTCTATGGGCATGTACAG 3´ 
     as 3´ CACCGCATCGCTGAAGCT 3´  
 
rTRPV4 NM_023970.1  s  5´ ACAACACCCGAGAGAACACCAA 3´ 
     as 5´ AAGAATACACAGGCCCGTAGGC 3´ 
 
rTRPV4 NE    s 5´ TGACCTGTTGCTTCTCAAGTGC 3´ 
     as 5´ TTGAACTTGCGAGACAGGTGC 3´ 
 
rTRPV5 NM_053787  s 5´ CCAACTCAGATGGAGAGGTGG 3´ 
     as 5´ TGAGCATGAGCAGTGTGGC 3´ 
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Name  GenBankTM Acc. Nr.  Sequenz 
 
 
rTRPV5 NE    s 5´ CATGTACTTTGCCAGAGGATTCC 3´ 
     as 5´ AAGGCAGCGTAGGTGATGCT 3´ 
 
rTRPV6 NM_053686  s 5´ TTTGGTGACTTGATGCGATTCT 3´ 
     as 5´ GAAGGGCAGATCCACGTCAT 3´ 
 
rTRPV6 NE    s 5´ GCCCGTAGGCCCAGTCTATCTAT 3´ 
     as 5´ CACCATGGAAGCCAGCTGAAGC 3´ 
 
 
 
 

2.6.3 quantitative TaqMan-PCR 
 
Zur quantitativen Bestimmung der Genexpression wurde als sensitive, 

reproduzierbare und spezifische Nachweismethode die so genannte 

TaqManTM PCR eingesetzt. Diese auf dem ursprünglich von Holland (1981) 

entwickelten 5` Nuklease-Assay basierende Methode ermöglicht unter 

Einsatz fluorogener Sonden die Amplifikation und Quantifikation simultan 

in einem Reaktionsgefäß. Wird die intakte Sonde bei einer Wellenlänge von 

488 nm zur Fluoreszenz angeregt, so wird die Fluoreszenz des Reporter-

Farbstoffs aufgrund der räumlichen Nähe zum Quencher durch einen 

Fluoreszenz-Energietransfer (FET) unterdrückt. Während der PCR 

hybridisiert die Sonde mit den Primern zunächst an den Matrizenstrang. In 

der Extensionsphase trifft die Taq-Polymerase nun auf diese Sonde und 

beginnt sie zu hydrolisieren, wodurch die räumliche Nähe - und somit auch 

der FET – zwischen Reporter und Quencher unterbrochen wird. 

Entsprechend der Akkumulation von PCR-Produkt steigt so die Fluoreszenz 

des Reporters mit jedem PCR Zyklus an. Das dabei gebildete Signal ist strikt 

sequenzspezifisch, da freie, nicht hybridisierte Sonden nicht geschnitten und 

nicht 100%ig bindende Sondenmoleküle verdrängt werden noch bevor die 

Exonuklease-Aktivität der Taq-Polymerase aktiviert wird. Die Veränderung 

der Fluoreszenz wird mit Hilfe eines Laser-Detektors im geschlossenen 

eaktionsgefäß Zyklus für Zyklus erfasst. R
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2.6.3.1 Quantifizierung 

uszudrücken. 

ie Konzentration der Zielsequenz, normalisiert mit GAPDH als endogener 

eferenz und relativ zu einem Kalibrator, wurde wie folgt berechnet: 

XN,kal = 2-ΔΔCt 

 
Da für die Quantifizierung der Expression über eine endogene Kontrolle 

(GAPDH) normalisiert wurde, wurden zunächst Standardkurven für die 

endogene Referenz sowie die Zielsequenz erstellt. Von diesen wurde für die 

einzelnen Proben die Menge an Zielsequenz und endogener Referenz 

berechnet. Anschließend wurden die Zielsequenzwerte normalisiert, indem 

sie durch die Menge an endogener Referenz dividiert werden. Ein 

Probenmaterial wird wiederum als Kalibrator definiert, d.h. auf 1 gesetzt. 

Schließlich werden die normalisierten Zielsequenzwerte durch den 

normalisierten Zielsequenzwert des Kalibrators dividiert, um so ein relatives 

Expressionsniveau a

D

R

 

 

 

2.6.3.2 Sonden 
 
Name GenBank Acc. Nr.   Sequenz 
 
rGAPDH X02231 6-FAM CCCATCACCATCTTCCAGGAGCGA - TAMRA

     
 
rTRPV1 N 1 6-  ATTTCCTGCAGAGGCGACCATCCC - TM_03 982 FAM AMRA

     
 
rTRPV4 NM_023970.1 6 – FAM CCCGCCTCTTCCCAGACAGCAA- TAMRA  
 

  
 

2.8 Puffer und Lösungen 

 Tabelle 1 sind die in der vorliegenden Studie eingesetzten 

e und 

nschließend mit Lösung B das Lumen der Patchpipette befüllt.  

 

2.8.1 Pipettenlösungen 
 
In

Pipettenlösungen aufgeführt. Dabei wurde mit Lösung A die Spitz

a
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Tabelle 1 

Cl    140     4.3    -    140 K

NaCl    -    140    -    - 

CaCl2    1    1    90    .1 

MgCl2    1    1    1    1 

Hepes    10    10    10    10 

PH    7.4    7.4    7.4    7.2 

[Ca2+]frei    1    1    90    .1 

Nystatin    -    -    - 200-300 

l  µg/m

Konzentration in mmol/l 

 

2.8.2 Badlösungen 
 
Für die Einzelkanalmessungen wurden die Lösung A-C als KCl-Lösung (A), 

NaCl-Lösung (B) bzw. CaCl2-Lösung (C) verwendet. Die Lösungen E-K mit 

den unterschiedlichen Kalziumkonzentrationen wurden für die Messung der 

Kalziumabhängigkeit von TRPV4 eingesetzt. Die Lösung D war die Standard-

Perfusionslösung bei den shear stress-Untersuchungen. 

 

Tabelle 2   A  B  C  D  E  F  G  H  I  J 

KCl   140    4.3     -     5   140  140  140  140  140  140 

NaCl     -  140     -   118     -     -     -     -     -     - 

NaH2PO4     -     -     -     1     -     -      -     -     -     - 

CaCl2    1    1   90    1.4  .994  .835  .955    9    1     - 

MgCl2    1    1     1     1    -    -    -    3    2     - 

Hepes    10    10    10   20    10    10    10   10   10   10 

EGTA     -       -     -     -     1     -     1   10   1.2   10 

HEDTA     -     -     -     -     -    1     -     -     -    - 

D-Glucose     -     -     -   5.5     -     -     -     -     -    - 

PH    7.4    7.4   7.4   7.4    7.2    7.2    7.2   7.2    7.2    7.2 

[Ca2+]frei    1    1   90   1.4    20    6    3  1.5    0.4    - 

Konzentration in mmol/l bzw. in µmol/l 
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2.8.3 Perfusionspuffer 
 
 
Tabelle 3 

KCl     5     5     5 

NaCl  118   118    118  

NaH2PO4     1     1     1 

CaCl2    9     20    1.4 

MgCl2    3     3     1 

Hepes   10   10   10 

EGTA   10   10   10 

HEDTA     -     -     - 

D-Glucose    5.5     5.5   5.5 

PH   7.4    7.4   7.4 

[Ca2+]frei  1.5    2000  0.02 

Konzentration in mmol/l bzw. in µmol/l
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eNOS 351 bp 
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TRPV4 18 bp 
 3  

geb se 

pression im nativen Endothel der Ratte 

 molek io ch ch zur TRPV4-Expression erfolgte mittels 

lti -Ein ell CR l. Abschnitt 2.7.1). Im Rahmen dieser 

rd nat helzellen direkt von der luminalen Gefäßseite 
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3.2  elektrophysiologische Charakterisierung von TRPV4 im Endothel 
der Ratte 

 Leit gk nd ktivität 

folgte am intakten 

rte aro ommunis (ACC) der Ratte (vgl. Abschnitt 2.3.3). 

 

PCR-tube patch-clamp 

g ll-P Un uchung ermöglicht einen direkten Vergleich 

el h ogischen Eigenschaften einer Zelle und dem 

ression st n nkanälen. Wie in Abb. 3-2 dargestellt, zeigen 

elz  d Ganzzellableitungen nach pharmakologischer 

ektiven TRPV4-Agonisten 4αPDD eine 

charakteristische Strom-Spannungs-Kurve mit Auswärtsrektifizierung im 

stärker positiven Potentialbereich. Das Umkehrpotential befindet sich im 

Bereich von 0 mV. Die mittlere Leitfähigkeit des Kanals beträgt 98 pS ± 19 

SD im positiven und 60 pS ± 12 SD im negativen Potentialbereich. Repetetive 

Stimulation mittels 4αPDD resultiert in einer reduzierter Aktivierbarkeit des 

Kanals. Weiterhin erwiesen sich TRPV4-Ströme als von der extrazellulären 

Kalziumkonzentration abhängig. Während 4αPDD-induzierte Ströme nach 

Kalziumpufferung mit EGTA für mehrere Minuten stabil blieben, führten 

physiologische Kalziumkonzentrationen ([Ca2+]out = 1 mmol/l) zu einer 

schnellen Abnahme des Einwärtsstroms (ca. 10 - 20 sec nach Applikation). 

Weiterhin zeigte sich die kanaltypische Auswärtsrektifizierung nach 

Kalziumpufferung stärker ausgeprägt (siehe Abb. 3-2. C) als unter 

physiologischen extrazellulären Kalziumkonzentrationen. Substitution von 

Na+-Ionen durch das impermeable Kation NMDG+ verhinderte 4αPDD-

aktivierte Einwärtsströme (Abb. 3-2 B). Hohe extrazelluläre 

Kalziumkonzentrationen ([Ca2+]out = 20 mmol/l) verschieben das 

Umkehrpotential in den positiven Potentialbereich (Urev ≈ 14 mV). 

 

3.2.1 fähi eit u  Sele
 
Die elektrophysiologische Charakterisierung von TRPV4 er

Endothel der A ria C tis C

Nach elektrophysiologischer Charakterisierung wurden die Endothelzellen

durch vorsichtiges Herausreißen aus dem endothelialen Gewebeverband 

vereinzelt und für die molekularbiologische Untersuchung in ein 

Reaktionsgefäß ( ) überführt. Diese Kombination von 

und sin le-ce CR ters

zwischen den ektrop ysiol

Exp smu er vo Ione

Endoth ellen er ACC in 

Aktivierung durch den sel



Kapitel 3 – Ergebnisse  55 

 

3.2.2 Inhibierung durch Kanalblocker  

RPV-Kanäle durch die spezifische 

analblockersubstanz Ruthenium Red (RuR) gut charakterisiert werden. 

ne Arten von TRP-

B nach Kationensubstitution mit NMDG+, C nach 
out -Blockade mit 1 μmol/l RuR.  

 
Pharmakologisch können T

K

Auch Gadoliniumionen (Gd ) sind in der Lage, verschiede3+

Kanälen zu blockieren. Entsprechend konnten in Ganzzellableitungen 

TRPV4-mediierte Ströme am intakten Endothel der Arteria Carotis Communis 

durch Zugabe von 1 µmol/l RuR in die Badlösung vollständig blockiert 

werden. 

 
 
Abb. 3-2: TRPV4-Ströme in nativen Endothelzellen der Arteria Carotis Communis (RCAEC) der Ratte. 
Ganzzellableitungen in A mit 1 mmol/l [Ca2+]out, 
Kalziumpufferung ([Ca2+]  = 20 nmol/l) und D TRPV4
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Die Kanalblockade erwies sich als spannungsabhängig und resultier
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Abb. 3-3: zeitlicher Verlauf 4αPDD-induzierter Ströme in nativen Endothelzellen der A. Carotis 
Communis der Ratte (RCAEC) bei positiven und negativen Haltepotentialen. A nach Kalziumpufferung
([Ca2+]out = 20 nmol/l) und B mit 1 mmol/l [Ca2+]out. 

Wirksamkeit dieses lipophilen Kanalblocker in der whole-cell Konfiguration 

durchgeführt werden konnten. In dem in Abb. 3-2. D gezeigten Experiment 

führte die Zugabe von 1 µmol/l RuR zur vollständigen Blockade der 4αPDD-

aktivierten TRPV4-Kanäle. Eine vollständige Blockade des Kanals konnte 

zusätzlich in einer Reihe von Experimenten bereits bei Konzentrationen von 

(50 nmol/l, n=3) erreicht werden.  

Als weitere Stimuli für TRPV4 werden niedrige pH-Werte, hypoosmotische 

Verhältnisse zwischen Intra- und Extrazellulärraum und moderate Hitze (27 

- 40°C) beschrieben (Nilius, 2003). Untersuchungen an isolierten 

Endothelzellen der thorakalen Rattenaorta zeigten TRPV4-mediierte Ströme 

nach Reduktion des pH-Wertes der Badlösung auf 6.0, sowie nach 

te 

zunächst in einer raschen Abnahme des Einwärtsstroms (≤ 20 sec nach 

uR-Inkubation). Längere Inkubationszeiten führten zu einer Abnahme des 

npermeabel und wirkt von der 

trazellulären Seite des Kanals, so dass die Untersuchungen zur 

500 nmol/l (n=4) oder 250 nmol/l (n=5) RuR  beobachtet werden. Ein 

vollständige Kanalblockade konnte auch durch die Zugabe von Gadolinium 

Reduktion der Osmolarität um 30%. Erhöhung der Temperatur führte 

ebenfalls zu einer moderaten Aktivierung von TRPV4, welche bei 37°C 

maximal war. Sämtliche durch diese Stimuli aktivierten Ströme erwiesen 

sich als RuR-sensitiv. 

R

Auswärtsstroms. RuR ist membra

in

A B
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bb. 3.4: TRPV4-mediierte Ströme in nativen Endo
ktivierung erfolgte durch verschiedene chemische und physikalische Stimuli. A: Ganzzellableitungen nach 

thelzellen der A. Carotis Communis der Ratte (RCAEC). 

Aktivierung durch Reduzieren des pH-Wertes (7,4 → 6,0), B: Reduktion der Osmolarität um 30% und C: 
moderater Erwärmung der Badlösung (21 → 37 °C). B, D und F: entsprechende gesamt-Kanalleitfähigkeit der 
untersuchten Zellen. 
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3.2.3 Modulation des Membranpotentials nach pharmakologischer 
Aktivierung von TRPV4 

 
Aktivierung von TRPV4 führt zu einem Einstrom von Ca  und Na2+ + in das 

Zytosol und damit sowohl zu einer Depolarisation der Membran als auch zu 

einer Erhöhung der [Ca2+] . Beide Signale können in Endothelzellen zu einer 

Aktivierung verschiedener Kationenkanäle, wie z.B. kalziumaktivierbarer 

Depolarisation (ΔV

i

Kationenkanälen (ICRAC), kalziumaktivierbarer Chloridkanälen und 

k iumaktivierbaren Kaliumkanäle d  

Aktivierung dieser Kanäle führt zu weiteren Änderungen des 

Membranpotentials (Kohler, 2000). Endothelzellen zeigen nach Erhöhung 

der [Ca2+]i um Werte über 500 nmol/l einen biphasischen Verlauf des 

Membranpotentials. Auf eine initiale peakartige Depolarisation folgt eine lang 

anhaltende Phase der Hyperpolarisation, welche auf der Aktivierung von 

kalziumaktivierbaren Kaliumkanälen beruht (Hoyer, 1997) und welche die 

elektrochemische Triebkraft für den Kalziumeinstrom bereitstellt. In current-

c h 

S en 

Kalziumkonzentrationen führte die Aktivierung des Kanals zu einer initialen 

 konnte in vergleichenden Experimenten 

   

alz es IK, SK oder BK-Typs, führen. Die

lamp Messungen wurde der Verlauf des Membranpotentials in RCAEC nac

timulation mit 1 µmol/l  4αPDD untersucht. Unter physiologisch

m ≈ 7 mV) auf die eine moderate 30 – 60 sec anhaltende 

Hyperpolarisation (ΔVm ≈ -6 mV) folgte. Wie in Abbildung 3-5 A und B 

dargestellt, erwies sich dieser biphasische Verlauf des Membranpotentials 

als von der extrazellulären Kalziumkonzentration abhängig. Nach 

Kalziumpufferung auf 20 nmol/l konnte keine Hyperpolarisation der Zelle 

beobachtet werden. Demgegenüber

sowohl unter physiologischen Kalziumkonzentrationen als auch nach 

Kalziumpufferung ein starkes hyperpolarisierendes Zellpotential nach 

Stimulation mittels ACh erreicht werden. Es ist festzuhalten, dass die 

pharmakologische Aktivierung von TRPV4 und der damit einhergehende 

Einstrom von Ca  und Na2+ + in das Zytosol geringe Auswirkung auf das 

Zellpotential hat und die Kanalaktivität von der extrazellulären 

Kalziumkonzentration abhängig ist. 
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Membranpotentials in nativen 
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trationen und B nach
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vergleichende Untersuchungen  zum 
Verlauf des Membranpotentials 
nach ACh-Stimulation. E: 
Mittelwerte unmittelbar nach 
(initial) und ca. 30 sec. nach 
(subsequent) TRPV4-Stimulation.  

E 

nter 



Kapitel 3 – Ergebnisse  60 

3.3    Modulation der intrazellulären Kalziumkonzenration nach    
pharmakologischer Aktivierung von TRPV4 

Die Q -meddiierten Kalziumeinsroms mittels der 

äle in der Zellmembran abzugrenzen.  

 
uantifizierung des TRPV4

FURA II-Technik erfolgte an isolierten Endothelzellen der thorakalen Aorta 

der Ratte (RAEC). RAEC zeigen nach Stimulation mit 4αPDD, niedrigem pH-

Wert, Hitze und verminderter Osmolarität zu den RCAEC identische TRPV4-

Ströme und wurden für diese Untersuchungen aus technischen Gründen 

vorgezogen.  

Pharmakologische TRPV4-Aktivierung mittels 4αPDD führte unter 

physiologischen Kalziumkonzentrationen (1 mmol/l) zu einer Erhöhung der 

[Ca2+]i um 140 nmol/l (SED 60 ± 5 nmol/l, n ≥ 50) (siehe Abb. 3-6). Eine 

Erhöhung der [Ca2+]i trat nach starker Kalziumpufferung ([Ca2+]out = 20 

nmol/l) oder Zugabe von 1 µmol/l RuR in das Badmedium nicht mehr auf. 

Substitution des extrazellulären Ca2+ durch Mn2+ führte nach TRPV4-

Aktivierung zu der als Mn2+-quenching bekannten Reduktion der FURA2-

Fluoreszenzintensität. Reduktion des pH-Wertes (pH 6.0) und der 

Osmolarität führten ebenfalls zu einem RuR-sensitiven Kalziumeinstrom. 

Stimulation durch Hitze (21°C – 37°C) erbrachte hingegen einen 

vergleichsweise geringen Anstieg der [Ca2+]i (Daten nicht gezeigt). Eine IP3-

vermittelte Kalziumfreisetzung aus intrazellulären Speichern, wie sie nach 

Stimulation mit 1 µmol/l ACh beobachtet wurde (Abb. 3-6 E), geht mit einem 

dramatischen peakartigen Anstieg der [Ca2+]i auf Werte ≥ 600 nmol/l und 

einer anschließenden Plateauphase, welche auf die Aktivierung von 

Rezeptor- oder Sekundärbotenstoff-aktivierter Kalziumkanäle beruht, einher. 

Im Einklang mit den elektrophysiologischen Untersuchungen, in welchen 

keine massive Hyperpolarisation des Zellpotentials beobachtet wurde, ist der 

moderate TRPV4-mediierte Kalziumeinstrom nicht mit der Agonisten- bzw. 

IP3-induzierten Kalziumfreisetzung aus intrazellulären Speicherorganellen zu 

vergleichen. Die massive Freisetzung von Ca2+ aus intrazellulären Speichern 

führt im Zytosol zu Formationen von so genannten Ca2+-waves und –sparks 

und ist von submembranösen Konzentrationsanstiegen infolge der Öffnung 

weniger kalziumpermeabler Ionenkan
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3.4  Funktionelle Bedeutung von TRPV4 in der Endothel-vermittelt
asoregulation 

en 
V

+-Kanäle scheinen über die Steuerung der intrazellulären Ca2+-

 

Vasodilatation zu untersuchen. Vorinkubation des Gefäßes mit L-NNA 

 
Durch die Freisetzung endokriner Substanzen sind Endothelzellen 

wesentlich an der Modulation des Kontraktionszustandes der glatten 

Gefäßmuskulatur und damit an der Anpassung des Gefäßtonus an die 

jeweiligen hämodynamischen Gegebenheiten beteiligt (vgl. Abschnitt 1.2) 

Insbesondere endotheliale Ca2+-permeable Kationenkanäle und Ca2+-

aktivierbare K

Signalgebung wesentlich an der Regulation der Endothelfunktion beteiligt zu 

sein. Insofern kommt diesen Kanälen in der Endothel-vermittelten 

Vasoregulation eine Schlüsselfunktion zu. Im Rahmen dieser Studie wurde 

in einer Reihe von vaskulär-biologischen Experimenten die Beteiligung von 

TRPV4 an der endothelialen Vasoregulation untersucht. Hierzu wurden 

isolierte Segmente der Arteria Carotis Communis (ACC) und der Arteria 

Gracilis der Ratte in einem Druckmyographen unter physiologischen 

Bedingungen perfundiert und Testsubstanzen intravasal appliziert. 

Die intraluminale Applikation von 4αPDD führte in orientierten 

Druckmyographexperimenten an der ACC der Ratte zu einer 

dosisabhängigen Vasodilatation (Kd = 0,3 µmol/l). Applikation von 

Konzentrationen ≥ 1 µmol/l resultierten in einer maximalen Gefäßdilatation 

von 80% (gemessen vom Niveau der initialen Kontraktion). Die Dilatation 

erwies sich als strikt Endothel-abhängig. Nach Denudation des Gefäßes oder 

exrazellulärer Applikation von 4αPDD wurde kein vasoregulativer Effekt 

beobachtet.  

Die kombinierte intravasale Applikation von 4αPDD und RuR verhinderte 

eine Dilatation des Gefäßes. Perfusion des Gefäßes mit RuR übte per se 

keinen Effekt auf den myogenen Tonus aus, so dass eine konstitutive 

TRPV(4)-Aktivität unter diesen Bedingungen ausgeschlossen werden kann. 

Ebenso wurde kein Effekt von RuR auf die Agonisten-induzierte 

Vasodilatation beobachtet.  

Da die endothel-abhängige Vasodilatation NO-, PGI2- oder EDHF-vermittelt 

ist, galt es die Beteiligung dieser drei Systeme an der TRPV4-induzierten
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Abb. 3-7a: Ergebnisse der vaskulär-biologischen Untersuchungen
communis der Ratte. A Dilatation nach pharmakologischer TR
Ruthenium Red und vergleichende Dilatation nach intraluminaler Zuga
EDHF-mediierten Dilatation.  
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und/oder Indomethacin führt zu einer selektiven Inhibierung der eNOS bzw. 

der COX1. Demnach kann eine Endothel-abhängigen Vasodilatation unter 

diesen Bedingungen, wie sie beispielsweise nach Applikation von ACh oder 

infolge der selektiven Aktivierung Ca2+-abhängiger K+-Kanäle mittles 1-EBIO 
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signifikante EDHF-vermittelten Vasodilatation konnte nach intravasaler 

Perfusion mit 4αPDD in der ACC nicht beobachtet werden. Die  4αPDD-

induzierte Dilatation der ACC erwies sich als L-NNA-sensitiv und ist somit 

auf die NO-vermittelte Vasodilatation zurückzuführen.  
  

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 

 
 

edes durch einen geometrisch definierten Körper fließendes Fluid wirkt an 

er Grenzfläche eine friktionale Kraft, die so genannte Scherkraft, auf diesen 

örper aus. In Abhängigkeit von u.a. der Geometrie des durchströmten 

örp s 

lui  

ere e 

0 30 60 90 120 150

850

900

950

1000

1050

1100

0

 
 4
α

PD
D

 
 +

 2
0 

m
m

ol
/L

 C
a2+

ou
t 

B
 

115A 
SNP

ACh
4αPDD

1 µM PEout

4αPDD + RuR

 
 

G
ef

äß
du

rc
hm

es
se

r (
µm

)

Zeit (min)

3.4.1 Mechanosensitive Eigenschaften von TRPV4 
 

J

d

K

K ers, des Volumenstroms und den rheologischen Eigenschaften de

ds kann diese aus dem Hagen-Poiseullschen-Gesetz abgeleitet und

chnet werden. In einem Kreisrohr wie einem Gefäß ist di

F

b



Kapitel 3 – Ergebnisse  64 

%
 V

as

0

25

4αPDD (log mol/L)
-8 -7 -6 -5

od
ila

ta
tio

n
of

 C
A

100

50

75

 

(n=4) (n=5)%
 V

as

0

25

4αPDD (log mol/L)
-8 -7 -6 -5

(n=4)

(n=6)

(n=2)

od
ila

ta
tio

n
of

 C
A

100

50

75

 

(n=4) (n=5)

0 30 60 90

800

850

(n=4)

(n=6)

(n=2)

900

950

1000

1050

1100
L-NNA/INDO

1-EBIOACh4αPDD

SNP

PEG
ef

äß
du

r

Zeit (min)

Abb. 3-7: A Dosis-Wirkungs Beziehung der 4αPDD-induzierten Vasodilatation. B EDHF-mediierte Dilatation 
nach Inhibierung der eNOS und der COX-1 mittels L-NNA und Indomethacin.  
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Die auf die Oberfläche des Endothels wirkende Wandschubspannung wird 

als wichtiger physikalischer Stimulus im Zusammenhang mit zahlreichen 

vaskulären Ereignissen betrachtet (Lehoux, 2006; Esper, 2006; Oechslin, 

2005). In Arteriolen führt eine Erhöhung der Wandschubspannung zur 

Freisetzung endogener Faktoren wie NO, vasodilatorischen Prostanoiden und 

EDHF. Der genaue Mechanismus dieser fluß-induzierten Vasodilatation ist 

nicht geklärt. Es wird postuliert, dass endotheliale mechanosensitive 

Ionenkanäle über eine durch Verformung der zytoskelletaler Strukturen  

 

 

 

 

 

A B

Schubspannungsverteilung immer linear und unabhängig von den 

 

sgeübten Wandschubspannung gleichzusetzen 

Fließbedingungen. An der Rohrwand ist sie maximal.  

bedingten Konformationsänderung aktiviert werden können (Hoyer, 1997).  

Die elektrophysiologische Untersuchung mechanosensitiver Ionenkanäle 

erfolgte in den meisten Studien über das Anlegen positiver oder negative 

Pipettendrücke auf die Zellmembran. Diese Art der Stimulation ist jedoch 

physikalisch weder mit dem intravasal herrschenden Blutdruck, noch mit 

der durch den Blutfluss au

(Morris, 1990; Sigurdson, 1993; Davies, 1995; Sackin, 1995). 

TRPV4 wird aufgrund der Sensitivität auf osmotische Veränderungen, welche 

zu einem Anschwellen der Zelle und somit zu einer Dehnung der 
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Membranstruktur führen, als putativer mechanosensitiver Kanal in 

verschiedenen Zelltypen beschrieben (Liedtke, 2005). Ob TRPV4 an der 

Mechanosensitivität des Endothels und an der mit einer Erhöhung der 

Wandschubspannung (WSS) einhergehenden Vasodilatation beteiligt ist, 

wurde bislang nicht untersucht.  

Bei den intrazellulären Prozessen, die an der endothelialen 

Mechanotransduktion beteiligt sind, kann, in Analogie zur 

Signaltransduktion nach Agonistenstimulation, die intrazelluläre 

Kalziumkonzentration als der zentrale, die verschiedenen Signale 

tegrierender intrazellulärer Botenstoff angesehen werden. Shear stress 

. erhöhte Fl ßraten führen zu einem Anstieg
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Druck von 80 cm/PSS. 
(links) Aufnahmen einer 
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konzentration (Mo, 1991; Geiger, 1992; Falcone, 1993), wofür der Einstrom 

ie e unselektive Kanalblockade mittels Gd3+ 

den Anstieg der [Ca2+]i nach mechanischer Stimulation verhindert (Hoyer, 

1998). 

In Experimenten am Druckmyograph konnte innerhalb dieser Arbeit über 

die stufenweise Vergrößerung der Druckdifferenz und der damit 

einhergehenden Erhöhung des Volumenstroms bzw. der Flussrate des 

perfundierenden Mediums bei gleich bleibendem mittlerem, intravasal 

herrschendem Druck von 80 cm/PSS eine Erhöhung der WSS erreicht und 

eine flussinduzierte Vasodilatation ausgelöst werden. 

 Da auch die rheologischen Eigenschaften des Blutes von großer 

medizinischer Bedeutung sind (Romano, 2006) und eine Zunahme der 

Viskosität linear die WSS erhöht, wurde in einer Reihe von Experimenten der 

E

an der ACC der Ratte untersucht. In vorangegangenen viskosimetrischen 

 

von extrazellulärem Kalzium notwendig ist. Erhöhte Flussraten bzw. Erhöhte 

WSS führen im Endothel zu einer Ehöhung der [Ca ]2+ i (Nilius, 2003; 

Andrade, 2005; Strotmann, 2000). Hierfür sind der Einstrom von 

extrazellulärem Kalzium und/oder die Freisetzung von Kalzium aus 

intrazellulären Speichern notwendig. Beide Mechanismen werden bei 

mechanischer Stimulation sowohl von kultivierten Endothelzellen 

(Helmlinger, 1996; Hoyer, 1998) als auch von perfundierten Gefäßen mit 

intaktem Endothelzellverband diskutiert (Falcone, 1993). Da die Pufferung 

ext  dirazellulären Kalziums sow

influss von 5 % Dextran (w/v) auf die shear stress induzierte Vasodilatation 

Messungen wurde eine Erhöhung der Viskosität einer PSS/Dextran-Lösung

von 0,7 cP (PSS w/o Dextran) auf 1,8 cP (PSS w 5 % Dextran) festgestellt. 

Die Perfusion der ACC unter Zusatz von Dextran führte entsprechend zu 

einer WSS-induzierten Vasodilatation und konnte, ebenso wie die fluss- bzw. 

volumenstrom-induzierte Dilatation, durch Zugabe von 1 µmol/l RuR fast 

vollständig unterdrückt werden. 
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3.4.2 TRPV4-Funktion und Expression bei genetisch determinierter    

he vaskulär-biologischen Untersuchungen der SHR und WKY-Tiere 

-Tiere eine deutlich 

 

Hypertonie 
 
Ein wichtiger Teil der endothelialen Dysfunktion bei essentieller oder 

arterieller Hypertonie betrifft die fluss- oder shear stress-induzierte 

Vasodilatation. Diese ist bei spontan hypertensiven Ratten (SHR) im 

Vergleich zu normotensiven Wistar-Kyoto-Tieren (WKY) vermindert (Koller, 

1994 & 1995). Da TRPV4 in den vorangegangenen Untersuchungen dieser 

Studie als mechanosensitiver Kanal im Endothel der Ratte identifiziert 

wurde, welcher wesentlich an der flussinduzierten Vasodilatation beteiligt 

ist, erschien es sinnvoll die Funktion und Expression von TRPV4 am 

Hypertoniemodell zu untersuchen. 

Sämtlic

erfolgten zwischen der 14. – 18. Lebenswoche. Ab der 10. Lebenswoche 

beginnen die SHR-Tiere einen spontanen Hypertonus zu entwickeln, welcher 

ab der 14. Lebenswoche maximal ausgeprägt ist. Entsprechend lagen die 

Blutdruckwerte der SHR-Tiere mit 156 ± 12 mm/Hg (n = 25) deutlich über 

denen normotensiver WKY-Tiere mit 116 ± 14 mm/Hg (n = 30). In 

Experimenten am Druckmyograph zeigten SHR

verminderte flussinduzierte Vasodilatation (16  ± 4,8 % SEM, n = 6) im 

Vergleich zu WKY-Tieren (46  ± 6,7 % SEM, n = 7). Weniger ausgeprägt  
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w

Abb. 3.10: quantitave Bestimmung der TRPV4-Expression in SHR- 
und WKY-Tieren. 

aren die Unterschiede in der Agonisten-induzierten Vasodilatation. 

fusion mit 1 μmol/l ACh führte in Gefäßen von SHR-Tieren zu einer 

Dilatation von 45  ± 3,2 % SEM, n = 5, welche sich als geringfügig niedriger  

als die der WKY-Tiere (55  ± 9,7 % SEM, n = 4) darstellte. Applikation von 1-

rhöhung der Druckdifferenz von 20 auf 60 cm/PSS) mit einer maximalen 

ilatation von 100 μm  ± 12 μm reagierten, war diese in der SHR-Gruppe 

μm ± 7 μm). Während normotensive WKY-Tiere auf 

αPDD mit einer den SD-Tieren vergleichbaren starken 

a

y

R

d Expression 

rgab eine stark reduzierte TRPV4-Expression in hypertensiven SHR im 

Vergleich zu normotensiven WKY-Tieren. Die Bildung des Mittelwertes von 

jeweils drei mRNA-Proben zeigte nach Normierung auf die endogene Referenz 

Per

EBIO führte in Gefäßen 

der SHR-Gruppe zu 

einer EDHF-vermittelte 

Vasodilatation von 8,2  ± 

4,9 % SEM, n = 5 (WKY 

11,3  ± 0,8 % SEM, n =  

4). Demnach ist die 

Progression der 

endothelialen 

Dysfunktion im Bezug 

auf die Agonisten-

induzierte Vasodilatation 

als wenig ausgeprägt zu 

bezeichnen. Als 

signifikant stellten sich 

die Unterschiede in der 

flussinduzierten 

Vasodilatation beider Gruppen dar. Während die ACC der WKY-Tiere auf 

eine stufenweise Erhöhung der intravasalen Perfusionsrate (stufenweise 

0
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D

drastisch reduziert (43 

Stimulation mit 4

V sodilatation von bis zu 80% reagierten, zeigte die Carotis von 

pertensiven SHR-Tieren keine Vasoreaktion nach pharmakologischer 

PV4-Aktivierung. Entsprechend vermindert war die fluss- bzw. WSS-

uzierte Dilatation. Quantifizierung der endothelialen TRPV4-
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(GAPDH) eine dramatisch Verminderte Expression von TRPV4 der SHR-

Gruppe im Vergleich zu den WKY-Tieren. Demnach könnte die Exposition 

er aufgrund des Bluthochdrucks erhöhten WSS auf das Endothel einen 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

d

direkten Einfluss auf die TRPV4-Expression haben und zu einer 

verminderten funktionalen Exprimierung des Kanals führen. Inwiefern die 

Erhöhte WSS bei arterieller Hypertonie die Kanalexpression reprimiert bleibt 

jedoch unklar. 
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4. Diskussion 

e vor zu den häufigsten 

D

gestörten Signalwege und der zellulären und molekularen 

zwischen Zellen der Gefäßwand ist in vielen Fällen

wesentlichen Beitrag zur Aufklärung der Urs

Erkrankungen leisten. Von besonderer klinischer Bedeutun

Endothelfunktion, welche innerhalb der letzten Jahre für viele 

Risikofaktoren und Gefäßerkrankungen intensiv 

U ver

U pathogenen Gefäßalterationen, welch

Dysfunktion führen, bei praktisch allen kardiovasku

 

Zusammenfassung 
 

Kardiovaskuläre Erkrankungen zählen nach wi

Todesursachen in den westlichen Industrieländern. Funktionsstörungen in 

der Gefäßwand sind bei diesen Krankheiten oft als initiale 

pathophysiologische Mechanismen festzustellen. ie Charakterisierung der 

Interaktionen 

 unklar und kann einen 

achen kardiovaskulärer 

g ist die 

untersucht worden ist. 

schiedenen molekularen 

e zu einer endothelialen 

lären Risikofaktoren mit 

einer verminderten NO-Verfügbarkeit assoziiert. Die Endotheldysfunktion ist 

in der Regel nicht auf eine Beeinträchtigung der endothelabhängigen 

Vasodilatation beschränkt, sondern betrifft ebenso die Regulation der 

Leukozytenadhäsion und -infiltration, sowie der Thrombozytenadhäsion und 

–aggregation, was zu einem proinflammatorischen und prothrombotischen 

Phänotyp führt. 

Endotheliale Schlüsselfunktionen, wie die Freisetzung von NO, PGI

nter klinischen Gesichtspunkten sind die 

rsachen von 

2 und 

EDHF sind Ca -reguliert. Die intrazellulären Ca2+ 2+-Mobilisierung kann im 

Endothel über die Freisetzung von Ca2+ aus intrazellulären Speichern des ER 

oder über die Aktivierung Ca2+-permeable Kationenkanäle erfolgen. Die 

Charakterisierung der Ca2+-permeablen Kationenkanäle am Endothel ist 

bislang unzureichend. Es gibt einzelne indirekte Hinweise darauf, dass die 

Funktion der die Ca -Homöostase regulierenden Ionenkanäle bei 2+
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Angiogeneseprozessen eine Rolle spielen könnten. Im Rahmen dieser Arbeit 

wurde untersucht, welche Vertreter der TRP-Kationenkanäle im Endothel 

funktional exprimiert und in die Kalziumhomöostase involviert sind und ob 

diese Kanäle bei pathophysiologischen Prozessen wie der arteriellen 

Hypertonie eine Rolle spielen. 

    

In der vorliegenden Studie wurden elektrophysiologische und vaskulär-

iologische Untersuchungen an Gefäßpräparaten mit intaktem Endothel 

urchgeführt. Durch die Kombination von patch-calmp und single-cell RT-

hel konnte ein 

alziumpermeabler, nicht-selektiver Kationenkanal der TRPV-Familie 

entifiziert werden, der aufgrund seiner Kalziumleitfähigkeit an der 

ndothel-vermittelten Vasodilatation beteiligt ist. In 

uoreszenzmikroskopischen Untersuchungen an isolierten Endothelzellen 

urde festgestellt, dass die pharmakologische und physikalische Stimulation 

on TRPV4 zu einer Erhöhung der [Ca2+]i führt, welche über die Aktivierung 

er eNOS und nachfolgender NO-Freisetzung eine Vasodilatation an 

olierten Segmenten der ACC auslösen kann. Weiterhin konnte gezeigt 

erden, das TRPV4 an der flussinduzierten Vasodilatation beteiligt ist und 

ls endothelialer Mechanosensor für hämodynamische Veränderungen 

ngieren kann. Untersuchungen an hypertensiven SHR-Ratten ergaben eine 

tark reduzierte TRPV4-Funktion und Expression im Vergleich zu 

ormotensiven WKY-Tieren. Insgesamt konnte in dieser Studie gezeigt 

erden, dass der Ionenkanal TRPV4 den bei der endothelialen 

echanotransduktion wichtigen intrazellulären Kalziumeinstrom ermöglicht 

nd somit die Vasoreaktion auf  hämodynamische Veränderungen regulieren 

ann. Anhand der Untersuchungen am Hypertoniemodell kann davon 

usgegangen werden, dass TRPV4 eine Bedeutung in der mit dem 

rankheitsbild der Hypertonie einhergehenden endothelialen Dysfunktion 

kommt. 
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4.1 Endotheliale TRPV4 

bwohl TRPV4 zunächst als rein osmosensorischer Kanal beschrieben 

wurde, erbrachte die intensive Forschungstätigkeit von Nilius und anderen 

ass auch andere physikalische Stimuli TRPV4 aktivieren 

önnen. Insbesondere die Entdeckung des synthetischen Agonisten 4αPDD 

schritt in der funktionalen Charakterisierung des 

anals. Der Phorbol-Ester 4αPDD führt zu einer starken, direkten und 

ation auf die Kanalaktivität deckt sich mit den an TRPV4-

 
O

Arbeitsgruppen, d

k

erbrachte großen Fort

K

spezifischen Aktivierung von TRPV4 (Nilius, 2003). Das nahe verwandte 

Phorbol-Derivat PDDHV, ein potenter Aktivator von TRPV1, führte in inside-

out patches hingegen nicht zu einer TRPV4-Aktivierung (Nilius, 2003) und 

auch die Stimulation mittels des strukturell sehr ähnliche PKC-Aktivators 

PMA in TRPV4-transfizierten HEK-293 Zellen hatte keinen aktivierenden 

Effekt. 

Die elektrophysiologischen Eigenschaften des Kanals, welche innerhalb 

dieser Arbeit nach 4αPDD-Applikation am intakten Endothel der ACC 

gemessenen wurden, stimmen mit den Daten von anderen Arbeitsgruppen 

hinsichtlich Kinetik, Selektivität und Leitfähigkeit gut überein (Nilius, 2004; 

Watanabe, 2003, Voets, 2002). Obwohl die Untersuchungen anderer 

Arbeitsgruppen in den meisten Fällen an TRPV4-überexprimierenden 

Zellkulturen durchgeführt wurden und Daten von elektrophysiologischen 

Messungen am intakten Endothel nicht vorliegen, ist der nach 

pharmakologischer Aktivierung des Kanals beobachtete transiente 

Einwärtsstrom mit moderater Auswärtsrektifizierung im positiven 

Potentialbereich mit den Messungen anderer Arbeitsgruppen identisch 

(Nilius, 2003). Auch der beobachtete Effekt der extrazellulären 

Kalziumkonzentr

überexprimierenden Zellen beschriebenen Ergebnissen anderer 

Arbeitsgruppen. Unter kalziumfreien Bedingungen sind TRPV4-

Einwärtsströme stabil und Auswärtsströme in ihrer Rektifizierung weniger 

stark ausgeprägt, was auf eine kalziumabhängige Regulation von TRPV4 

schließen lässt. Diese Regulation der Kanalaktivität scheint unter 

physiologischen Gesichtspunkten sinnvoll, da sich der Kalziumeinstrom 

somit selbst limitiert und ein möglicher Zusammenbruch der 
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Kalziumhomöostase nach repetetiver TRPV4-Stimulation verhindert wird. 

Neben den durch den pharmakologischen Aktivator 4αPDD induzierten 

Strömen konnten charakteristische TRPV4-Ströme nach Stimulation mit 

Hitze, Reduktion des pH-Werts und der Osmolarität des extrazellulären 

Mediums beobachtet werden. Diese von ihrer physikalischen Natur her 

erst unterschiedlichen TRPV4-Stimuli sind an verschiedenen Geweben 

 von TRPV4 führt nicht zu einer drastischen Veränderung des 

ellpotentials. Dies war überraschend, da die Aktivierung von Ionenkanälen 

 Endothel in der Regel einen weitaus größeren Einfluss auf das 

ellpotential hat. So führt beispielsweise die Öffnung weniger 

äuß

und Zellkultursystemen hinreichend untersucht worden (Liedtke, 2005; 

Nilius, 2001; Strotmann, 2000). Die TRPV4-Aktivierung durch 

hypoosmotischen Stress wurde von Fernandez und Nobles (2002) an 

humanen bronchialen Endothelzellen mit einer nachgeschalteten 

Aktivierung von Bk-Kanälen in Verbindung gebracht. Es wird vermutet, dass 

dieser Mechanismus der TRPV4-Aktivierung über die PLA2-katalysierte 

Umsetzung von Arachidonsäuren (AA) zu Epoxyeicosatriensäuren (EET`s) 

erfolgt, während die der TRPV4-Aktivierung durch andere Stimuli zugrunde 

liegenden Mechanismen unklar sind.  

 

4.2 Veränderungen des Zellpotentials 
 

Jeder Austausch von Ladungen über die Grenze der Zellmembran hinaus, 

wie sie aufgrund der physiologischen Konzentrationsgradienten zwischen 

Intra- und Extrazellulärraum durch die Öffnung von transmembranären 

Ionenkanälen initiiert wird, führt zu einer Veränderung des Zellpotentials. 

Die Größe der Potentialänderung ist u.a. von der Ionenselektivität, der 

Leitfähigkeit und der Anzahl der aktivierten Kanäle abhängig. Entsprechend 

kann die Öffnung eines Kationenkanals hyper- oder depolarisierend auf die 

Zelle wirken. Die Veränderung des Zellpotentials hat in Endothelzellen, wie 

am Beispiel der Agonisten-induzierten, IP3-vermittelten Freisetzung aus 

intrazellulären Speichern gut nachvollzogen werden kann, weitreichende 

Konsequenzen für die intrazelluläre Signalgebung. Die pharmakologische 

Aktivierung

Z

im

Z
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kalziumaktivierbarer Kaliumkanäle zu einer starken Hyperpolarisiation, wie 

ie an intakten Endothelzellen der ACC der Ratte nach Stimulation mit ACh 

er Kationeneinwärtsstrom bei einem Haltepotential von -80 mV nach 

3

s

beobachtet werden kann. Diese Hyperpolarisation ist notwendig um den 

nach Speicherentleerung auftretenden Kalziumeinstrom elektrochemisch zu 

stabilisieren, da sich dieser ansonsten aufgrund seines depolarisierenden 

Effekts selbst limitieren würde. Applikation von 4αPDD führte am intakten 

Endothel der Ratte zu einer moderaten biphasischen Änderung des 

Membranpotentials. Auf eine initiale Depolarisation folgt eine transiente 

Hyperpolarisation. Diese Hyperpolarisation tritt unter kalziumfreien 

Bedingungen nicht auf. Da TRPV4 ein nicht-selektiver, für Kalzium- und 

Natriumionen permeabler Ionenkanal ist, kann die Depolarisation unter 

kalziumfreien Bedingungen nur auf einen Na+-Einstrom zurückzuführen 

sein. Diese Vermutung wird dadurch gestützt, dass ein depolarisierend 

wirkend

Applikation des impermeablen Kations NMDG+ nicht mehr auftritt. Weiterhin 

legen diese Beobachtungen die Vermutung nahe, dass TRPV4 nicht als 

speicherregulierter Kalziumeinstromkanal im Endothel fungieren kann, da 

eine Kanalaktivierung nach Entleerung intrazellulärer Kalziumpools in der 

Regel mit drastischen Veränderungen des Zellpotentials einhergeht. Es 

erscheint ebenfalls unwahrscheinlich, dass ein PLC-abhängiger 

Aktivierungsmechanismus existiert, wie er für verschiedene TRP-Kanäle 

postuliert wurde. Eine G-Protein gekoppelte Rezeptoraktivierung, wie sie 

beispielsweise nach Stimulation mit ACh auftritt,  verursacht über die PLC 

katalysierte Umsetzung von PIP2 zu DAG und InsP3 einen drastischen 

Anstieg der [Ca2+]i auf Werte von 600 – 1000 nmol/l. Diese intrazelluläre 

Kalziumkonzentration führt zu einer maximalen Aktivierung von 

kalziumaktivierbarer Kaliumkanäle (IK, SK, BK) und somit zu einer starken 

Hyperpolarisation des Endothels.  

 

4.3 Erhöhung der intrazellulären Kalziumkonzentration [Ca2+]i
 

In einer Vielzahl von nicht-erregbaren Zellen wird die Agonisten-induzierte 

Kalziumerhöhung durch die Kalziumfreisetzung aus IP -sensitiven Speichern 
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eingeleitet und durch einen nachfolgenden Einstrom von extrazellulärem 

Kalzium aufrechterhalten (Berridge und Galione, 1988; Clapham, 1995). 

Auch an Endothelzellen konnte gezeigt werden, dass der rezeptorvermittelte 

initiale Anstieg der intrazellulären Kalziumkonzentration nach Stimulation 

mit Thrombin (Jaffe, 1987), Histamin (Pollock, 1988) oder Bradykinin (Freay, 

1989) und die Agonisten-induzierten Kalziumoszillationen (Jacob, 1991) 

durch Kalziumfreisetzung aus IP3-abhängigen Speichern erfolgen.  

Die fluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen an isolierten 

Endothelzellen der thorakalen Aorta der Ratte (RCAEC) zeigten nach 

pharmakologischer TRPV4-Aktivierung eine Erhöhung der [Ca2+]i um 150 – 

200 nmol/l. Vergleichbare Konzentrationsanstiege des intrazellulären 

Kalziumspiegels wurden nach Stimulation mit Hitze, pH-Wert und 

hypoosmotischem Stress beobachtet. Es ist denkbar, dass diese im Vergleich 

zu der Agonisten-induzierten, IP3-vermittelten Kalziumfreisetzung aus 

Speicherorganellen relativ geringe Erhöhung der intrazellulären 

alziumkonzentration nicht ausreicht um kalziumaktivierbare Kaliumkanäle 

(K ) wie den iK und/oder sK ausreichend stark zu aktivieren und somit nur 

 „current-clamp“ Modus beobachtet 

untersuchten Gefäßen der Ratte zu einer starken Vasodilatation. Diese 

K

Ca

eine schwache Zellhyperpolarisation im

werden konnte. Diese Hypothese erscheint unter Betrachtung der EC50 für 

die KCa von ca. 400 nmol/l Kalzium plausibel. Weiterhin ist unklar, wie der 

Kalziumeinstrom innerhalb der Zelle lokalisiert ist. Eine genaue Bestimmung 

des lokalen Konzentrationsverlaufs war im Rahmen dieser Arbeit aus 

technischen Gründen nicht möglich.  

 

4.4 Mechanosensitiver Kalziumeinstrom 
 
Konkrete Hinweise auf eine Beteiligung des TRPV4-vermittelten 

Kalziumeinstroms an der flussinduzierten Vasodilatation ergaben sich 

anhand der Vasoreagibilitätsmessungen. Die Erhöhung der 

Wandschubspannung (WSS) führt in Widerstandsgefäßen verschiedener 

Spezies zu einer Vasodilatation (Pyke, 2005; Segal, 2005; Watanabe, 2005). 

Sowohl die über erhöhte Perfusionsraten als auch die über Erhöhung der 

Viskosität des Perfusionspuffers erreichte Steigerung der WSS führte in den 
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konnte durch Zugabe des spezifischen TRPV-Blockers Ruthenium-Red (RuR) 

zum Perfusionspuffer fast vollständig unterdrückt werden. Zusätzlich konnte 

in patch-clamp Experimenten durch vorsichtiges Heranführen einer 

Glaskapillare an das Endothel ein shear-stress induzierter Strom nach 

Stimulation mittels eines definierten, auf die Zelloberfläche applizierten 

Flüssigkeitsstroms induziert werden (Daten nicht gezeigt).  

Bislang konnten Kalziumströme wegen der Überlagerung durch den 

gleichzeitig aktivierten hyperpolarisierenden Kaliumausstrom und wegen der 

geringen absoluten Stromgröße in Ganzzellstromableitungen nicht registriert 

werden. Die im Rahmen dieser Studie unter Ausschluss von Kaliumströmen 

durchgeführten Untersuchungen mit physiologischen 

Kalziumkonzentrationen führten nach pharmakologischer TRPV4-

Aktivierung zu einer biphasischen Änderung des Membranpotentials.  

In Experimenten mit sehr niedriger extrazellulärer Kalziumkonzentration 

konnte ebenfalls eine Depolarisation ausgelöst werden. Dieser Effekt konnte 

nicht durch eine Entleerung der intrazellulären Speicher hervorgerufen 

worden sein, da durch Zugabe von ATP, welches zur Kalziumfreisetzung aus 

intrazellulären Speichern führt (Carter und Ogden, 1992) und keinen 

direkten Effekt auf kalziumaktivierte Kaliumkanal hat, nach Stimulation 

noch TRPV4-Ströme aktiviert werden konnten. 

 

Die Vermutung, dass der Kalziumeinstrom TRPV4 vermittelt ist, wurde 

durch die Beobachtung gestützt, dass TRPV-Kanäle durch RuR blockiert 

wurden. Da RuR jedoch eine nicht-spezifische Blockersubstanz ist, welche 

neben TRPV-Kanälen auch die Kalziumfreisetzung aus Ryanodin-sensitiven 

Pools inhibiert (Jones, 2005) konnte allein durch den RuR-Block der shear 

stress-induzierten TRPV4-Aktivierung nicht auf einen extrazellulären 

Kalziumeinstrom geschlossen werden. Inhibition der Ryanodin-sensitiven 

peicher durch hohe Konzentrationen von Ryanodin (≥ 50 µmol/l) führten 

jedoch nicht zu einer Verminderung der Zelldepolarisation und in shear-

Kalziumeinstrom ermöglichen, genau zu identifizieren. 

S

stress Experimenten an isolierten Gefäßsegmenten nicht zu einer 

Verminderung der Vasodilatation. Es bedarf jedoch spezifischerer 

Blockersubstanzen, um sämtliche Kanäle, die den shear stress-induzierten 
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4.4.1 Intrazellulärer Kalziumspeicher 
 
Durch Entleerung der Speicher mit tBHQ konnte an Endothelzellen gezeigt 

werden, dass die shear stress-induzierte Erhöhung der intrazellulären 

Kalziumkonzentration von einer Freisetzung aus intrazellulären Speichern 

abhängig ist (Hoyer, 1997). In der vorliegenden Studie konnte jedoch keine 

Beteiligung von IP3-sensitiven Speichern nachgewiesen bzw. durch Blockade 

des Synthesewegs mit Neomycin und des IP -Rezeptors mit Heparin selbst 3

ausgeschlossen werden. Dies war überraschend, da durch  an 

An Endothelzellen konnten neben IP -sensitiven Kalziumspeichern auch 

Ryanodin-sensitive Kalziumspeicher nachgewiesen werden (Lesh, 1993; 

Eine Beteiligung von Ryanodin-sensitiven Speichern an der shear stress-

Aktivierung von mechanosensitiven Kationenkanälen wird von  Laskey  

eisetzung aus diesen Speichern 

urch Kalzium selbst ausgelöst und kann bereits durch geringe 

shear stress

Endothelzellen von menschlichen Nabelschnurvenen nach 30 sec ein Anstieg 

der intrazellulären IP3-Konzentration ausgelöst werden konnte (Nollert, 

1990). An aortalen Endothelzellen der Ratte ist ein solcher shear stress-

induzierter IP3-Anstieg bisher nicht beschrieben worden, so dass hier 

möglicherweise speziesabhängige und durch die Gefäßart bedingte 

Unterschiede in der shear stress-induzierten IP3-Erhöhung bestehen.  

3

Ziegelstein, 1994; Wang, 1995). In der vorliegenden Studie konnte durch 

Zugabe von Ryanodin, welches in Konzentrationen von mehr als 10 µmol/l 

den Kalziumkanal am Ryanodinrezeptor der Speicher blockiert (Meissner, 

1986; Xu, 1996; Nelson, 1995), gezeigt werden, dass die shear stress-

induzierte Aktivierung von TRPV4 nicht von der Kalziumfreisetzung aus 

Ryanodin-sensitiven Speichern abhängig war.  

(1992) beschrieben. Demnach wird die Fr

d

intrazelluläre Kalziumerhöhungen bzw. durch einen Kalziumeinstrom in die 

Zelle hervorgerufen werden. Vorstellbar ist, dass ein shear stress-induzierter 

Kalziumeinstrom durch die mechanosensitiven Kationenkanäle eine 

kalzium-induzierte Kalziumfreisetzung (calcium-induced calcium release - 

CICR) induziert.  

Bezogen auf die mechanosensitiven Kationenkanäle könnte eine zeitliche 

Modulation und Entstehung von intrazellulären 
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Kalziumkonzentrationsanstiegen durch die transiente Adaptation der Kanäle 

(Hamill und McBridge, 1992) mit nachfolgend wieder restituierter 

Mechanosensitivität erklärt werden. 

 
Die Erhöhung der intrazellulären Kalziumkonzentration stellt einen 

wichtigen Signaltransduktionsmechanismus dar, mit dem die zelluläre 

llation 

enkanälen durchgeführt und 

ie intrazelluläre Signaltransduktion nicht näher untersucht (Helmlinger, 

Antwort verschiedenster Gewebe reguliert wird (Berridge, 1993; Thomas, 

1995; Clapham, 1995). Insbesondere an Endothelzellen werden durch 

Agonisten intrazelluläre Kalziumkonzentrationsanstiege ausgelöst, die in 

Form, Frequenz und Amplitude denen shear stress-induzierter 

Kalziumoszillationen vergleichbar sind (Sage, 1989; Jacob, 1988; Laskey, 

1992). An primär kultivierten Endothelzellen der Rinderaorta konnten 

Helmlinger und Mitarbeiter (1996) shear stress-induzierte Kalziumoszi

nachweisen, die in ihrer Kinetik ebenfalls den Messdaten dieser Studie 

entsprachen. Zusätzlich wurde auch gezeigt, dass shear stress einen Anstieg 

der intrazellulären Kalziumkonzentration auslöst. In der Untersuchung 

wurde vermutet, dass der Anstieg auf einem Kalziumeinstrom in die Zelle 

beruht, da die shear stress-induzierten Effekte durch Lanthanionen (La3+) 

blockiert werden konnten. Es wurden jedoch in dieser Studie parallel keine 

elektrophysiologischen Untersuchungen von Ion

d

1996).  

 

4.4.2 Mechanosensitiver Kalziumeinstrom an isoliert perfundierten 
Arterien 

 
Untersuchungen am Endothel von Gefäßstreifen waren bisher nicht 

durchgeführt worden. Jedoch konnte an isolierten, perfundierten Arterien 

der Ratte ein Fluss-induzierter Anstieg der endothelialen 

Kalziumkonzentration auf Werte von bis zu 400 nmol/l nachgewiesen 

werden (Falcone, 1993). Die Kalziumanstiege bzw. Kalziumoszillationen 

einzelner Endothelzellen konnten dabei nicht erfasst werden, da aus 

technischen Gründen eine Abgrenzung einzelner Endothelzellen an Gefäßen 

mit einer umgebenden muskulären Gefäßwand nicht möglich war.  
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In einer Studie an venösen Kapillaren von isolierten, mit Blut perfundierten 

Kalziumoszillationen wurden durch interzelluläre Kalziumwellen auf die 

 

die Perfusion für 10 min gestoppt wurde. Die Untersuchung konnte eine 

neue Dimension der endothelialen Signaltransduktion aufzeigen und es 

gemessenen intrazellulären Kalziumkonzentrationen entsprechen den an 

Muskelarteriolen (Falcone, 1993) und venösen Kapillaren (Ying, 1996) 

on  

Vasoregulation ist, im Gegensatz zur Bedeutung der Ionenkanäle bei der 

Lungen der Ratte konnten einzelne Endothelzellen fluoreszenzmikroskopisch 

untersucht werden. Die Messung der intrazellulären Kalziumkonzentration 

solcher nicht durch Agonisten stimulierten Endothelzellen zeigte, dass an 

Kapillaren sogenannte Schrittmacherendothelzellen vorhanden sind, die 

spontane Kalziumoszillationen aufweisen (Ying, 1996). Diese 

benachbarten Endothelzellen übertragen, die durch Entkoppelung der 

interzellulären Verbindungen (`gap junctions´) mit Heptanol unterbrochen 

werden konnten. Dabei beruhten diese Kalziumoszillationen in den 

Schrittmacherzellen auf einer Kalziumfreisetzung aus intrazellulären

Kalziumspeichern. Die Mechanosensitivität dieser Kalziumoszillationen 

wurde nicht genauer untersucht, aber die Oszillationen persistierten, wenn 

konnte ein Mechanismus für eine Signalübertragung entlang eines Gefäßes 

(Ying, 1996; Balke, 1996) postuliert werden. Somit konnten die in der 

Untersuchung von Helmlinger und Mitarbeitern (1996) und in der 

vorliegenden Studie beobachteten Kalziumanstiege auch am intakten, 

perfundierten Gefäßsystem gezeigt werden, ohne dass jedoch eine spezifische 

Mechanosensitivität nachgewiesen wurde. Die in der vorliegenden Studie 

gemessenen Kalziumkonzentrationen von 35 - 50 nmol/l an unstimulierten 

und 200 - 400 nmol/l an stimulierten Gefäßenendothelzellen. Es bleibt 

unklar, inwieweit die Ergebnisse von Untersuchungen am venösen 

Niederdruckkapillarsystem auf die Signaltransduktion arterieller 

Gefäßendothelzellen übertragbar sind. 

 

4.5  Funktionelle Bedeutung von TRPV4 für die endotheliale 
Vasoregulati

 
Die Funktion von endothelialen Ionenkanälen bei der Fluss-induzierten 
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Regulation der Endothelfunktion nach Agonistenstimulation, weniger gut 

aufgeklärt. Es wurde bereits von Lansman und Mitarbeitern (1987) 

postuliert, dass mechanosensitive Kationenkanäle als endotheliale 

echanosensoren fungieren können. Es wurde aufgrund ihrer 

als endothelialer Mechanosensorer, der einen mechanischen bzw. 

ämodynamischen Reiz wahrnehmen und mit einer Aktivierung oder 

 der 

Reizstärke angepasst werden kann. Gleichfalls wird der mechanische Reiz in 

für den 

Kalziumeinstrom ermöglicht. Diese Aktivierung von kalziumaktivierten 

M

Kalziumpermeabilität angenommen, dass sie den Fluss-induzierten 

Kalziumeinstrom leiten. Zusätzlich können shear stress-aktivierte 

Kaliumkanäle eine Zellhyperpolarisation bewirken (Oleson, 1988). Jedoch 

konnten diese Untersuchungsergebnisse am nativen Endothel bis vor 

kurzem nicht festgestellt werden.  

In der vorliegenden Studie konnten ein neuartiger mechanosensitiver Kanal 

am intakten Endothel der Arteria carotis communis der Ratte nachgewiesen 

und charakterisiert werden. In druckmyographischen Experimenten wurde 

gezeigt, dass durch den mechanosensitiven Kationenkanal TRPV4 ein 

signifikanter Kalziumeinstrom erfolgt, welcher eine NO-vermittelte 

Vasodilatation auslöst. Weiterhin konnte ein Zusammenhang zwischen der 

verminderten Endothelreaktion auf hämodynamische Stimulierung und 

einer reduzierten TRPV4-Funktion und Expression bei experimenteller 

Hypertonie nachgewiesen werden.  

Aus den bisher veröffentlichten Untersuchungen und den eigenen Daten 

lässt sich folgendes Modell zur Regulation der Gefäßendothelfunktion durch 

TRPV4-Ionenkanäle entwickeln: Der mechanosensitive Ionenkanäle TRPV4 

fungiert 

h

Änderung der Kanalaktivität reagiert, wobei die Kanalaktivität graduell

ein intrazelluläres Signal transformiert, nämlich in einen Kalziumeinstrom 

mit einer zumindest submembranösen Erhöhung der intrazellulären 

Kalziumkonzentration. Dieser Kalziumeinstrom kann über eine Aktivierung 

der eNOS eine Endothel-vermittelte Vasodilatation auslösen.  

Der Anstieg der intrazellulären Kalziumkonzentration führt unter anderem 

zu einer Aktivierung von kalziumaktivierten Kaliumkanälen. Der 

Kaliumausstrom reguliert durch die Hyperpolarisation die Zellfunktion, 

indem er die Triebkraft bereitstellt und den Ladungsausgleich 
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Kaliumkanälen kann zusätzlich durch vasoaktive Substanzen wie NO oder 

freie Sauerstoffradikale, die u.a. vom Endothel unter shear stress freigesetzt 

werden, aktiviert oder blockiert werden. So können diese Substanzen die 

Empfindlichkeit des Endothels für Änderungen der Hämodynamik 

modulieren.  

Die Zellhyperpolarisation könnte zusätzlich durch andere, nicht-

kalziumaktivierte Kaliumkanäle hervorgerufen werden. Zum einen können 

mechanosensitive Kaliumkanäle, wie sie am Rattenendothel nachgewiesen 

wurden, durch hämodynamische Reize aktiviert werden und durch den 

Kaliumausstrom die Zelle hyperpolarisieren. Zum anderen können 

einwärtsrektifizierende Kaliumströme, die möglicherweise durch shear stress 

aktiviert werden (Jacobs, 1995), das Zellpotential zu negativeren Werten 

verschieben. Dabei kann die shear stress-Antwort der Zelle durch vasoaktive 

Substanzen moduliert werden, indem z. B. Angiotensin II und Vasopressin 

den einwärtsrektifizierenden Kanal partiell oder vollständig blockieren 

(Hoyer, 1991) und somit die shear stress-induzierte Hyperpolarisation 

verändern oder inhibieren.  

Die Modulation der TRPV4-Funktion kann im Gefäßsystem ein sinnvoller 

Mechanismus der Endothelzellen zur Aufrechterhaltung ihrer 

Stimulierbarkeit sein, da die Endothelzellen dauerhaft den, mit dem 

Blutstrom assoziierten hämodynamischen Kräften wie shear stress 

ausgesetzt sind. Zur Feinregulation der Zellantwort kann die Signalfrequenz 

über die Regulation der TRPV4-Expression geändert werden, ohne dass eine 

starke Entleerung der Kalziumspeicher notwendig ist. Eine fehlende 

Regulation der TRPV4-Expression würde bei stärkeren oder andauernden 

Stimuli zu einem anhaltenden, starken Kalziumeinstrom führen. Während 

solcher Stimulationsphasen wäre das Endothel jedoch unempfindlich für 

andere Agonisten, deren Wirkung ebenfalls an eine kalziumvermittelte 

ignaltransduktion gekoppelt ist.  

 

4.6 Mechanosensitive Ionenkanäle und arterieller Hypertonie 

S

 
Untersuchungen zur Veränderung endothelialer Ionenkanäle bei Hypertonie 

lagen bisher nicht vor. Auch an anderen Zellen des kardiovaskulären 
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Systems, wie z.B. glatten Gefäßmuskelzellen, wurden Veränderungen von 

mechanosensitiven Kanälen bisher nicht untersucht.  

In der vorliegenden Studie konnte gezeigt werden, dass die Expression von 

TRPV4 bei experimenteller Hypertonie stark reduziert ist. Entsprechend ist 

die pharmakologische Aktivierbarkeit dieses kalziumpermeablen 

Kationenkanals am Endothel hypertensiver Ratten im Vergleich zu 

normotensiven Kontrolltieren stark reduziert. Jedoch bedarf es einer 

differenzierten Betrachtung der Kanalveränderungen bei den verschiedenen 

Hypertoniemodellen. 

Zunächst zeigt die nahezu unveränderte Intensität der ACh-induzierten 

Vasodilatation bei adulten SHR zwischen der 14. und 18. Lebenswoche, dass 

die Gefäß- bzw. Endothelfunktion in diesem Stadium der Pathogenese noch 

erhalten ist. Zusätzlich war nicht nur die NO-vermittelte Vasodilalation, 

sondern auch die EDHF-mediierte Signalgebung bei SHR und WKY 

annähernd gleich. Dies deutet darauf hin, dass zwischen normotensiven und 

hypertensiven Tieren zu diesem Zeitpunkt keine grundsätzliche 

Beeinträchtigung der Gefäßfunktion vorlag, welche auf eine 

Endotheldysfunktion hinweisen würde.  

rk reduziert. 

In Untersuchungen an isolierten Segmenten der ACC der Ratte am 

Druckmyographen konnte erstmals gezeigt werden, dass TRPV4 an der 

endothel-vermittelten Vasodilatation beteiligt ist. Die Aktivierung von TRPV4 

führt im Endothel der Ratte zu einer Erhöhung der [Ca2+]i, welche über 

Aktivierung der NO-Synthase eine NO-vermittelten Vasodilatation auslöst.   

 

 

4.6.1 Verminderte TRPV4-Funktion und Expression an der Arteria 
carotis communis von spontan hypertensiven Ratten 

 
Die TRPV4-Funktion bei adulten spontan hypertensiven Ratten ist 

gegenüber den normotensiven WKY-Kontrolltieren sta

Demgegenüber wies die Kanalfunktion zwischen jungen prähypertensiven 

SHR und jungen WKY keinen Unterschied auf. Dies deutet darauf hin, dass 

die Kanalaktivität nicht vor der Entstehung der Hypertonie, sondern erst bei 

etablierter Blutdruckerhöhung herunterreguliert ist. Unterstützt wird dies 
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durch die Beobachtung, dass die Expression von TRPV4 in SHR-Tieren 

dramatisch reduziert ist. Vergleichende Untersuchungen an normotensiven 

SD- und WKY-Tieren ergaben keine herunterregulierte TRPV4-Expression. 

Somit erscheint die Herunterregulation von TRPV4 am aortalen Endothel 

nicht Ursache, sondern Folge des Bluthochdrucks zu sein. Eine solche 

echanotransduktion bei Hypertonie führen und 

RPV4 kann einen mechanischen Stimulus in einen Kalziumanstieg und 

somit in eine Zellhyperpolarisation transformieren. Da die Zellhypolarisation 

nn die 

Herunterregulation könnte unter Berücksichtigung der postulierten 

Kanalfunktion mit Kalziumeinstrom und sekundärer Vasodilatation als 

kompensatorischer oder gegenregulatorischer Mechanismus angesehen 

werden. Denn eine unveränderte Kanalfunktion würde zu einem gesteigerten 

mechanosensitiven Kalziumeinstrom führen, der eine Freisetzung von NO 

hervorruft. Somit könnte die Herunterregulation des Kanals als protektiver 

Mechanismus interpretiert werden, mit dem das Endothel versucht, die 

Zellen durch eine Desensitivierung vor einer Schädigung durch erhöhten 

shear stress zu schützen.  

Dieses Fehlen der Kanalhochregulation und somit des postulierten 

kompensatorischen, protektiven Mechanismus könnte zu einer pathologisch 

veränderten endothelialen M

zu einer endothelialen Dysfunktion beitragen.  

Die Funktion von TRPV4 war bei SHR im Vergleich zu WKY dramatisch 

herunterreguliert, während die Kanalfunktion zwischen den jungen Tieren 

beider Rattenstämme und den adulten WKY nicht signifikant 

unterschiedlich war. Wie bereits dargelegt, kann der Verlust der 

Kanalfunktion, welcher nur bei den adulten SHR auftrat, am ehesten als 

eine Folge der Blutdruckerhöhung angesehen werden. Molekularbiologische 

bzw. elektrophysiologische Untersuchungen an Widerstandsgefäßen, wie 

beispielsweise Mesenterialarterien, konnten nicht durchgeführt werden, da 

die für die Untersuchung von TRPV4 notwendige Isolierung von 

Endothelzellen an den Mesenterialarterien wegen der geringen 

Materialmenge nicht möglich war. 

T

die endothelabhängige Vasodilatation fördert, ka

Kanalherunterregulation bei SHR ebenfalls als ein gegenregulatorischer 

Mechanismus bei Hypertonie angesehen werden.   
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Insgesamt kann aus den Ergebnissen dieser Untersuchungen gefolgert 

werden, dass bei Hypertonie eine Herunterregulation des mechanosensitiven 

annt, das die Agonisten-induzierte endotheliale 

echanotransduktion und die shear 

 

nenkanäle. Dann könnte bei Ratten mit sekundärer Hypertonie 

ifferenziert über die Blockade der einzelnen Kanalsubtypen untersucht 

ind.  

Zusammenfassend weisen die Untersuchungen bei experimenteller 

Endothel vor einer Schädigung durch permanenten Kalziumeinstrom 

TRPV4-Kanals auftritt, die im Sinne eines protektiven Schutzmechanismus 

des Endothels vor einer permanenten shear stress-induziert 

Kanalaktivierung verhindern könnte. Entsprechend konnte eine verminderte 

endothelabhängige Vasodilatation oder endotheliale Freisetzung von NO an 

einigen SHR beobachtet werden. Zu einer solchen Veränderung bei der Fluß- 

oder shear stress-induzierten Vasodilatation liegen bisher keine Daten vor. 

Es ist auch bek

Vasodilatation bei experimenteller Hypertonie gestört ist (Konishi und Su, 

1983; Dohi, 1990; Dominiczak und Bohr, 1995).  

Koller und Mitarbeiter (1994 und 1995) konnten an perfundierten Arteriolen 

von SHR im Vergleich zu WKY eine verminderte Fluß-induzierte 

Vasodilatation nachweisen. Diese verminderte Fluß-induzierte Vasodilatation 

der Arteriolen könnte durch eine reduzierte Kanalexpression und einer damit 

einhergehenden pathologischen Mechanosensitivität des Endothels 

hervorgerufen worden sein. An adulten SHR-Tieren ist die TRPV4-Expression 

vermindert, wodurch die endotheliale M

stress- oder Fluß-induzierte Vasodilatation gestört sein könnten.  

Da jedoch die shear stress-vermittelte Vasodilatation nicht ausschließlich 

auf die Aktivierung von TRPV4-Kanälen zurückzuführen ist bedürfte es, um 

diese These experimentell zu stützen, bisher nicht verfügbaren spezifischen 

Blockersubstanzen für sämtliche mechanosensitiven endothelialen

Io

d

werden, inwiefern diese an der Fluß-induzierte Vasodilatation beteiligt s

Hypertonie auf eine neuartige Ursache hin: Bei etabliertem Bluthochdruck 

kommt es zu einer Runterregulation der Kanalexpression und –funktion 

endothelialer TRPV4-Kanäle, was zu einem reduzierten Kalziumeinstrom und 

somit zu einer verminderten Freisetzung von vasodilatierenden Substanzen 

wie NO führt. Eine solche Kanalrunterregulation kann auch als 

gegenregulatorischer Mechanismus interpretiert werden, mit dem das 
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geschützt wird. Dieser Mechanismus könnte an Gefäßen von Ratten mit 

genetisch determinierter Hypertonie gestört sein. Durch eine pathologisch 

veränderte Mechanosensitivität könnte es an diesen Gefäßen zu einer 

verminderten Fluß-induzierten Vasodilatation kommen, wodurch ein 

erhöhter peripherer Widerstand hervorgerufen wird. Zusätzlich ist 

vorstellbar, dass aufgrund einer pathologischen Mechanosensitivität eine 

anhaltend verminderte, Fluß-induzierte Vasodilatation zu einer Schädigung 

der Gefäßwand durch zu hohen shear stress führt und dadurch strukturelle 

Veränderungen der Gefäßwand bei arterieller Hypertonie hervorruft.  
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Zusammenfassung 
 

Das Endothel gilt als hochspezialisiertes Zellsystem, welches über die Ca2+-

abhängige Freisetzung vasokonstriktiv bzw. vasodilatatorisch wirksamer 

Autakoide den Gefäßtonus an die jeweiligen hämodynamischen 

Gegebenheiten anpasst und eine adäquaten Blutversorgung von Organen 

und Geweben aufrechterhält. Im Endothel erfolgt die Regulation der 

r den Ca2+-Einstrom 

kologische 

intrazellulären Ca2+-Mobilisierung u.a. über Ca2+-permeable Kationenkanäle, 

die einen Ca2+-Einstrom aus dem Extrazellulärraum ermöglichen. Eine 

molekularbiologische Charakterisierung de

mediierenden Kanäle im Endothel ist bislang nur unzureichend.  

Im Rahmen dieser Arbeit gelang es, die funktionale Bedeutung des nicht-

selektiven, kalziumpermeablen Kationenkanals TRPV4 unter Verwendung 

vaskulär-biologischer, elektrophysiologischer und molekularbiologischer 

Untersuchungsmethoden im Endothel der Ratte aufzuklären. Mit der in-situ 

Patch-Clamp-Methode, multiplex-Einzelzell-RT-PCR und Ca2+-sensitiver 

Floureszenzmikroskopie konnten endotheliale TRPV4 im nativen Endothel 

der Ratte identifiziert und charakterisiert werden. Pharma

Stimulation von TRPV4 mittels des selektiven Agonisten 4aPDD führte an 

nativen Endothelzellen der Ratte zu einem signifikanten Kalziumeinstrom 

und in Experimente an isoliert perfundierten Arterien zu einer Endothel-

abhängigen Vasodilatation, welche durch den selektiven TRPV-Blocker 

Ruthenium Red (RuR) inhibiert werden konnte. Weiterhin konnte eine 

Aktivierung von TRPV4 durch verschiedene chemische und physikalische 

Stimuli, wie niedrigen pH-Wert, moderate Hitze und hypoosmotische 

Zellschwellung, ausgelöst werden. Erhöhung der Wandschubspannung 

führte in den untersuchten Gefäßen ebenfalls zu einer TRPV4-vermittelten 

Vasodilatation, was auf eine mechanosensitive Funktion des Kanals im 

vaskulären System hinweist. Weiterführenden Untersuchungen am 

Hypertoniemodell zeigten eine verminderte TRPV4-Funktion und Expression 

unter pathophysiologischen Bedingungen. Insgesamt konnte in dieser Studie 

gezeigt werden, dass der Ionenkanal TRPV4 den bei der endothelialen 
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Mechanotransduktion wichtigen intrazellulären Kalziumeinstrom ermöglicht 

und somit die Vasoreaktion auf  hämodynamische Veränderungen regulieren 

kann. Anhand der Untersuchungen am Hypertoniemodell kann davon 

ausgegangen werden, dass TRPV4 eine Bedeutung in der mit dem 

Krankheitsbild der Hypertonie einhergehenden endothelialen Dysfunktion 

zukommt. 
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Summary 
 

Ca2+-influx in response to mechanical or humoral stimulation plays a 

significant role in a variety of endothelial functions and especially in the 

Ca2+-dependent synthesis of endothelial vasodilators such as nitric oxide or 

the endothelium-derived hyperpolarizing factor (EDHF).  Several members of 

the “transient receptor potential” (TRP)-superfamily of cation channels have 

been identified in endothelium of humans a d other species and may 

provide Ca

 n

artery (CA) 

2+-influx pathways. 

However the functional role of TRPV4 in the endothelium is not clear. In this 

study, function and expression of TRPV4 channels in rat carotid 

were characterized by employing in-situ patch-clamp techniques and single-

cell-RT-PCR analysis, measurements of Ca2+-influx through TRPV4, and 

conducted pressure-myograph experiments in CA and small-sized A. gracilis 

to test vasodilatory responses after pharmacological activation of the channel 

by 4αPDD and after increasing wall shear stress (WSS). In pressure-

myograph experiments, it was investigated how TRPV4 contributes to 

endothelium-dependent vasodilatation. Endothelial TRPV4 was activated by 

the selective TRPV4-opener 4α-phorbol-12,13-didecanoate (4αPDD), low pH, 

moderate warmth, and mechanically by hypotonic cell swelling. Activation of 

TRPV4 by 4αPDD increased intracellular [Ca2+]i significantly above basal 

levels. In pressure-myograph experiments intraluminal application of 4αPDD 

caused a robust vasodilatation which was strictly endothelium-dependent 

and was suppressed by the TRPV4-inhibitor ruthenium red. Regarding the 

physiological stimulus for endothelial TRPV4 activation, it was found that 

wall shear stress (WSS)-induced vasodilatation was similiarly blocked by 

RuR and that TRPV4 expression and function is absent in experimental 

hypertension. In conclusion, Ca2+-entry through endothelial TRPV4 channels 

triggers NO-dependent vasodilatation in rat endothelium. TRPV4 channel 

may thus play a pivotal role in endothelial mechanosensing of hemodynamic 

forces and in arterial hypertension. 
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