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1. Einleitung

1.1 Endothelfunktion

Das Endothel kleidet als einzellige Schicht das gesamte Gefafdsystem von der
luminalen Seite aus und wird als das grofsflachigste endokrine Organ des
menschlichen Koérpers angesehen. Seine Gesamtoberfliche entspricht
ungefdhr den Ausmafien von sechs Tennisplatzen uns sein gesamtes
Zellvolumen dem von funf Herzen. Nach seiner Entdeckung im frihen 20.
Jahrhundert (1928) dachte man lange Zeit, das Endothel habe lediglich eine
Barrierefunktion. Die Forschungstéitigkeit 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 erftillt. Fur die
revolutionare Entdeckung, dass Stickstoffmonoxid (NO) eine Schltisselrolle
im Herz-Kreislauf System hat, wurden die Forschungsarbeiten von
Furchtgott, Murad und Ignarro 1998 mit dem Nobelpreis fir Medizin
ausgezeichnet. Heute gilt das Endothel als hoch spezialisiertes Zellsystem,
dessen Funktion bei der Aufrechterhaltung der vaskuldren Homoostase von
der Regulation des Transportes geldster Stoffe tiber die Antigenprasentation
und die Regulation der Blutgerinnung bis hin zur Kontrolle des vaskularen
Wachstums (Angiogenese) reicht. Die wohl wichtigste Aufgabe des Endothels
ist die Modulation des Kontraktionszustandes der glatten GefafSmuskulatur
und damit die Anpassung des GefadfStonus an die jeweiligen
hamodynamischen 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

adaquaten Blutflusses des gesamten Organismus zu.
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1.2 Rolle des Endothels bei der Gefaffitonusregulation

Das Endothel reguliert den Gefafstonus durch die Freisetzung vasoaktiver
Substanzen wie Stickstoffmonoxid (NO, EDRF), Prostazyklin (PGl2) und des
sog. endothelium derived hyperpolarization factor (EDHF)(Pohl, 1986). Es
existieren zahlreiche physiologische Regelkreise, die der Regulation des
GefdfStonus dienen. Lokalisiert an der Grenzflache zwischen Blut und dem
extravasalen Raum fungiert das Endothel als Sensor fiir eine Vielzahl von
Reizen, die Einfluss auf den Gefafitonus haben. Hierzu zdhlen sowohl die
hdmodynamischen Krafte des fliefSenden Blutes wie auch zirkulierende

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

H
* ]
HN  NH, o, HN  N— OH NH,
o, O
WDPH NADPH
" N T N
OH, OH,
+ + . ) +
NH™ “coo NH™ “coo NH;” “coo
L-Arginin N-Hydroxy-L-Arginin L-Citrullin Stickstoff

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 Wassermolekiilen.

Das Endothel vermag es, diese Reize zu detektieren und Uber bestimmte
Signaltransduktionsmechanismen Anderungen des Blutgefadurchmessers
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 fuhrt zu einer
endothelabhéngigen Hyperpolarisierung der glatten GefafSmuskelzellen.
Spannungsaktivierte Kalziumkanédle in den glatten GefdfSmuskelzellen
werden so inaktiviert und es kommt zu einer Relaxierung des GefafSes. Fur
die endotheliale Vasodilatation sind hier der endothelium-derived-relaxing-

factor (EDRF), der dem Stickstoffmonoxid entspricht, Prostazyklin (PGI.),
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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 Aminosaure L-Arginin
gebildet. In einer

komplexen

Tunica adventitia

Tunica media Reaktion

i entsteht es aus
Tunica intima

- Endothelium einem
- Subendothelial connective Stickstoffatom
tissue der
Intemal elastic membrane Aminogruppe
- Smooth muscle cells des L-Arginins
Elastin/collagen fibers und freiem

N e ey Sauerstoff NO.

Abb. 1-2: Gefallquerschnitt der Arteria Carotis Comunis. Die im Vergleich zum Lumen relativ dicke Gefa3iwand
von Arterien besteht aus drei Schichten (v. innen — auflen): die Tunica intima, bestehend aus dem Endothel,
einer diinnen Bindegewebsschicht und der Membrana elastica interna; die Tunica media, bestehend aus
alternierenden Schichten von elastischen Membranen und glatter GefaBmuskulatur und die Tunica adventitia,
bestehend aus einer elastischen Membran sowie fibranosem bzw. lockerem Bindegewebe.

Abb.1-3:

* Wirkumgsweise  von
NO im vaskuldren
System. Physio-
R logische  Konzentra-
OH @p latelet ;e von NO haben
Adhesion im Endothel sowohl

NO2 antithrombotische als
Increased auch

Tissue injury

L a+
}>0N0()-#0NO0H

NOs+ .OH Permeability antiinflammatorische
__ Tissue Injury Wirkung. Zudem
D © @@ & erhsht NO  die
Permeabilitit des
Endothels und

erleichtert so  die
Leukozyteninfiltration.

Smooth Muscle

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

ist die eNOS (NOS III) wirksam. Die Aktivitdt der eNOS wird dabei in erster
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Linie Uber die Konzentration des freien intrazelluldren Ca2* geregelt;

entweder Uber Rezeptor vermittelte Signalkaskaden oder beispielsweise tiber

Scherkrafte am Endothel. Die Produktion von NO durch die eNOS kann Uber

3
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Abb. 1-4: Simultane Aufnahme des Membranpotentials und
der intrazelluliren Kalziumkonzentration [Ca®']; einer
stimulierten Endothelzelle in  Abhéngikeit von der
extrazelluldren Kalziumkonzentration [Ca®']o, (aus Nilius,
1997).

a0 sac V,, constant and 1.5 mhd [1’.3&2“]%I

400 4 A o

[m\/]

]

=150 =

driving force, V- E_
*

Abb. 1-5: Verlauf der ,, Triebkraft (Membranpotential [V,]
— Kalziumgleichgewichtskonzentration [Ec,]) fiir den
Kalziumeinstrom in Abhingigkeit von der extrazelluldren
Kalziumkonzentration [Ca” Joy (aus Nilius, 1997).

einen kompetetiven
Mechanismus durch L-Arginin
Analoga (z.B. N-®w-Mono-
Methyl-L-Arginin, L-NMMA)
inhibiert werden. Das fihrt zu
Erhéhung des Blutdruckes
und Verminderung des
Blutflusses durch Hemmung
der endothelial-vermittelten
Vasodilatation. Die
relaxierende Wirkung von NO
an der glatten
GefafSmuskulatur kommt tiber
die Aktivierung der l6slichen
Guanylatzyklase zustande.

Die Bindung von NO an das

zweiwertige Eisen der
hamhaltigen Untereinheit der
l6slichen Guanylatzyklase
fiuhrt zu einer Konformations-
anderung des benachbarten
katalytischen Zentrums und
damit zu einer Steigerung der
Konversionsrate von GTP zu
cGMP. Der Anstieg des
intrazellularen cGMP fiihrt zu

einer Aktivierung von cGMP-

abhangigen Proteinkinasen, die wiederum die molekularen Mechanismen in

Gang setzen, die Uber eine Absenkung des intrazelluldren Kalziumspiegels

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



Kapitel 1 - Einleitung 11

hemmt =zusatzlich die Aktivierung von Thrombozyten. Endothelzellen
produzieren kontinuierlich das ebenfalls an der endothelialen Vasodilatation
beteiligte Prostazyklin (PGIlz). Prostazyklin wirkt tiber eine Erhéhung der
intrazellularen cAMP Konzentration. Diese fihrt in Thrombozyten zu einer
Aggregationshemmung, an glatten GefdfSmuskelzellen zu einer Relaxation
und somit zur Vasodilatation. Arachidonsaure (AA) ist die Ausgangssubstanz
fur Prostazyklin. Sie selbst ist Bestandteil der Membranphospholipide und
wird durch die kalziumabhangige Phospholipase A (PLAz) aus der
Zellmembran freigesetzt. In einer durch die Cyclooxygenase (COX)
katalysierten Reaktion entsteht zundchst Prostaglandin-Hz, der Vorlaufer
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 erfillt, und die COX-2, die
durch Entziindungsreize aktiviert Entzindungsmediatoren 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 primér in der lokalen GefdfSregulation und Verhinderung
von Thrombenbildung.

Die Hyperpolarisierung des Endothels durch Acetylcholin kann durch hohe
extrazellulare Kaliumkonzentrationen und K*-Kanal Inhibitoren verhindert.
Eine Inhibition der endothelialen NO-Synthase und Cyclooxygenase blockiert
die Aktivitdt von Acetylcholin jedoch nicht vollstdndig. Daraus wurde
geschlussfolgert, dass es eine weitere Substanz, namlich den endothelium-
derived-hyperpolarization-factor (EDHF) geben muss, die fur diese
Acetylcholin induzierte, nicht NO- und nicht Prostazyklin-abhangige
Vasodilatation verantwortlich ist. Obwohl sich viele Forschungsprojekte
intensiv mit der Identifizierung dieses EDHF beschaftigen, konnte bis jetzt
noch keine einheitliche Beschreibung seiner Eigenschaften und
Funktionsweise gegeben werden.

Die Ergebnisse weisen daraufthin, dass EDHF in verschiedenen
Gefafigebieten und verschiedenen Spezies unterschiedliche Substanzen sein
kénnen (Beny, 1999; Feletou, 1999). Auch scheint EDHF in Arteriolen und

Arterien kleineren Durchmessers eine grofdere Bedeutung zu haben, als in
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grofSkalibrigen Arterien (Woolfson, 1990; Nagao, 1992; Shimokawa, 1996;

Urakami-Harasawa, 1997).

1.3 Kalzium-permeable Kationenkanile im Endothel

Einer der wichtigsten sekundaren Botenstoffe ist in nahezu allen Zellen das
Kalziumion (Ca2*). Es ist an der Regulierung von Schlisselprozessen wie
Genexpression, Sekretion, Kontraktion und zelluldren Stoffwechselprozessen

beteiligt.

voltage-gated

2+
Ca”" channels SOCC SACC
Ca™ Gg™ i

K" channels
KV BKCa

vascular smooth

muscle cell PKA ?

7 e
T NO CO EETs 7 ?— 20-HETE = membrane stretch
cAMP-related
vasodilators membrane vasoconstrictors

potential

Abb. 1-6: Ionenkanéle und ihr Einfluss auf den vaskuldren Tonus (aus Jackson, 2000). Gezeigt sind: (links)
Kaliumkandle (K;, — inward rectifier; Karp — ATP-sensitive Kaliumkanile, Ky — spannungsabhingige
Kaliumkanédle und BK¢, — Kalziumabhéngiger Kaliumkanal mit groBer Leitfdhigkeit. (rechts) SOCC
(Speicheroperierter Kationenkanal) SACC (Dehnungsaktivierter Kationenkanal. Die Aktivierung dieser Kanéle
fiihrt zu Anderungen des Membranpotentials und/oder zu einem direkten EinfluB von Kalzium in das Zytosol.

Im Endothel erfolgt die Regulation der intrazelluldren Ca2*-Mobilisierung
Uber mindestens drei wesentliche Mechanismen: 1. Giber die Freisetzung von
Ca2* aus intrazelluldren Speichern, 2. tiber Ca2*-permeable Kationenkanéle,
die einen Ca2?*-Einstrom aus dem Extrazellularraum erméglichen, und 3.
uber die Aktivitdit hyperpolarisierender Kaliumkanéle, die die

elektrochemische Triebkraft flr einen Ca2*-Einstrom  bereitstellen
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(Brakemeier, 2003; Kohler, 2003). Ca2*-permeable Kationenkanéile der
Zellmembran werden nach Rezeptorstimulation und in Abhangigkeit des
Fullungszustandes der intrazelluldren Ca?*-Speicher aktiviert. Thre
Aktivierung ermoéglicht erstens ein Auffiillen der intrazelluldren Speicher und
zweitens die Plateauphase der intrazelluldren CaZ2*-Erhéhung. Diese
gewdhrleistet eine anhaltende Aktivierung von CaZ2*-abhingigen Synthese-

oder Transkriptionsprozessen nach humoraler Stimulation.

ol 2.
& Ca '

vascifar sooth =
munscle coll Cl

——@

----- EEE hyperpolarization depolarization e
- " }" \ L] -
Vasodilatation Vasoconstriction

arieriofe

Abb. 1-7: Chloridkanile und ihr Einfluss auf den vaskuliren Tonus (aus Jackson, 2000). Die Offnung von
Chloridkanélen fiihrt zu einer Depolarisation der glatten GefaBmuskulatur (VSM) und infolge dessen zu einer
Aktivierung spannungsabhingiger Kalziumkandle. Der Kalziumeinstrom bzw. die erhohte intrazelluldre
Kalziumkonzentration veranlasst die glatte GefdBmuskulatur (VSM) zur Vasokonstriktion. Entsprechend fiihrt
die Schlieung von Chloridkanilen zur Vasodilatation.

Neben CaZ2*-permeablen Kationenkandlen ist die Ko-Aktivierung von CaZ2*-
abhdngigen Kaliumkanélen (Kca) nach humoraler Stimulation fir den CaZ2*-
Einstrom wichtig, da diese Kandle einen Ladungsausgleich fir den Ca2*-
Einstrom ermoglichen und das Endothel hyperpolarisieren kénnen. Somit
stellt die Aktivitat dieser Kca die elektrische Triebkraft fiir den Ca2*-Einstrom
bereit, der sich ansonsten aufgrund seines depolarisierenden Effekts selbst

limitieren wtirde (Kohler, 2001). In Saugerzellen wird die Genfamilie der Kca
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in drei Unterfamilien unterteilt: a) Kca mit hoher (hSlo), b) mit intermediarer
(hIK1) und c¢) mit kleiner Leitfdhigkeit (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*-Homoostase  regulierenden  Ionenkandlen  bei  pathologischen
Gefafdalterationen (Angiogeneseprozessen) eine Rolle spielen kénnte. So
scheint z.B. an kultivierten Endothelzellen eine Beteiligung von
speichergesteuerten Ca2*-permeablen Kanalen an endothelialen
Formverdnderungen bzw. an der Endothelzellproliferation vorzuliegen (Grgic,
2005; Kim, 2003; Jiang, 2001). Durch Inhibition dieser Ca2*-permeablen
Kationenkanéle konnten mit Angiogenese assoziierte morphologische
Verdnderungen unterdriickt werden. Bezlglich der indirekt den CaZ2*-
Einstrom regulierenden Kaliumkandle 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?*-abhingigen Kaliumkanals hoher
Leitfahigkeit, des sog. Maxi K, fihrte (Kuhlmann, 2004). Die Inhibition des
Kanals mittels des spezifischen Kanalblockers Iberiotoxin flihrte in der
Zellkultur zur Inhibition der Zellproliferation.

Ob bei den Signaltransduktionsmechanismen weiterer pro-angiogenetischer
Faktoren, wie z.B. VEGF, eine Aktivierung von Ionenkandlen beteiligt ist,
wurde bisher nur unzureichend untersucht. Es ist dartiber hinaus ganzlich
unbekannt, welche den CaZ?*-Einstrom regulierenden CaZ2*-permeable
Kationenkanale und Ca2*-abhangige Kaliumkanale stimulierten
Endothelzellen exprimiert werden und ob sich das Expressionsmuster dieser
Kanédle im Vergleich zu nicht aktivierten Endothelzellen verdndert. Ein
verandertes Expressionsmuster und konsekutiv verdnderte Ionenfluxe
kénnten wesentlich an der Steuerung von pathologischen Umbauprozessen

in der GefafSiwand (Angiogeneseprozessen) beteiligt sein.
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1.3.1 Speicher-operierter und kapazitativer Ca2*-Einstrom

Entleerung der intrazellularen Kalziumspeicher mittels TG oder tBHQ fihren
in Endothelzellen zu einem Ins(1,4,5,)P3-unabhéingigen Kalziumeinstrom
(sog. kapazitativer-Kalziumeinstrom, CCE) (Thastrup, 1990; Thastrup, 1994,
Nilius, 2001). Dieser Einstrom ist scheinbar stark an den Fullungszustand
der intrazellularen Kalziumspeicher gekoppelt und gilt als wichtigster CaZ2*-
Einstrom Mechanismus nach Agonistenstimulation (Dolor, 1990; Dolor,
1992). Sich aufladende oder geftillte Speicher verhindern einen
Kalziumeinstrom, wohingegen sich entladende oder leere Speicher zu einem
Kalziumeinstrom fuhren. Die hierfur verantwortlichen Kanéle werden als
speicherregulierte Ca2*-Kanéle (SOCs) beschrieben (Casteels, 1981; Putney,
1986). In der Regel gelten SOC als sehr viel Kalzium-selektiver als nicht-
selektive Kalzium-permeable Kandale. Das Modell des speicherregulierten
Ca2*-Einstroms beruht auf den Beobachtungen von Putney, dass die durch
Bindung eines extrazelluldaren Liganden an einen Rezeptor ausgeldste
Freisetzung von Ca2* aus Ca?*-Speicherorganellen zu einem Ca2*-Einstrom
in die Zelle aus dem umgebenden Medium fihrt (Putney, 1986). Hierbei
wurden die Zellen zundchst in Abwesenheit von extrazelluldrem CaZ2* mit
verschiedenen Liganden stimuliert, die durch Bindung an einen Rezeptor in
der Plasmamembran den Austritt von Ca2?* aus dem ER bewirken. Durch
Zusatz des Ca?*-Chelators EGTA im extrazelluldren Medium wurde das
durch Ca2?*-Pumpen und -Austauscher aus dem Zytosol in den
Extrazellularraum gelangende Ca?* aus den Zellen entfernt. Die
anschliefSende Zugabe von Ca2* in das die Zellen umgebende Medium
bewirkte in Gegenwart eines Rezeptorinaktivierenden Antagonisten einen
rapiden Einstrom von CaZ2* in das Zellinnere und das ER der Zelle. Eine
erhoéhte zytosolische [Ca?*|; der Zelle konnte Putney, der die [CaZ2*]; tiber den
Ausstrom von 86Rb* durch Ca2*-abhéngige K*-Kanale in der Plasmamembran
gemessen hat, erst nach erneuter Zugabe von Rezeptoraktivierenden
Liganden feststellen. Hieraus wurde geschlossen, dass die Aktivierung der
Ca2+*-Kanale in der Plasmamembran durch den CaZ2*-Gehalt des Speichers
reguliert wird und (falschlicherweise), dass der durch den Rezeptor

ausgeloste 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 Ca?*-
Konzentration direkt bestimmt werden kann (Tsien, 1985; Poenie, 1985;
Luckhoff, 1990), zeigte sich jedoch bei Thapsigargin oder IP3-induzierter
SOC-Aktivitat, dass das durch die SOCs aufgenommene extrazelluldre CaZ2*
zuerst in das Zytosol in der Zelle eintritt, um anschliefSend von dort aus in
die intrazelluldren Speicher zu gelangen. Ein sehr gut beschriebener SOC ist
der so genannte Ca?*-release-activated-calcium-channel  (CRAC)
(Kerschbaum, 1999). Dieser hoch Kalzium-selektive Kanal (Ca2* > BaZ2* >>
Mn?2+, geringe Nat-Leitfdhigkeit) mit einer aufSerst geringen

Einzellkanalleitfdhigkeit von 30 fS fur Ca2?* wurde erstmals 1992 in

Agonist Agonist
RACC SOC
RTK TRP 3,6,7 TRP 1
(Trp4,5)? (TRP4,5)?

AA AA

PIP, DAG —,
N S

-/ G-prot.

I?PE,

InsRR A &

vV

Abb. 1-8: postulierter Aktivierungsmechanismus fiir 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 iiber Aktivierung der Phospholipasen C (PLC) zu einem Anstieg der
intrazelluldren Kalziumkonzentration fithren kann.

Endothelzellen beschrieben (Fitscha, 1992). Der von CRAC’s mediierte Strom
(Icrac) zeigt das fur hoch Ca?*-selektive Kandle typische stark positive
Umkehrpotential. CRAC's zeigen eine charakteristische Strom-Spannungs-
Kurve und sind unabhangig vom Membranpotential. Zuséatzlich weisen die
CRACs eine positive Feedback-Schleife beztiglich der zytosolischen [CaZ2*] auf

und werden durch verschiedene zwei- und dreiwertige Kationen, wie z.B.
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Zn?*, Mn2* oder La?* und Gd3* blockiert (Lewis, 1989; Hoth, 1992; Zweifach,
1993; Fasolato, 1994; Petersen, 1994; Zweifach, 19935; Lepple-Wienhues,
1996; Lepple-Wienheus, 1997; Parekh, 1997). Die derzeit am besten
charakterisierten SOCs, die je nach Typ unterschiedliche Ca2*-Selektivitaten
aufweisen, sind die CRACs. Der Aktivierungsmechanismus fur SOC ist
weitgehend unklar. Pharmakologische Erkenntnisse tiber SOC Stréme in EC
liegen nicht vor. Generell ist die Datenlage Uiber die dem kapazitativen
Kalziumeinstrom zu Grunde liegenden Mechanismen weitgehend unklar. Es
werden zahlreiche second-messenger-gesteuerte Prozesse in Erwagung
gezogen, wie beispielsweise die Aktivierung von Tyrosinkinasen oder
Phosphatasen, Metabolite des Arachidonsaurestoffwechsels (EET's) oder
Diazylglycerol (DAG) (Nilius, 2003). Auch eine direkte Verbindung zwischen
dem InsP3-Rezeptor und dem CRAC wird diskutiert (Semenova, 1999). Die
Beteiligung von TRP Kandle an einer direkten Verbindung wurde ebenfalls

postuliert (Kiselyov, 1998; Kiselyov, 1999).

1.3.2 Humorale Endothelstimulation und Ionenkanaile

Als Folge einer Stimulation des Endothels durch humorale Faktoren wie z.B.
Bradykinin, Acetylcholin, ATP oder Serotonin beobachtet man in den
Endothelzellen einen biphasischen Anstieg der intrazelluldren Ca2*-
Konzentration. Einem  initialen Ca?*-Peak, der durch die IPs
(inositol(1,4,5)trisphosphat) -vermittelte Ca2+-Freisetzung aus den Speichern
des endoplasmatischen Retikulums generiert wird (Freay, 1989; Nilius,
1997), folgt eine lang anhaltende Plateauphase der Ca2+*-Erh6hung, die auf
den Einstrom von extrazellularem Ca?* in die Endothelzelle zurtickzufiihren
ist (Schilling, 1989; Jacob, 1990). Diese intrazellulare Erhéhung der
Kalziumkonzentration stimuliert die endotheliale NO-Synthase und somit die
Freisetzung von NO und méglicherweise des EDHF (Busse, 1988; Adams,
1989; Chen, 1990).

Zusatzlich reagiert eine humoral stimulierte Endothelzelle mit einer
Zellhyperpolarisation, die auf einem Ca2*-aktivierten K*-Ausstrom tiber CaZ2*-

abhdngige K*-Kanéle beruht (Colden-Stanfield, 1987 & 1990; Johns, 1987,
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Fichtner, 1987; Kitamura, 1991; Kamouchi, 1997; Ikeuchi, 1995;
Yamamoto, 1999). Die Zellhyperpolarisation ermoéglicht aufgrund des nun
erhohten elektrochemischen Gradienten den lang anhaltenden Einstrom von
extrazelluldrem Ca2?* in die Zelle (Schilling, 1989; Jacob, 1990), welcher eine
wichtige Voraussetzung fur die Bildung und Freisetzung vasodilatierender
Substanzen wie NO, PGlo und EDHF darstellt (Lickhoff, 1990). Hieraus
kristallisiert sich die grofie Bedeutung der endothelialen Ca2*-permeablen
Kationenkanadle und CaZ2*-abhéangigen K*-Kanidle fir die Synthese und
Sezernierung vasoaktiver Substanzen im Endothel. Es konnte bis jetzt noch
nicht eindeutig geklart werden, iber welche Kandale dieser lang anhaltende
Ca2+-Einstrom erfolgt (Nilius, 2001). Neben IP4
(inositol(1,3,4,5)tetraphosphat)- regulierten Ca?*-Kanéalen (Luckhoff, 1992;
Neher, 1992) werden auch mechanosensitive, nicht-selektive Kationenkanéle
(Nilius, 1993; Lansman, 1987; Hoyer, 1996; Popp, 1992) und Ca2?*-selektive
Kationenkandale der TRP (transient receptor potential)- Familie (Vaca, 1994,
Koéhler, 2001) diskutiert.

Erganzend kann hinzugefligt werden, dass auch eine direkte elektrische
Ubertragungen endothelialer Hyperpolarisationen auf glatte
GefafSmuskelzellen (VSMC) Uber myoendotheliale Verbindungen, sog. gap

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

1.3.4 Himodynamische Endothelstimulation und Ionenkanaile

Gesteigerte Blutflussraten gehen mit erhdhten Wandschubspannungen, sog.
shear stress, einher, die vom Endothel registriert werden. Als Reaktion
hierauf vermittelt das Endothel eine Relaxation der glatten GefafSmuskulatur
(Pohl, 1986; Busse, 1985; Kuo, 1990; Nabel, 1990; Busse, 1993). Diese
Fluss-induzierte Vasodilatation ist ein &ufderst wichtiger Mechanismus,
durch welchen die GefafSiwand vor Schadigungen durch zu hohe Scherkrafte
geschuitzt und eine adaquate Blutversorgung der nachgeschalteten Organe
und Gewebe gewahrleistet wird (Hoyer, 1997; Davies, 1995; Melkumyants et
al., 1994). Dartiber hinaus werden durch shear stress die Zellproliferation

und Genregulation der Endothelzelle beeinflusst (Frangos, 1985; Levesque,
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1989; Diamond, 1989; Hsieh, 1991; Resnik, 1993). Wahrend die
endothelialen Signaltransduktionswege nach humoraler Stimulation in ihren
Grundziigen gut charakterisiert werden konnten, ist der
Signaltransduktionsmechanismus nach hdmodynamischer Stimulation, der
im finalen Schritt in einer erhéhten Produktion von NO und PGI; muindet,
nur unzureichend geklart. Analog zur Signaltransduktion nach humoraler
Stimulation scheint aber auch hier die Erhéhung der intrazellularen Ca2*-
Konzentration wie auch die Aktivierung endothelialer Ionenkanéile eine
zentrale Rolle zu spielen (Himmel, 1993; Hoyer, 1996; Lansman, 1987; Popp,
1992; Davies, 1995).

Mechanische Stimulationen durch gesteigerte Flussraten und intravasale
Druckerh6hungen fiihren zu einem Anstieg der intrazellularen Ca2*-
Konzentration in Endothelzellen (Falcone, 1993; Shen, 1992). Auch lokal
und zeitlich begrenzte Konzentrationsanstiege in Form von CaZ2*-
Oszillationen werden beobachtet (Hoyer, 1998; Shen, 1992). Fur die
Erhéhung des Ca2?*-Spiegels sind dabei der Einstrom von extrazelluldrem
Ca2* und die Ca2?*-induzierte Ca2*-Freisetzung aus Ryanodin-sensitiven
Speichern von grofSer Relevanz (Hoyer, 1998). Unter Anwendung der patch-
clamp-Technik konnten am Endothel mechanosensitive Ionenkanéle
detektiert werden (Hoyer, 1996; Lansman, 1987; Popp, 1992), die als
Mechanosensoren und somit als Anfangsglieder bei der Signaltransduktion
nach Stimulation durch shear stress fungieren kénnen (Davies, 1995). Eine
mechanische Stimulation Ca?*-selektiver und Ca2*-permeabler
mechanosensitiver Kanéle zieht einen CaZ2*-Einstrom nach sich und fuhrt
somit zu einer Erhéhung der intrazelluldren CaZ2*-Konzentration (Naruse,
1993; Himmel, 1993). Zudem hyperpolarisiert eine mechanisch stimulierte
Endothelzelle (Nakache, 1988), was auf einen K*-Ausstrom zuruckzufiithren
ist (Olesen, 1988). Experimente an frisch isolierten Blutgefafien haben
gezeigt, dass die Flussinduzierte Vasodilatation (Cooke, 1991) und die
Bildung von NO (Hutcheson, 1994) in Abhéingigkeit von der Aktivitat
hyperpolarisierender Ca2*-aktivierter K*-Kandle stehen. Analog =zur
Signaltransduktion nach humoraler Stimulation erhoht eine
Hyperpolarisation auch hier den elektrochemischen Gradienten fir Ca2* und

ermoglicht dadurch einen weiteren Ca?*-Einstrom in die Endothelzelle.
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Interessanterweise  reicht der Ca2*-Einstrom  durch endotheliale
mechanosensitive Ionenkandale aus, um eng benachbarte Ca2*-abhéngige K*-
Kanédle zu aktivieren. Das Zusammenspiel dieser beiden Kanaltypen
begriindet somit einen positiven Rickkopplungsmechanismus, der in seiner
Konsequenz zu einem langer anhaltenden Ca2*-Einstrom in die Endothelzelle
fuhrt (Hoyer, 1994).

Ergdnzend muss hinzugefligt werden, dass an isolierten, auf in vivo Lange
gedehnten Gefafien, die Flussinduzierte NO-Freisetzung auch unabhangig
von einer Ca2+-Aktivierung erfolgen kann. Hierbei scheint eine gewisse
Abhangigkeit 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
verschiedentlich eine endotheliale Dysfunktion beschrieben, die zur
Erhéhung des peripheren Gefafiwiderstandes bei Hypertonie beitragen
konnte (Panza, 1990; Luscher, 1990, Luscher 1992; Dominiczack, 1995;
Suzuki, 1995; Egashira, 1995; liyama, 1996; Vanhoutte, 1996; Kelm, 1997).
Die endotheliale Dysfunktion kann einerseits zu einer verminderten
Freisetzung vasodilatierender Substanzen wie NO (Linder, 1990; Panza,
1993; Forte, 1997) fuhren. Andererseits kann es zu einer gesteigerten
Freisetzung vasokonstriktiv wirkender Substanzen wie Prostaglandin H»
(Taddei, 1993; Kung, 1995) oder von Sauerstoffradikalen, welche NO
neutralisieren koénnen (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
Koronargefafse im Vergleich zu normotensiven Patienten geschadigt (Antony,

1995 & 1996).
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Es muss jedoch erwdhnt werden, dass die Bedeutung des Endothels bei der
arteriellen Hypertonie auch kontrovers diskutiert wird (van Zwieten , 19995),
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 grofse Mehrzahl
der Untersuchungen weist aber auf eine endotheliale Dysfunktion bei
Hypertonie hin.

Ionenkanéle des Endothels wurden bisher nicht vergleichend bei Hypertonie
untersucht. Da aber die Fluss-induzierte Vasodilatation endothelabhéngig
ist und Ionenkandle wichtige Regulatoren der Endothelfunktion sind,
erscheint es wichtig, bei Hypertonie die Funktion von Ionenkandlen zu

untersuchen.

1.5 Die TRP-Proteinfamilie

TRP-Kan&dle wurden erstmals in Photorezeptorzellen der Fruchtfliege
Drosophila melanogaster beschrieben. Wé&hrend Photostimulation in
Rezeptorzellen des Wildtyps eine lang anhaltende Phase der
Zelldepolarisation herbeiftihrte, trat diese nach Basendeletion in der so
genannten dTRP-Mutante nur transient auf. Die rapide Repolarisation des
Photorezeptorpotentials hatte den kompletten Verlust des Sehvermégens in
den betreffenden Individuen zur Folge (Cosens, 1969, Pak, 1970). Da die
Depolarisation der Photorezeptorzellen mit einer erhéhten
Kalziumpermeabilitdit der Zellmembran einherging, schlugen Hardie und
Minke (1992) die Beteiligung der TRP-Proteine als Komponente flir einen
Ca2*-Einstromkanal vor. Nachdem die Sequenzen von dTRP sowie des
Homologs TRPL (TRP-like) bestimmt waren (Montell, 1989), wurden
Homologien zu den Sequenzen von spannungsabhingigen Ca2*-Kandalen
deutlich (Phillips, 1992). Klonierung von TRP und TRPL in Sf9 Zellen fihrten
zZu einer PLC-abhéangigen Erhéhung der intrazellularen
Kalziumkonzentration (Harteneck, 1995; Hu, 1995). Da die Transfektion mit
einem erhohten Kalziumeinstrom nach Speicherentleerung mit Thapsigargin
einherging (Peterson, 1995; Vaca, 1994) wurde vermutet, dass TRP-Kanale

am kapazitativen Ca2*-Einstrom (capacitative calcium entry - CCE) beteiligt
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sind und als speicheroperierte Kalziumkandale (store operated -cationic
channels - SOC(C) fungieren kénnen. Heute zdhlen 26 der 28 bekannten TRP-
Kanale zur Gruppe der nicht-selektiven Kationenkandle (non-selective
channels - NSC). Diese sind innerhalb vieler Spezies identifiziert worden und
zeichnen sich durch eine niedrige Selektivitat fir ein bestimmtes Kation aus,
d.h. sie sind oftmals permeable fiir verschiedene Ionen unterschiedlicher

Valenz. Die ersten Sauger-TRP-Gene wurden

Cc4 cs C1 DAG-sensitive
G367

C6

mTRPC2
{human TRPC2 is pseudogens)

Classical (short) TRPC

ML (MEOLM1)

M2 (WTRPCT, LTRPGC2)

ML3 [MCOLN3)
ML2 (MCOLNZ) / e M8 [Trp-p8, GMR1)

Md (NFLJ20041, LTAPGA, CAN)
M5 (Mir1, LTRPCS)

Mucolipins

Melastatin (long)] TAPM

10 PAM units

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 zuriickzufithren. Den drei groflen 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 gegeniiber.

gleichzeitig in zwei verschiedenen Laboratorien kloniert und publiziert,
wodurch zwei verschiedene Nomenklaturen eingefihrt wurden (Zhu, 1995;

Wes, 1995). Es wurden hTRPC1 (hTRP1) sowie partielle Sequenzen von
hTRPC2 (hTRP2) und hTRPC3 (hTRP3) publiziert, wobei hTRPC2 (hTRP2) ein
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Pseudogen zu sein scheint. Die Klonierung der vollstdndigen hTRPC3-cDNA-

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

proline
ankyrin
TRPC
|
| | |
STRPC OTRPC LTRPC
2-5 ankyrin domains 2-4 ankyrin domains > 1600 aa
proline rich motif
4 C. elegans genes 5 C. elegans genes 4 C. elegans genes
dTRP, dTRPL ECac, CaT1, CAT2 melastatin
a)TRP 4,5 VR-1, VRL
b) TRP 1 GRC
¢c)TRP3,6,7
d) TRP 2

Abb. 1-10: oben: Proteinstruktur der ,,cononical-“ oder ,;short-TRP's* (aus Nilius, 2001). Das 6TM-
Segment besteht aus 6 transmembranédren 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 funktionsfdhigen Kanal. Unten: Homologien der
drei TRP-Unterfamilien STRPC (TRPC), OTRPC (TRPV) und LTRPC (TRPM).

weiterer partieller Sequenzen von mTRPC4, 5 und 6 wurden 1996 von Zhu
veroffentlicht. Die Expression der beiden hTRP-Isoformen hTRPC1 und
hTRPC3 in COS-M6Zellen fihrte im Fall von TRPC1 zu einem moderaten

Anstieg des Ca2?*-Einstroms nach Stimulation mit Carbachol, wohingegen
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hTRPC3 einen starken Anstieg herbeiftihrte.

Auch die Speicherentleerung mittels Thapsigargin fihrte bei hTRPC3 zu
einem gréfSerem Ca2*-Einstrom als in Kontrollzellen. Diese Ergebnisse stellen
die ersten Beweise fiir eine biologische Funktion von Sauger trp-Proteinen
als Ca?*-Kanale dar. Die stabile Expression von sechs anti-mtrp Sequenzen
in Ltk-Zellen fihrte nach Stimulation des IP3-Signalweges zu einer
vollstandigen Inhibierung des kapazitativen Ca2+-Einstroms (Zhu, 1996). Die
Expression partieller antisense-htrpCl Fragmente in HEK293-Zellen
resultiert ebenfalls in einer Reduktion des Thapsigargin-induzierten Ca2*-
Einstroms (Wu, 2000), woraus in beiden Féllen die Beteiligung von TRP-
Homologen am speicheroperierten CaZ2*-Einstrom geschlossen wurde.
Untersuchungen an TRPC4-/- Mausen zeigten im Vergleich zum Wildtyp
einen stark verminderten Anstieg der intrazelluldren CaZ2*-Konzentration
nach tBHQ-induzierter Speicherentleerung und anschliefSender
Reapplikation von extrazelluldrem Ca?* (Freichel, 2001).

Alle 28 Vertreter der heute bekannten eukaryotischen TRP-Kanéle kodieren
fir 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-
Kanale weiterhin unklar ist, lassen die bekannten Funktionen Ruickschliisse
auf ein relativ frithes Auftreten dieser Proteine in der Phylogenese zu. In
Hefen wund Nematoden sind TRP-Kandle an der sensorischen
Signaltransduktion  beteiligt und erméglichen die Wahrnehmung
verschiedener extrazelluldrer Noxe (Denis, 2002; Zhou, 2003). Mause
verfigen Uber Pheromon-sensitive TRP-Kanale, welche ihnen das
Unterscheiden zwischen mannlichen und weiblichen Artgenossen
ermoglichen. In ihrer Struktur sind TRP's anderen Ilonenkanélen, wie
beispielsweise den Ca2*-aktivierbaren Kaliumkandalen, verwandt. Das
Grundmotiv leitet sich von 6 transmembrandren Helices (6TM) ab, welche
sich als Homo- oder Heterotetramere zu einem funktionsfihigen Kanal
zusammenfiigen. Dabei bestimmt eine schlaufenférmige Struktur, die so
genannte Pore, zwischen Segment 5 und 6 nach Tetramerisierung die
Ionenselektivitdt und Leitfdhigkeit des Kanals. Die N-terminalen Bereiche der

meisten Isoformen beinhalten 3 konservierte Ankyrin Bindungsmotive. Im
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Bereich des C-Terminus finden sich prolinreiche Motive. Weiterhin verfiigen
die meisten TRP's tUber Calmodulin-Bindungstellen, welche mit einer
Kalzium-abhangigen Modulation der Kanalaktivitat assoziiert werden.

Mitglieder der ,klassischen“ oder cononical TRPC-Kanéle weisen die grofiten

Homologien zu dem wurspringlich in Drosophila entdeckten und an der

SOC

Messenger

+50 mV

Abb. 1-11: Aktivierung von speicherregulierten Kandlen (SOC) erfolgt nach Entleerung intrazellulédrer
Ca*"-Speicher (aus Nilius, 2001). Der genaue Mechanismus ist unklar, jedoch werden drei Mechanismen
diskutiert. 1) SOC-Vesikel werden {iber Exozytose in die Zellmembran integriert, 2) ein diffundierendes
messenger-Molekiil aktiviert die SOC nach Speicherentleerung oder 3) es existiert eine direkte Verbindung
zwischen dem IP;-Rezeptor und den SOC.

Photorezeption  beteiligten = TRP-Kandle auf. TRPC's werden als
speicheroperiert beschrieben und sind tiber G-Protein-gekoppelte Rezeptoren
(GPCR’s) und Tyrosin-Kinasen aktivierbar (Clapham, 2005). TRPC1, der als
erstes in Saugetieren detektierte TRP-Kanal, heteromultimerisiert mit TRPC4
und TRPCS und ist in Regionen des Hippocampus verschiedener Spezies
nachgewiesen worden.

TRPC3, TRPC6 wund TRPC7 sind in glatten GefdfSmuskelzellen hoch
exprimiert, werden als wenig Kalzium-selektiv beschrieben und sind mittels
DAG tber eine nicht PLC-beteiligte Signalkaskade aktivierbar. Putney (2004)
beschreibt TRPC3 als potentiellen IPsR-bindenden SOC. Generell werden
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TRPC's jedoch eher als rezeptoraktivierbare, nichtselektive Kationenkanéle
angesehen.

TRPM1 (melastatin-type) wurde erstmals in stark metastasierenden
Melanomzellen nachgewiesen. Obgleich auch in vielen anderen Geweben
exprimiert, ist TUber die funktionalen und elektrophysiologischen
Eigenschaften dieses Kanals wenig bekannt. TRPM2 ist durch Bindung von
ADP (ECso » 100 pM) und NAD* ( * 1 mM) an ein C-Terminal lokalisiertes
NUDT9 (nudix hydrolase domain) Motiv aktivierbar, verfiigt jedoch per se
uber keine Hydrolaseaktivitdit (Nagamine, 1998). Weiterhin postuliert
Nagamine, dass dieser Kanal tiber ROS und TNFa aktivierbar ist und somit
an der Regulation des intrazellularen Reduktions-Oxidationsgleichgewichts
beteiligt sein koénnte. 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 wurden.
TRPM4 ist im distalen Tubulus der Niere sowie im ZNS hoch exprimiert
(Fonfria, 2006) und reprasentiert gemeinsam mit TRPMS die einzigen flir
monovalente Ionen selektiven Kanéle der gesamten TRP-Familie. TRPM6 und
M7 verfigen als einzige bislang nachgewiesene lonenkanédle tUber eine
funktionale Kinase-Doméane (Clapham, 2003). TRPM7 leitet wunter
physiologischen Bedingungen nur einen geringen Einwéartsstrom, ist sowohl
far Kalzium als auch fur Magnesium permeabel und wird durch eine
Konzentration von ca. 0,6 mM [Mg?*]; vollstdndig inhibiert (Nadler, 2001;
Runnels, 2002). Im Gegensatz zu anderen GPCR-aktivierbaren TRP-Kanéalen
steigt der TRPM7-mediierte Strom in Ganzzellableitungen nur langsam an
und wird mittels PLCP oder PLCy vermittelter PIP> Hydrolyse inaktiviert. Die
Bedeutung der Kinase-Aktivitdt ist nicht hinreichend gekldrt und fiar die
Aktivierung des Kanals nicht erforderlich. Die hohe Mg-Sensitivitat deutet
jedoch auf eine Beteiligung an der Mg-Homoostase hin. TRPM8 wurde
erstmals als hochregulierte mRNA in Prostatakarzinomzellen detektiert
(Tsavaler, 2001). Dieser nicht-selektive, auswartsrektifizierende Kanal
scheint weiterhin eine sensorische Rolle bei der Wahrnehmung von Kalte zu

spielen (Clapham, 2003). TRPMS8 ist aktiv bei Temperaturen zwischen 8 und
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28 °C und ist durch ,kuihlende“ Substanzen wie beispielsweise Menthol
potenzierbar.

Bei den Mitgliedern der TRPP-Gruppe (TRPP2, 3 und 5) handelt es sich um
die ursprunglich als polycystic kidney desease proteins bezeichneten PKD2,
PKD2L1 und PKD2L2 welche wie alle anderen TRP's 6TM Ca2?*-permeable
Kationenkandale bilden. Bei dem sehr viel langeren TRPP1 (polycystin-REJ
bzw. PolycystinlL1) handelt es sich um ein 11TM Protein mit einer 6TM
TRP-ahnlichen Doméane im C-terminalen Bereich. TRPP1 ist alleine nicht in
der Lage einen funktionsfidhigen Kanal zu bilden, als Komplex mit TRPP2
entsteht jedoch ein Ca2*-permeabler nicht-selektiver Kationenkanal (Qian,
2005). Mutationen im TRPP1 oder TRPP2-Gen flihren zu autosomal
dominanter polyzystischer Nierenerkrankung. Eine Interaktion zwischen

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

1.5.1 TRP-Kanile im Endothel

Auf der Basis der offenbar grofSen Vielfalt an Phanotypen flir endotheliale
Ca2t-permeable Kationenkandéle ist es wahrscheinlich, dass verschiedene
Kanaltypen existieren, die in die endotheliale Kalziumhomo&ostase involviert
sind. In einigen Zellen verhalten sich die Kanale dhnlich den IP3-Rezeptoren
(Putney, 1997). Die Uberexpression des Typ 3 Rezeptors fiihrt zu einem
erhéhten Ca2*-Einstrom Uiber die Plasmamembran, ohne die Freisetzung aus
den Speichern zu beeinflussen (DeLisle, 1996). Typ 3 IP3-Rezeptoren
kénnten demzufolge die Funktion des kapazitativen CaZ2*-Einstromkanals
Ubernehmen.

Eine zunehmend grofie Bedeutung fir die endotheliale Kalziumhomé&ostase
erlangen verschiedene Vertreter der TRP-Kanéle. Teilweise gelten TRP's als
Rezeptor-aktivierbar (sog. RACC — receptor activated cation channel), werden
also nach Ligandenbindung aktiviert. Die grofSe Anzahl der bislang
beschriebenen RACC-Subtypen kann auf der Basis ihrer
Kationenselektivitiat, des Offnungsmechanismus und der physiologischen
Funktion unterschieden werden. Die Selektivitdt dieser Ca?*-Kandle variiert

von hoch selektiv fir Ca2*, bezeichnet als Ca2?*-Kanéle, bis gering selektiv,
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Abb. 1-12: TRPC-Kanile werden iiber Signaltransduktionskaskaden aktiviert (aus Clapham, 2003). Die
Bindung an einen G-Protein gekoppelten Rezeptor (GPCR) fiihrt zur Aktivierung der PLCP (alternativ
aktivieren Tyrosinkinasenrezeptoren die PLCy) und nachfolgender Generierung von DAG und InsP;. Welches
Messengermolekiil die TRPC nach der InsP;-induzierten Speicherentleerung aktiviert ist unklar.

als nicht selektive Kationenkandale bezeichnet, wobei letztere hauptsachlich
flir Na' permeabel sind (Fasolato, 1994; Berridge 1995; Parekh, 1997). Die
zur Zeit am meisten untersuchte Subgruppe der RACCs ist die Gruppe der
speicherregulierten Ca2*-Kandle (SOCs oder auch den kapazitative Ca2*-
Einstrom (CCE) mediierenden Kanéle) (Lewis, 1989; Hoth, 1992; Putney,
1993; Berridge 1995; Clapham, 1995; Birnbaumer, 1996; Friel, 1996;
Lepple-Wienhues, 1997; Montell, 1997; Parekh, 1997). Viele als RACC's
klassifizierte Kandle werden mittels Signaltransduktionskaskaden unter
Beteiligung der Phospholipase C (PLC) aktiviert. Insbesondere Mitglieder der
TRPC's werden 2zu diesen nicht-selektiven, PLC-aktivierbaren RACC's
gezdhlt. Ca2*-permeable, nicht-selektive Kationenkanédle wurden bislang in
HUVEC'S beschrieben (Nilius, 1990 & 1993) und konnten mittels
vasoaktiver Agonisten aktiviert werden. Es wurde beobachtet, dass der
durch diesen Kanal mediierte Strom nach Agonistenstimulation langsam
anstieg, jedoch nur unter physiologischen Kalziumkonzentrationen auftrat.

Unter kalziumfreien Bedingungen bzw. nach Beladung der Patch-Pippette
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mit Kalzium konnte keine Kanalaktivierung beobachtet werden. Eine
Aktivierung konnte ebenfalls nach Inhibition der Ca2?*-ATPase des sarco-
bzw. endolasmatischen Reticulums mittels Thapsigargin (TG) bzw. tert-butyl-
benzohydrochinon (tBHQ) beobachtet werden. Der Agonisten-induzierte
Kalziumeinstrom durch diesen Kanal gilt als [P3-abhéangig. Weiterhin fihrte
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 geklart
werden. Ein weiterer nicht-selektiver, Ca2*-permeabler Kanal im Endothel
wird von Baron (1994) beschrieben. Dieser Kanal ist Kalzium-aktivierbar,
hat eine Leitfdhigkeit von 44 pS fir monovalente Kationen und ein
Permeabilitdtsquotienten (Pca/Pna) von 0,7. Auch in Endothelzellen der Aorta
wurde ein Agonisten-induzierter, nichtselektiver Kationenstrom, welcher
nach Inhibition der Cyclooxigenase unterdriickt wurde, nachgewiesen

(Himmel, 1994).

Die zentrale Fragestellung vieler TRP-Studien ist, ob diese Kan&le am
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 fir TRPC3 sind eingehend untersucht
worden. Zitt postulierte 1997 eine indirekte TRPC3-Stimulation Uber die
[Ca2*];. Kiselyov zeigte 1998 an inside-out-patches von TRPC3-
Uberexprimierenden HEK293 Zellen eine starke InsPs-induzierte
Kanalaktivierung. Uberexpression von TRPC3 und TRPC6 fiihrte jedoch zu
einer InsP3- und PKC-unabhingigen Erhéhung der intrazelluldren
Kalziumkonzentration in CHO-Zellen (Hofmann, 1999). Dieser PKC-
unabhédngiger Kalziumeinstrommechanismus wurde von Chakrabarti und
Kumar (2000) an Lymphozyten eingehend untersucht und von Okada (1999)
auf die DAG-induzierte Aktivierung von TRPC7 zuruckgefiihrt. Nachfolgende
Untersuchungen zeigten, dass der DAG-induzierte Kalziumeinstrom im
wesentlich auf TRPC3 zurtckzufihren ist (Halaszovich, 2000, Ma, 2000, Mc
Kay, 2000). Der Aktivierungsmechanismus wurde von Chyb (1999) auf die

mehrfach ungesattigte Linolensdure zuriickgefiihrt, welche als Produkt der
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DAG-Lipase in der TRP- bzw. der TRPL-Drosophila-Mutante transiente
Auswartsstrome aktivieren konnte. Eine denkbare Beteiligung der PLA>
wurde in diesem Zusammenhang nicht ndher 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.
Antikérperfarbung zeigte eine Translokation von GCR aus diffusen
intrazellularen Kompartimenten an die Zellmembran und fihrten 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
TRPV1). Vorangegangene elektrophysiologische und
fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen an sensorischen Neuronen der
Ratte hatten sowohl einen Capsaizin-induzierten, auswértsrektifizierenden
Kationenstrom, als auch eine Erhéhung der intrazellularen
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 fihrte zur
Identifikation der hoch kalziumselektiven TRPV-Mitglieder TRPVS (ECaCl,
CaT2) und TRPV6 (ECaC2, CaTl). Diese Proteine weisen eine 80% Homologie
und sehr dhnliche 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 Ubrigen Vertreter der TRPV-Familie, TRPV2, V3 und TRPV4 wurden Uiber
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 hoéheren Schwellenwert fiir 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 gestutzt, welche auf die Reduktion der Osmolaritdt des
extrazelluldren Mediums und der damit einhergehenden Zellschwellung (sog.
hypoosmotic cell swelling, HCS) sowohl mit einen auswartsrektifizierenden
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, fir Ca2* und Na*
permeabler Kationenkanal in verschiedenen Geweben exprimiert ist und
durch verschiedene physikalische und chemische Stimuli, wie moderate
Hitze (= 30°C), nicht-PKC-aktivierende Phorbolester und
Epoxyeicosatriensduren (EET's), aktivierbar ist. Die Entdeckung des
synthetischen TRPV4-Agonisten 4aPDD erbrachte einen grofdien Fortschritt
in der funktionalen Charakterisierung des Kanals. Der Phorbol-Ester 4aPDD
fihrt zu einer starken, direkten und spezifischen Aktivierung von TRPV4
(Nilius, 2003). Das nahe verwandte Phorbol-Derivat PDDHYV, ein potenter
Aktivator von TRPV1, fihrte in inside-out patches nicht zu einer TRPV4-
Aktivierung (Nilius, 2003) und auch die Stimulation mittels des strukturell
sehr dhnliche PKC-Aktivators PMA hatte in TRPV4-transfizierten HEK-293
Zellen lediglich einen schwach aktivierenden Effekt.

Der genaue Aktivierungsmechanismus fir TRPV4 ist unklar. Es wird
vermutet, dass die HCS-induzierte Aktivierung tiber die CYP450-katalysierte
Umsetzung von Arachidonsdure (AA) zu 57,6 -Epoxyeicosatriensaure (57,6"-
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
PLAs-vermittelten Freisetzung von AA verhinderte HCS-induzierte Stréme in

transfizierten HEK293 Zellen, wahrend die Aktivierung durch Hitze und
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4aPDD wunbeeinflusst blieb (Vriens et al. 2004). In Untersuchungen an
aortalen Endothelzellen der Maus konnte die HCS bzw. AA-induzierten
Strome durch Induktion der CYP2C-Expression nach Vorinkubation mit
Nifedipin verstirkt werden (Vriens, 2005). Weiterhin konnte von Nilius
gezeigt werden, dass die im TM3-Segment N-terminal lokalisierte
Aminosdure Tyr-555 fur die 4aPDD-induzierte Kanalaktivierung essentiell
ist. Der Austausch von Tyr555 gegen eine nicht-aromatische Aminosdure
verhinderte die Kanalaktivierung nach Stimulation mit 4aPDD. Ein weiterer
wichtiger Regulator der Kanalaktivitat ist das Ca?* selbst. Erhéhung der
[Ca2*]; fuhrt zur Deaktivierung des Kanals (ECso = 400 nmol/l). Die
Deaktivierung kann  durch  unphysiologisch  hohe extrazelluladre
Kalziumkonzentrationen  beschleunigt werden. Unter kalziumfreien
Bedingungen hingegen bleiben TRPV4-Stréme flr einen lidngeren Zeitraum
stabil (Watanabe, 2003). Der Aktivierungsmechanismus durch Hitze (> 25°C)
scheint in Verbindung mit den TRP-typischen N-terminalen Ankyrin-
Bindungsdoméinen zu stehen, da die Deletion dieser Motive die Hitze-
Aktivierung verhinderte ohne einen Einfluss auf die 4aPDD-induzierten
Stromantworten zu haben (Watanabe, 2002). Insgesamt ist davon
auszugehen, dass verschiedene Signaltransduktionsmechanismen fir die

TRPV4-Stimuli existieren.

1.7 Zielsetzung

In der vorliegenden Studie sollten drei Hypothesen untersucht werden:

1) Ist TRPV4 an der Endothel-abhangigen 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-abhingigen Vasodilatation haben.
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Insbesondere sollte untersucht werden, ob TRPV4 als endothelialer
Mechanosensor fungieren und durch die Wirkung hdmodynamische Kréafte
die intrazellulare Kalziumkonzentration und das Zellpotential regulieren
kann. Ein besonderer Schwerpunkt wurde darauf gelegt, die

Untersuchungen an GefafSpréparaten mit intaktem Endothel durchzuftihren.

In vergleichenden Untersuchungen sollte schliefSlich geklart werden, ob es
bei Hypertonie zu Verdnderungen der TRPV4-Expression und -Funktion
kommt, die eine pathologisch verdnderte Mechanosensitivitdt des Endothels

und dadurch eine gestérte endotheliale Vasodilatation hervorrufen kénnen.
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2. Material und Methoden

2.1 Chemikalien

1-[(2-chlorophenyl)diphenylmethyl]-1H-pyrazole
1-EBIO

Acetylcholin

Apamin
tert-Butyl-Hydrochinon
Capsaicin

Capsazepin

Carbinol
Charybdotoxin
Clotrimazol
Dimethylsulfoxid
D-(+)-Glukose
DC-EBIO
Gadolinium(III)chlorid
Heparin

Indometacin
Miconazol

MOPS
NG-Nitro-L-Arginin
Natriumnitrit
Natriumnitroprussid
Neomycin
Phenylephrin

Pyruvat
Sulfaphenazol
Thapsigargin

(Sigma)
(Tocris)
(Tocris)
(Tocris)
(Sigma)
(Tocris)
(Tocris)
(Sigma)
(Tocris)
(Sigma)
(Sigma)
(Sigma)
(Tocris)
(Sigma)
(Sigma)
(Sigma)
(Sigma)
(Sigma)
(Sigma)
(Sigma)
(Sigma)
(Sigma)
(Sigma)
(Sigma)
(Merck)
(Sigma)
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U491619 (Calbiochem)
U73122 (Calbiochem)

Alle anderen herkémmlichen Chemikalien wurden von der Firma Sigma-

Aldrich mit der Qualitadtsbezeichnung "pro analysi” bezogen.

2.2 Tiere

Fur die tierexperimentellen Untersuchungen wurden maéannliche Sprague-
Dawley Ratten von der Firma Charles River GmbH (Wiga, Deutschland)
bezogen. Die Tiere wurden in Standardkéafigen gehalten, und es stand ihnen
Standardnagerkost und Wasser ad libitum zur Verfigung. Fur die Tiertétung
und Organentnahme lag eine Genehmigung des Landesamtes fur

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

2.2.1 genetisch determinierte Hypertonie

Bei der spontan hypertensiven Ratte (SHR) liegt eine genetisch determinierte
Hypertonie vor. Die Ursache fur das Entstehen der Hypertonie ist nicht
bekannt. Ein einzelner genetischer Defekt, der urséchlich fiir die Entstehung
der Hypertonie ist, konnte nicht nachgewiesen werden. Die spontan
hypertensive Ratte entwickelt ab der 8. Lebenswoche einen Hypertonus, der
in der 14. Lebenswoche voll ausgebildet ist. Entsprechend wurden
mannliche Ratten im Alter von 14 bis 20 Wochen untersucht. Als

Kontrolltiere wurden altersgleiche normotensive WKY-Ratten verwendet.

2.2.2 Blutdruckmessung

Mit der Schwanzmanschetten-Sphygmomanometrie wurde in den

Vergleichsstudien bei jeder Ratte unmittelbar vor der Tétung mehrfach der
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Blutdruck gemessen und jeweils die Ergebnisse der letzten drei Messungen
gemittelt. Die Messung wurden mit einem Adiset-Blutdruckmefisystem
durchgefihrt, bei dem wahrend der langsamen Lockerung einer
okkludierenden Manschette, bei welcher die Schwanzarterie reperfundiert

wird, der Blutdruck mittels eines Drucksensors registriert wird.

2.2.3 Gefdafie und Endothelzellen

Die Ratten wurden in tiefer Athernarkose durch Entnahme des Herzens
getotet. Die thorakale Aorta wurde vorsichtig frei prépariert, ohne
Uberdehnung des Geféfles entnommen und in eine eiskalte PBS-Lésung
uberfihrt. Unter einem Stereomikroskop wurden die Adventitia und
Blutreste entfernt und die Arterie langs aufgeschnitten. Das Gefafs wurde bis
zur weiteren Untersuchung maximal 6 h in einem Kulturndhrmedium
(MEM-EARL) im Brutschrank bei 37°C aufbewahrt.

Fur die elektrophysiologischen Untersuchungen wurden die GefafSsegmente
direkt ins Experimentierbad Uberfihrt und so mit Histoacrylgewebekleber
(Braun Melsungen AG) befestigt, dass die luminale Seite dem Bad zugewandt

war und mit der Patchpipette erreicht werden konnte.

2.2.4 Zellisolierung aortaler Endothelzellen

Die Isolierung von aortalen Endothelzellen der Ratte erfolgte entsprechend
etablierter Methoden (Naruse, 1993). Zusammenfassend wurden fir die
Isolierung von aortalen EC die Aorten in einer phosphatgepufferten NaCl-
Lésung mit 0.25% Trypsin fur 20 min. bei 37°C inkubiert. Die
Endothelzellen wurden danach durch leichtes Abschaben mit einem kleinen
scharfen Loffel geerntet und sofort in Zellkulturmedium (DULBECCO's
MEM) transferiert. Fur die Patch-Clamp-Experimente wurden die Zellen auf
Deckglaschen ausgesdt und nach 2-6 h, jedoch maximal 24 h nach der

Zellisolierung benutzt.
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2.3 Patch-clamp Untersuchungen

Die Patch-Clamp-Technik wurde 1976 von Sakmann und Neher entwickelt
und ermoéglicht die Charakterisierung von einzelnen Ionenkandlen in
Zellmembranen (Neher, 1976; Hamill, 1981). Die Bildung einer elektrisch
dichten Verbindung zwischen einer hauchfein ausgezogenen Glaskapillare
und der Zellmembran erlaubt die elektrische Ausmessung eines
Membranareals von weniger als 1um?2. Hierbei wird die Zellmembran von der
Glaskapillare (Patchpipette) angesaugt und die dabei entstehenden hohen
Adhéasionskrafte fihren zu einer hohen elektrischen Abdichtung. In dieser
hochohmigen Verbindung (3-10 GQ), dem so genannten seal, koénnen
einzelne lonenkanalstréme aufgeldést werden. Mit Hilfe eines elektronischen
Verstarkers wird das Membranpotential auf eine definierte Spannung
geklemmt und der hierbei flieBende Strom wird registriert. Das Offnen und
Schlieffen von Ionenkanélen, die sich in dem Membranfleck, auch patch
genannt, befinden, fiihrt zu einer Anderung des Membranwiderstandes und
damit dem Ohmschen Gesetz entsprechend zu einer Anderung des

gemessenen Stroms.

2.3.1 Patch-clamp Konfigurationen

Fur die Messung von lonenstrémen stehen mehrere Messkonfigurationen zur
Verfigung, die durch verschiedene Manipulationen an dem Membranfleck
(Patch) ermoglicht werden.

Es koénnen selektiv Ionenkandle in dem Patch selbst (Cell-attached-
Konfiguration) oder in der gesamten Zelle (Whole-Cell-Konfiguration) abgeleitet
werden. In der Inside-out-Konfiguration und Outside-out-Konfiguration
kéonnen durch das HerausreifSfen eines Membranstiickes Kandale in der
Membran =zellfrei gemessen werden. Dabei ist entweder die urspringlich
zytoplasmatische Seite oder die extrazelluldre Oberflache der Zellmembran

der Badl6sung zugewandt. Da in der vorliegenden Arbeit hauptsachlich die
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Ganzzellableitung zur Anwendung kam, wird auf diese im Folgenden naher

eingegangen.
2.3.1.1 Die whole-cell Konfiguration (Ganzzellableitung)

Um in die whole-cell-Konfiguration zu gelangen, stellt man zunachst einen so
genannten  cell-attached-Patch  her. Anschlieffend legt man im
Pipetteninneren einen Unterdruck an, so dass die Zellmembran im Bereich
der Pipetten6ffnung durchbrochen wund ein elektrischer Zugang zum
Zellinneren hergestellt wird. Die Losung im Inneren der Pipette steht hierbei
direkt mit dem Zytosol in Verbindung und erméglicht durch das Einbringen
unterschiedlich konzentrierter Ionenlésungen eine genaue Kontrolle des
intrazellularen Milieus (Pusch, 1988; Marty, 1983). Die bei der
Ganzzellableitung gemessenen Stréme und Potentiale geben die Summe der
Einzelkanalstrome der gesamten Zellmembran wieder. Einerseits ist es
moglich, durch das Klemmen der Zelle auf verschiedene Potentiale den
Gesamtzellstrom zu registrieren; andererseits kann Uber eine Stromklemme

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

2.3.1.2 Die cell-attached Konfiguration (Einzelkanalableitung)

Nach Etablierung des Gigaseals koénnen aufgrund der elektrischen
Abdichtung nur noch die Ionenstréme, die durch den Membranfleck unter
der Patchpipette fliefSen, gemessen werden. Diese Messkonfiguration wird als
cell-attached-Patch bezeichnet. Dabei konnten an der weiterhin intakten
Endothelzelle einzelne lonenkanéle untersucht werden. Um den Strom durch
die Kanale zu regulieren, wurde eine Klemmspannung zwischen der
Messelektrode in der Patchpipette wund der Silber-Silberchlorid-
Referenzelektrode, die durch eine stromleitende Agarschicht isoliert war,
angelegt oder die Ionengradienten gedndert. Der Vorteil dieser
Messkonfiguration liegt darin, dass die intrazellularen
Signaltransduktionsmechanismen und auch die Regulation der Ionenkanals
dabei unverdndert bleiben. Jedoch ist das an der Membran anliegende

Membranpotential nicht exakt definiert wund die intrazellulare
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Ionenkonzentration nicht bekannt, so dass die auf den Kanal einwirkende

elektrochemische Triebkraft nicht bekannt ist.

2.3.2 Stromaufzeichnung und Datenauswertung

Die Patch-clamp-Experimente wurden mit einem EPC-9 Patch-clamp-
Verstarker durchgefiihrt (Heka Elektronik, Lambrecht/Pfalz). Der Patch-
Clamp-Verstarker verstarkt die im Elektrodenkreis flieRenden Stréme und
konvertiert sie in entsprechende Spannungen. Das angelegte Klemmpotential
konnte Uber einen externen Spannungsgeber auf einen gewlinschten Wert
zwischen +200 und -200 mV eingestellt werden. Durch das Klemmen des im
MefSkreis fliefSenden Stroms auf null konnte auch das dazugehorige
Zellpotential gemessen und auf einem Speicheroszilloskop (HM 408-
Speicheroszilloskop, Fa. Velma, GrofSskrotzenburg) beobachtet werden. Die
analogen Strom- und Spannungswerte wurden nach Filterung (1-2.3 kHz)
von einem A/D Wandler digitalisiert und gespeichert.

Die computergestiitzte Datenauswertung erfolgte far die
Einzelkanalaufzeichnungen mit dem Auswerteprogramm "Patch" (A. Rabe,
Frankfurt) und fir die Auswertung von Ganzzellstromableitungen mit M2Lab

Analysis / Review (Fa. Heka Elektronik, Lambrecht/Pfalz).

2.3.2.1 Berechnung der Leitfahigkeit

Zur Erstellung einer Strom-Spannungskurve und fir die Berechnung der
Kanalleitfahigkeit (g) wurden die ausgemessenen Stromamplituden der
jeweils angelegten Klemmspannung zugeordnet und die Datenpunkte mit

einer Kurve angeglichen.

Z*Na g*K gra ( g*Na . . g* . g*a VF/RT
b+ —[KJa Cl}i - Nali+2—[K]i +2—[Cl] %
[Na]*[Na] +[K]*[ ] +[Cl]*[ ] [Na][“ a]+[K]*[ ] +[ Cl]”[ ] e
I - * V
VF/RT
I-e

(1)
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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,
wurden die Datenpunkte mit der Goldman-Hodgkin-Katz-Gleichung (1)
angeglichen. Durch Minimierung der Fehlerquadratsumme wurde ein
moglichst guter Naherungswert fir die mittlere Leitfahigkeit (g*) und das
Umkehrpotential (Erey) berechnet (Hille, 1984). R steht fur die allgemeine

Gaskonstante, T ist die Temperatur in K, F die Faraday-Konstante; [lon]i ist
die Konzentration des betrachteten lons auf der zytosolischen Seite des
Patches, [lon]a ist die Konzentration des betrachteten Ions auf der
extrazelluldren Seite. [lon]* ist die maximale Konzentration, in der das
betrachtete Ion in isotonischen Loésungen vorkommen kann (bei Sdugern ca.
150 mmol/l). g*on ist die Referenzleitfahigkeit, die der Kanal in isotonischer
Losung hétte, wenn das betrachtete Ion symetrisch in der Konzentration

[Ion]*.
2.3.2.2 Berechnung der Ionenselektivitit

Bei Ionengradienten tUber die Membran, kann aus Epey, das

Permeabilitdtsverhéltnis der Ionen und somit die Ionenselektivitat des

RT n PNa[NaJa + Pk[K]a +PCICI]i

E = 1 _
rev F PNa[Nal]i * Pk[K]i *PCICl]a
(2)
RT Pk [K]s
Eov = 7F In PK[K]i
(3)

Kanals bestimmt werden. Mit der Goldman-Hodgkin-Katz Gleichung (2) fur
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das Umkehrpotential sind die Anteile von verschiedenen monovalenten Ionen
am Gesamtpotential nach dem Permeabilitatskoeffizienten gewichtet. Eine
Korrektur des Permeabilitdtsverhaltnisses wurde fuir zweiwertige Ilonen
vorgenommen.

Bei einer sehr hohen Selektivitdt eines Kanals fiir ein Ion (hier z. B. Pk >>

Png oder Pk >> P(y), 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 2zu
bekommen. Fir die Isolation von Endothelzellen wurden die GefafSstiicke mit
0,05% Trypsin und 0,02% EDTA in PBS ohne Ca2*/Mg2* fir 15 min
vorinkubiert. (Kohler, 2001). Um die Substanzen auszuwaschen, wurden die
ACC fur 5 min mit PBS uberspult.

Mithilfe eines Mikroskops wurden einzelne EC selektiv mit einer Patchpipette
fixiert und mechanisch von der Gefafiwand getrennt.

Zunachst wurde zwischen der Patchpipette und der Zellmembran ein
hochohmiges, so genanntes Seal hergestellt (cell attached Patch). Durch
kurzes Anlegen eines starken Unterdruckes in der Patchpipette wurde die
Membran zwischen Pipette und Zellinnerem aufgebrochen. Die dann
registrierbaren Stréme und Potentiale entsprechen der Summe der
Einzelkanalstrome der gesamten Zellmembran. In dieser so genannten
whole-cell Konfiguration ist die Messung der Ganzzellstréme uUber die
Spannungsklemme sowie die Bestimmung des Zellpotentials tUber eine
Stromklemme moglich. Da die Zellmembran Kondensatoreigenschaften hat,
kann die Zellgréofie entsprechend der Gesamtflache der Membran mit der
Zellkapazitat angegeben werden. Mit dieser Methode lassen sich die Zellen
auch mit einer gewlinschten Losung dialysieren, da sich das Zytosol mit der
Pipettenlésung austauscht. Die Membranstrome in diesen elektrisch
isolierten Zellen wurden mit einem EPC9 Patch-Clamp Verstarker

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. (Kéhler, 2000) Die Veranderung des Membranpotentials
als Antwort auf ACh (200 nM) wurden in elektrisch gekoppelten RCAEC

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

Der Widerstand der Patch Pipetten betrug 2-4 MQ in symmetrischer KCI-

Lésung. Die Experimente wurden, soweit nicht anders vermerkt,

Raumtemperatur durchgefiihrt.

bei
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2.4 Fluoreszenzmikroskopische Messung der intrazellularen
Kalziumkonzenration

Far die fluoreszensmikroskopische Messung der intrazelluldren
Kalziumkonzentration wurde die Fura-2 Methode verwendet (Grynkiewicz,
1985). Der Kalziumindikator Fura-2 verdndert in Abhé&ngigkeit von der
Bindung des Kalziumions sein Exzitationspektrum. Ungebundenes Fura-2
wird bei einer Wellenldnge 380 nm angeregt, wohingegen an Kalzium
gebundenes Fura-2 bei dieser Wellenlange nicht detektiert wird. Wenn nun
in mit Fura-2 beladenen Zellen die intrazellulare Kalziumkonzentration
ansteigt, erhoht sich die Intensitédt der Emission des an Kalzium gebundenen
Fura-2, wéhrend die des ungebundenen Fura-2 abnimmt. Uber die Bildung
des Quotienten (Fluoreszensratio) der Intensitat der Emission (500-530 nm)
bei den beiden Anregungswellenldngen (340 nm / 380 nm) koénnen
Veranderungen der intrazelluldren Kalziumkonzentration dargestellt und
quantitativ = erfasst werden. Die quantitative Bestimmung der

Konzentrationverdnderung wurde tiber folgende Gleichung ermittelt:
R - Rmin sz
ica 1=k () ()
Rmax - R sz

Hierbei ist [Ca2*] die Kalziumkonzentration; Kq (224 nmol/l) die
Dissoziationkonstante von Fura-2 flir Kalzium; R der Fluoreszensratio; Rmin
und Rmax ist die Fluoreszensratio der Emission (500-530nm) bei null
Kalzium bzw. bei Kalziumséattigung; Sfo ist der Koeffizient fur null Kalzium
bei der Wellenldnge 340 nm und Sp2 ist der Koeffizient fir Kalziumséattigung
bei der Wellenldnge 380 nm. Rmin, Rmax , Sf2 und Sp2 sind in der Regel

konstant  und hangen  vom Fluoreszensmessystem, von  der
Kalibrierungsmethode und den untersuchten Zellen ab. Zur Messung der
intrazellularen Kalziumkonzentration wurden die Endothelzellen zunéchst in
serumfreies Kulturmedium uberftihrt. Nach 15 min wurden dann die Zellen
in Kulturmedium mit 5 pmol/l Fura-2 AM bei 37°C fir 15 min im

Brutschrank inkubiert. Nach Waschen mit Kulturmedium wurden die Zellen
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direkt fir die fluoreszensmikroskopische Messung der intrazelluldren
Kalziumkonzentration verwandt.

Im Experiment wurde die niedrigste Fluoreszensratio als Rmin angenommen.
Rmax wurde bestimmt, indem Uber die Zerstérung der Zellmembran mit
einer 3 mol/1 KCl, 5 mmol/l CaCly Lésung eine Sattigung des Fura-2 erzielt

wurde.

2.5 Untersuchungen am Druckmyograph

Mit dem Druckmyographen kann die Vasoreagibilitdit verschiedener
Gefafditypen untersuchen werden. Im Gegensatz zu herkémmlichen Geraten
sind hier Messungen unter fast physiologischen Bedingungen méglich.
Intravasaler Druck, Perfusionsgeschwindigkeit und Temperatur koénnen
wahrend eines Experimentes konstant gehalten werden und Testsubstanzen
intra- und extravasal appliziert werden. Der Gefafidurchmesser wird dabei

kontinuierlich tiber eine Videokamera gemessen.

2.5.1 Versuchsaufbau

Zunichst wurde das Experimentierbad unter einem inversen Mikroskop
befestigt. Das Experimentierbad verfligte Giber einen Zu- und Abfluf’, tber
den jeweils der Druck vor und hinter dem zu untersuchenden Gefafs manuell
reguliert werden konnte. Dies wurde durch zwei Uber einen Joystick
hohenverstellbare  Flussigkeitsreservoirs ermoglicht, die Uber ein
Schlauchsystem mit dem Zu- und Abfluss des Experimentierbades in
Verbindung standen. Der intravasale Druck wurde kontinuierlich von
Drucksensoren gemessen und aufgezeichnet. Die Temperatur des
Experimentierbades betrug 37°C, und wurde mit einem Messfihler
kontinuierlich gemessen. Mit einer sich unterhalb des Experimentierbades
befindlichen Videokamera war es moglich, die Verdnderungen des
Gefafidurchmessers kontinuierlich aufzuzeichnen, und am angeschlossenen

Monitor direkt zu verfolgen. Uber den Bildschirm wurden zusitzlich der
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aufSere Gefafdidurchmesser, die Temperatur in der Badlésung und der
intravasale Druck des GefafSes kontinuierlich gemessen.

Uber einen Dreiwegehahn am Zuflusssystem konnten mit einem seperaten
Schlauchsystem verschiedene Substanzen intravasal appliziert werden. Der
hydrostatische Druck blieb konstant, da sich die Behaltnisse auf gleicher
Hoéhe, wie das den intravasalen Druck erzeugende Flussigkeitsreservoir am
Zulauf befand.

Die Bad- und Perfusionslésung war eine physiologische saline Lésung, die
zum Teil zusatzlich den NO-Synthase- Inhibitor NG-Nitro-L-Arginin (L-NNA,
100 umol/l) sowie den Cyclooxygenase- Inhibitor Indometacin (10 umol/l)
zur Unterbindung sowohl der NO- als auch der Prostazyklin-Synthese

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

2.5.2 Gefaflpraparation

Die Ratten wurden in tiefer Athernarkose durch Entnahme des Herzens
getdtet. Die Arteria carotis communis (ACC) wurde vorsichtig unter
Vermeidung einer Uberdehnung herausprédpariert und in eine eiskalte
phosphatgepufferte = NaCl-Losung (PBS) Uberfihrt. Unter einem
Stereomikroskop wurden die Adventitia und Blutreste entfernt. Flur die
Vasoreagibilitditsmessungen am Druckmyographen wurden die Gefafse in 4-5

mm lange Stiicke geschnitten.

2.6 Molekularbiologische Untersuchungen

2.6.1 Die ,,Multiplex“ Einzelzell-RT-PCR

Die erstmalig von Lambolez und Mitarbeitern (Lambolez, 1992) angewandte
Kombination von Patch-Clamp-Technik und RT-PCR-Methode ermoéglicht

den molekularbiologischen Nachweis von zuvor elektrophysiologisch
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charakterisierten Ionenkanalen anhand der Analyse geringer mRNA-Mengen
der untersuchten Zelle. Einen Uberblick tiber dieses Verfahren vermittelt
Abbildung 2-2.

Die sog. ,Multiplex“-Einzelzell-RT-PCR  ermoglicht unter Einsatz
unterschiedlicher Primerpaare den gleichzeitigen Nachweis verschiedener
cDNA-Produkte in einem Reaktionsgefafs. Um bei der Einzelzell-RT-PCR eine
optimale Ausbeute aus den sehr geringen mRNA-Mengen einer einzelnen
Zelle zu erhalten und die Entstehung unspezifischer Produkte zu vermeiden,
wendet man eine sog. verschachtelte ,nested“- PCR an. Dabei schlief3t sich
an die oben beschriebene PCR eine zweite PCR an, in der die in der ersten
Phase entstandenen DNA-Molektule als Matrize dienen. Die dann
eingesetzten ,nested”“ Primer sind zu weiter innen gelegenen Zielsequenzen
komplementar und hybridisieren innerhalb des Abschnitts, der von den
ersten Primerpaaren vorgegeben wurde. Unspezifische Produkte bilden fir
die inneren Primer nicht mehr gentigend komplementidre Sequenzen und
entfallen somit als Matrizen. Folglich kommt es vorzugsweise zur
sequenzspezifischen Amplifikation der Zielsequenz.

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Primersequenzen wurden so
gewdhlt, dass sie innerhalb des kodierenden Bereichs lagen und Intron-
Uberspannend waren, um eine Amplifikation genomischer DNA-Sequenzen

zu vermeiden.
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Abb. 2-2: schematische Darstellung der ,multiplex” single-cell-PCR. Es konnen simultan bis zu 6
Zielsequenzen der mRNA einer einzelnen Zelle amplifiziert werden.
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2.6.1.1 Durchfiihrung

Die geerntete Zelle sowie der Inhalt der Patchpipette (~ 8 ul) wurden in ein
Reaktionsgefafs tiberfiihrt, das die Reagenzien fiir die Reverse Transkription
enthielt. Diese Losung setzte sich aus 1 ul First Strand Puffer, 0,5 ul dNTPs,
1ul Random Hexamere Primer, 1 ul DTT und 0,5 ul RNasin zusammen. Die
Proben wurden auf Trockeneis ,Schock-gefroren, um ein Aufbrechen der
Zellmembran zu bewirken. Nach Auftauen der Probenlésung wurden 0,5 ul
Reverse Transkriptase hinzugegeben, so dass das Endvolumen der RT-
Proben ~ 12 pl 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
Name GenBank™ Acc. Nr. Sequenz
rTRPV1 NM_031982 s 5" AGCTGAAAAACACCGTTGGG 3°
as 5" GCTGGAATCCTCGGGTATAGTAGAG 3°
rTRPV1 NE S 5" CTTCTTCTTCCGAGGGATTCAA 3°
as 5" GAGAACACCATGGAAGCCACAT 37
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 37
rTRPV3 NE s 5" CTTCCAGTCTATGGGCATGTACAG 3°
as 3" CACCGCATCGCTGAAGCT 3°
rTRPV4 NM_023970.1 S 5" ACAACACCCGAGAGAACACCAA 3
as 5" AAGAATACACAGGCCCGTAGGC 37
rTRPV4 NE S 5" TGACCTGTTGCTTCTCAAGTGC 3~
as 5" TTGAACTTGCGAGACAGGTGC 3°
rTRPVS NM_053787 s 5" CCAACTCAGATGGAGAGGTGG 3°

as 5" TGAGCATGAGCAGTGTGGC 3°




Kapitel 2 — Material & Methoden 49

Name GenBank™ Acc. Nr. Sequenz

rTRPVS 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 TagMan-PCR

Zur quantitativen Bestimmung der Genexpression wurde als sensitive,
reproduzierbare und spezifische Nachweismethode die so genannte
TagMan™ PCR eingesetzt. Diese auf dem urspruinglich von Holland (1981)
entwickelten 5 Nuklease-Assay basierende Methode erméglicht unter
Einsatz fluorogener Sonden die Amplifikation und Quantifikation simultan
in einem Reaktionsgefafs. Wird die intakte Sonde bei einer Wellenldnge von
488 nm zur Fluoreszenz angeregt, so wird die Fluoreszenz des Reporter-
Farbstoffs aufgrund der rdumlichen Nadhe zum Quencher durch einen
Fluoreszenz-Energietransfer (FET) unterdrickt. Wéahrend der PCR
hybridisiert die Sonde mit den Primern zunédchst an den Matrizenstrang. In
der Extensionsphase trifft die Taq-Polymerase nun auf diese Sonde und
beginnt sie zu hydrolisieren, wodurch die rdumliche Nahe - 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 Sondenmolektiile verdrangt werden noch bevor die
Exonuklease-Aktivitdt der Taq-Polymerase aktiviert wird. Die Veranderung
der Fluoreszenz wird mit Hilfe eines Laser-Detektors im geschlossenen

Reaktionsgefafs Zyklus fur Zyklus erfasst.
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2.6.3.1 Quantifizierung

Da fur die Quantifizierung der Expression uber eine endogene Kontrolle
(GAPDH) normalisiert wurde, wurden zundchst Standardkurven fur die
endogene Referenz sowie die Zielsequenz erstellt. Von diesen wurde fir die
einzelnen Proben die Menge an Zielsequenz und endogener Referenz
berechnet. AnschliefSend 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.
SchliefSlich werden die mnormalisierten Zielsequenzwerte durch den
normalisierten Zielsequenzwert des Kalibrators dividiert, um so ein relatives
Expressionsniveau auszudriicken.

Die Konzentration der Zielsequenz, normalisiert mit GAPDH als endogener

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

XN ka1 = 2440t
2.6.3.2 Sonden
Name GenBank Acc. Nr. Sequenz
rGAPDH X02231 6-FAM CCCATCACCATCTTCCAGGAGCGA - TAMRA
rTRPV1 NM_031982 6-FAM ATTTCCTGCAGAGGCGACCATCCC - TAMRA
rTRPV4 NM_023970.1 6 - FAM CCCGCCTCTTCCCAGACAGCAA- TAMRA

2.8 Puffer und Losungen

2.8.1 Pipettenlosungen

In Tabelle 1 sind die in der vorliegenden Studie eingesetzten
Pipettenlésungen aufgefihrt. Dabei wurde mit Lésung A die Spitze und

anschliefSend mit Lésung B das Lumen der Patchpipette beftillt.
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Tabelle 1

KCl1 140 4.3 - 140

NaCl - 140 - -

CaCl, 1 1 90 1

MgCl, 1 1 1 1

Hepes 10 10 10 10

PH 7.4 7.4 7.4 7.2

[Ca” Tfei 1 1 90 1

Nystatin - - - 200-300
png/ml

Konzentration in mmol/l

2.8.2 Badlosungen

Fur die Einzelkanalmessungen wurden die Lésung A-C als KCI-Losung (A),
NaCl-Losung (B) bzw. CaCl-Losung (C) verwendet. Die Losungen E-K mit
den unterschiedlichen Kalziumkonzentrationen wurden fir die Messung der
Kalziumabhéngigkeit von TRPV4 eingesetzt. Die Losung D war die Standard-

Perfusionslésung bei den shear stress-Untersuchungen.

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

KCl 140 | 43 - 5 [ 140 [ 140 [ 140 | 140 | 140 [ 140
NaCl - a0 [ - s | - - - - - -
NaH,PO, - - - 1 - - - - - -
CaCl, 1 1 [ 90 | 1.4].994].835].955 | 9 1 -
MgCl, 1 1 1 1| - - - 3 2 -
Hepes 10 10102 [ 10] 10] 10 |10 |10 |10
EGTA - - - - 1 - 1 [ 10 [ 12 ] 10
HEDTA - - - - - 1 - - - -
D-Glucose - - - 5.5 - - - - - R
PH 74 7474 |74 [ 72 72 7272 | 72| 72
[Ca® e 1 1 [9 [14] 20 6 | 3 [15 ] 04] -

Konzentration in mmol/l bzw. in umol/l
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2.8.3 Perfusionspuffer

Tabelle 3

KCl 5 5 5
NaCl 118 118 118
NaH,PO4 1 1 1
CaCl, 9 20 1.4
MgCl, 3 3 1
Hepes 10 10 10
EGTA 10 10 10
HEDTA - - -
D-Glucose | 5.5 55 5.5
PH 7.4 7.4 7.4
[Ca” lgei | 1.5 2000 | 0.02

Konzentration in mmol/l bzw. in umol/l
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3. Ergebnisse

3.1 TRPV4 Expression im nativen Endothel der Ratte

Der molekularbiologische Nachweis zur TRPV4-Expression erfolgte mittels
der multiplex-Einzelzell-RT-PCR (vgl. Abschnitt 2.7.1). Im Rahmen dieser
PCR wurden nativen Endothelzellen direkt von der luminalen Gefaf3seite
sgeerntet® und auf die Expression sdmtlicher TRPV-Familienmitglieder (V1 —
V6) untersucht. Als Endothelzell-spezifischer Marker wurde die eNOS ko-

amplifiziert.

trl.

um ¢

EC probe #1
EC probe #2
EC probe #3

med

eNOS 351 bp

TRPV4 183 bp

Abb. 3-1: Ergebnisse der multiplex-Einzelzell-RT-PCR. Von allen TRPV-Mitgliedern wurde am nativen
Endothel der Ratte nur TRPV4 nachgewiesen.

TRPV4-Expression wurde in sieben von zehn Endothelzell-Proben
nachgewiesen. Der fehlende Nachweis von TRPV4 und eNOS in drei Proben
ist auf den Verlust der Endothelzelle beim Uberftihren von der Badkammer
in das PCR-Reaktionsgefafs zurtckzufihren. TRPV4 wurde als einziger
Vertreter der TRPV-Familie im Endothel der Ratte nachgewiesen. Die
Untersuchung von glatten GefafSmuskelzellen erbrachte kein positives Signal

fiur TRPV4-Expression (0/14 Proben).
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3.2 elektrophysiologische Charakterisierung von TRPV4 im Endothel
der Ratte

3.2.1 Leitfahigkeit und Selektivitit

Die elektrophysiologische Charakterisierung von TRPV4 erfolgte am intakten
Endothel der Arteria Carotis Communis (ACC) der Ratte (vgl. Abschnitt 2.3.3).
Nach elektrophysiologischer Charakterisierung wurden die Endothelzellen
durch vorsichtiges Herausreifdfen aus dem endothelialen Gewebeverband
vereinzelt und fuir die molekularbiologische Untersuchung in ein
Reaktionsgefafs (PCR-tube) Uberfihrt. Diese Kombination von patch-clamp
und single-celllPCR Untersuchung ermoéglicht einen direkten Vergleich
zwischen den elektrophysiologischen Eigenschaften einer Zelle und dem
Expressionsmuster von Ionenkandlen. Wie in Abb. 3-2 dargestellt, zeigen
Endothelzellen der ACC in Ganzzellableitungen nach pharmakologischer
Aktivierung durch den selektiven TRPV4-Agonisten 4aPDD eine
charakteristische Strom-Spannungs-Kurve mit Auswartsrektifizierung im
stérker positiven Potentialbereich. Das Umkehrpotential befindet sich im
Bereich von O mV. Die mittlere Leitfidhigkeit des Kanals betrdgt 98 pS = 19
SD im positiven und 60 pS + 12 SD im negativen Potentialbereich. Repetetive
Stimulation mittels 4aPDD resultiert in einer reduzierter Aktivierbarkeit des
Kanals. Weiterhin erwiesen sich TRPV4-Strome als von der extrazelluldren
Kalziumkonzentration abhéngig. Wahrend 4aPDD-induzierte Stréme nach
Kalziumpufferung mit EGTA fur mehrere Minuten stabil blieben, fiihrten
physiologische Kalziumkonzentrationen ([Ca2*]lout = 1 mmol/l) zu einer
schnellen Abnahme des Einwéartsstroms (ca. 10 - 20 sec nach Applikation).
Weiterhin zeigte sich die kanaltypische Auswartsrektifizierung nach
Kalziumpufferung starker ausgepragt (siehe Abb. 3-2. C) als unter
physiologischen extrazelluldren Kalziumkonzentrationen. Substitution von
Na*-lonen durch das impermeable Kation NMDG®* verhinderte 4aPDD-
aktivierte Einwdartsstrome (Abb. 3-2 B). Hohe extrazellulare
Kalziumkonzentrationen ([Ca?*]lout - 20 mmol/]l) verschieben das

Umkehrpotential in den positiven Potentialbereich (Urev # 14 mV).
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3.2.2 Inhibierung durch Kanalblocker

Pharmakologisch kénnen TRPV-Kanéle durch die spezifische
Kanalblockersubstanz Ruthenium Red (RuR) gut charakterisiert werden.
Auch Gadoliniumionen (Gd3*) sind in der Lage, verschiedene Arten von TRP-
Kanalen zu blockieren. Entsprechend konnten in Ganzzellableitungen
TRPV4-mediierte Strome am intakten Endothel der Arteria Carotis Communis

durch Zugabe von 1 umol/l RuR in die Badlésung vollstdndig blockiert

werden.
A 029 y[nA] B 0.34 i[nA]
basal basal
etz 4
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Abb. 3-2: TRPV4-Strome in nativen Endothelzellen der Arteria Carotis Communis (RCAEC) der Ratte.
Ganzzellableitungen in A mit 1 mmol/l [Ca2+]out, B nach Kationensubstitution mit NMDG", C nach
Kalziumpufferung ([Ca*"]oy = 20 nmol/l) und D TRPV4-Blockade mit 1 umol/l RuR.
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Die Kanalblockade erwies sich als spannungsabhingig und resultierte
zundchst in einer raschen Abnahme des Einwéartsstroms (< 20 sec nach
RuR-Inkubation). Ladngere Inkubationszeiten flihrten zu einer Abnahme des
Auswartsstroms. RuR ist membranpermeabel und wirkt von der
intrazellularen Seite des Kanals, so dass die Untersuchungen zur
Wirksamkeit dieses lipophilen Kanalblocker in der whole-cell Konfiguration

durchgefihrt werden konnten. In dem in Abb. 3-2. D gezeigten Experiment
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Abb. 3-3: zeitlicher Verlauf 4oaPDD-induzierter Strome in nativen Endothelzellen der 4. Carotis

Communis der Ratte (RCAEC) bei positiven und negativen Haltepotentialen. A nach Kalziumpufferung

([Ca*Jow = 20 nmol/l) und B mit 1 mmol/I [Ca> Jou
fihrte die Zugabe von 1 pmol/1 RuR zur vollstdndigen Blockade der 4aPDD-
aktivierten TRPV4-Kandale. Eine vollstdndige Blockade des Kanals konnte
zusatzlich in einer Reihe von Experimenten bereits bei Konzentrationen von
500 nmol/l (n=4) oder 250 nmol/l (n=5) RuR beobachtet werden. Ein
vollstdndige Kanalblockade konnte auch durch die Zugabe von Gadolinium
(50 nmol/l, n=3) erreicht werden.
Als weitere Stimuli fir TRPV4 werden niedrige pH-Werte, hypoosmotische
Verhéaltnisse zwischen Intra- und Extrazellularraum und moderate Hitze (27
- 40°C) beschrieben (Nilius, 2003). Untersuchungen an isolierten
Endothelzellen der thorakalen Rattenaorta zeigten TRPV4-mediierte Strome
nach Reduktion des pH-Wertes der Badlésung auf 6.0, sowie nach
Reduktion der Osmolaritdt um 30%. Erhéhung der Temperatur fihrte
ebenfalls zu einer moderaten Aktivierung von TRPV4, welche bei 37°C
maximal war. Sdmtliche durch diese Stimuli aktivierten Stréme erwiesen

sich als RuR-sensitiv.
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Abb. 3.4: TRPV4-mediierte Strome in nativen Endothelzellen der 4. Carotis Communis der Ratte (RCAEC).
Aktivierung erfolgte durch verschiedene chemische und physikalische Stimuli. A: Ganzzellableitungen nach
Aktivierung durch Reduzieren des pH-Wertes (7,4 — 6,0), B: Reduktion der Osmolaritit um 30% und C:
moderater Erwidrmung der Badlosung (21 — 37 °C). B, D und F: entsprechende gesamt-Kanalleitfahigkeit der

untersuchten Zellen.
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3.2.3 Modulation des Membranpotentials nach pharmakologischer
Aktivierung von TRPV4

Aktivierung von TRPV4 fihrt zu einem Einstrom von Ca?* und Na*' in das
Zytosol und damit sowohl zu einer Depolarisation der Membran als auch zu
einer Erhéhung der [CaZ2*];. Beide Signale kénnen in Endothelzellen zu einer
Aktivierung verschiedener Kationenkanéle, wie z.B. kalziumaktivierbarer
Kationenkanalen  (Icrac), kalziumaktivierbarer = Chloridkandlen und
kalziumaktivierbaren Kaliumkandle des IK, SK oder BK-Typs, fihren. Die
Aktivierung dieser Kandle fithrt zu weiteren Anderungen des
Membranpotentials (Kohler, 2000). Endothelzellen zeigen nach Erhéhung
der [Ca?']i um Werte Uber 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 Kaliumkanélen beruht (Hoyer, 1997) und welche die
elektrochemische Triebkraft fir den Kalziumeinstrom bereitstellt. In current-
clamp Messungen wurde der Verlauf des Membranpotentials in RCAEC nach
Stimulation mit 1 pmol/l 4aPDD untersucht. Unter physiologischen
Kalziumkonzentrationen fiihrte die Aktivierung des Kanals zu einer initialen
Depolarisation (AVm ® 7 mV) auf die eine moderate 30 — 60 sec anhaltende
Hyperpolarisation (AVm = -6 mV) folgte. Wie in Abbildung 3-5 A und B
dargestellt, erwies sich dieser biphasische Verlauf des Membranpotentials
als von der extrazellularen Kalziumkonzentration abhangig. Nach
Kalziumpufferung auf 20 nmol/l konnte keine Hyperpolarisation der Zelle
beobachtet werden. Demgegentiber konnte in vergleichenden Experimenten
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 Ca2* und Na' in das Zytosol geringe Auswirkung auf das
Zellpotential hat wund die Kanalaktivitdt von der extrazelluldren

Kalziumkonzentration abhéngig ist.
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3.3 Modulation der intrazelluldaren Kalziumkonzenration nach
pharmakologischer Aktivierung von TRPV4

Die Quantifizierung des TRPV4-meddiierten Kalziumeinsroms mittels der
FURA II-Technik erfolgte an isolierten Endothelzellen der thorakalen Aorta
der Ratte (RAEC). RAEC zeigen nach Stimulation mit 4aPDD, niedrigem pH-
Wert, Hitze und verminderter Osmolaritidt zu den RCAEC identische TRPV4-
Strome und wurden fir diese Untersuchungen aus technischen Grinden
vorgezogen.

Pharmakologische = TRPV4-Aktivierung mittels 4aPDD fihrte wunter
physiologischen Kalziumkonzentrationen (1 mmol/l) zu einer Erhéhung der
[Ca2*]i um 140 nmol/l (SED 60 £ 5 nmol/l, n = 50) (siehe Abb. 3-6). Eine
Erhéhung der [Ca2']; trat nach starker Kalziumpufferung ([CaZ*|out = 20
nmol/l) oder Zugabe von 1 umol/1 RuR in das Badmedium nicht mehr auf.
Substitution des extrazellularen Ca?* durch Mn?* fuhrte nach TRPV4-
Aktivierung zu der als Mn?*-quenching bekannten Reduktion der FURA2-
Fluoreszenzintensitdt. Reduktion des pH-Wertes (pH 6.0) und der
Osmolaritdt fuhrten ebenfalls zu einem RuR-sensitiven Kalziumeinstrom.
Stimulation durch Hitze (21°C - 37°C) erbrachte hingegen einen
vergleichsweise geringen Anstieg der [Ca?*]; (Daten nicht gezeigt). Eine IP3-
vermittelte Kalziumfreisetzung aus intrazelluldren Speichern, wie sie nach
Stimulation mit 1 pmol/1 ACh beobachtet wurde (Abb. 3-6 E), geht mit einem
dramatischen peakartigen Anstieg der [Ca?*]; auf Werte > 600 nmol/l und
einer anschlieffenden Plateauphase, welche auf die Aktivierung von
Rezeptor- oder Sekundéarbotenstoff-aktivierter Kalziumkanale 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.
[P3-induzierten Kalziumfreisetzung aus intrazellularen Speicherorganellen zu
vergleichen. Die massive Freisetzung von Ca2* aus intrazelluldren Speichern
fihrt im Zytosol zu Formationen von so genannten Ca2*-waves und —sparks
und ist von submembrandsen Konzentrationsanstiegen infolge der Offnung

weniger kalziumpermeabler lonenkanéle in der Zellmembran abzugrenzen.
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Abb. 3-6: Modulation der [Ca®']; in isolierten Endothelzellen der thorakalen Aorta der Ratte (RAEC).
A pharmakologische TRPV4-Aktivierung unter physiologischer [Ca**]o, (1 mmol/l) und C nach Ca*'-
Pufferung ([Ca” o, = 20 nmol/l), B nach TRPV4-Inhibierung durch 1 pmol/l RuR. D Mn*"-Quenching,
E vergleichende ACh-induzierte Erhohung der [Ca*'];, F Mittelwerte des TRPV4-induzierten Ca*'-
Einstroms.
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3.4 Funktionelle Bedeutung von TRPV4 in der Endothel-vermittelten
Vasoregulation

Durch die Freisetzung endokriner Substanzen sind Endothelzellen
wesentlich an der Modulation des Kontraktionszustandes der glatten
GefafSmuskulatur und damit an der Anpassung des GefdfStonus an die
jeweiligen h&dmodynamischen Gegebenheiten beteiligt (vgl. Abschnitt 1.2)
Insbesondere endotheliale Ca2*-permeable Kationenkandle und Ca2*-
aktivierbare K*-Kanéle scheinen tiber die Steuerung der intrazellularen CaZ2*-
Signalgebung wesentlich an der Regulation der Endothelfunktion beteiligt zu
sein. Insofern kommt diesen Kandlen in der Endothel-vermittelten
Vasoregulation eine Schltisselfunktion zu. Im Rahmen dieser Studie wurde
in einer Reihe von vaskular-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 4aPDD fihrte in orientierten
Druckmyographexperimenten an der ACC der Ratte 2zu einer
dosisabhangigen Vasodilatation (Kd = 0,3 umol/l). Applikation von
Konzentrationen > 1 umol/1 resultierten in einer maximalen Gefafddilatation
von 80% (gemessen vom Niveau der initialen Kontraktion). Die Dilatation
erwies sich als strikt Endothel-abhéngig. Nach Denudation des GefafSes oder
exrazellularer Applikation von 4aPDD wurde kein vasoregulativer Effekt
beobachtet.

Die kombinierte intravasale Applikation von 4aPDD und RuR verhinderte
eine Dilatation des GeféafSes. Perfusion des Gefafles mit RuR Ubte per se
keinen Effekt auf den myogenen Tonus aus, so dass eine konstitutive
TRPV(4)-Aktivitdt unter diesen Bedingungen ausgeschlossen werden kann.
Ebenso wurde kein Effekt von RuR auf die Agonisten-induzierte
Vasodilatation beobachtet.

Da die endothel-abhéngige Vasodilatation NO-, PGl2- oder EDHF-vermittelt
ist, galt es die Beteiligung dieser drei Systeme an der TRPV4-induzierten

Vasodilatation zu untersuchen. Vorinkubation des Gefaf3es mit L-NNA
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und/oder Indomethacin fiihrt zu einer selektiven Inhibierung der eNOS bzw.
der COX1. Demnach kann eine Endothel-abhangigen Vasodilatation unter
diesen Bedingungen, wie sie beispielsweise nach Applikation von ACh oder
infolge der selektiven Aktivierung Ca2+*-abhéngiger K*-Kanale mittles 1-EBIO
auftritt, ausschliefSlich EDHF-mediiert sein (vgl. Abschnitt 1.2). Eine
signifikante EDHF-vermittelten Vasodilatation konnte nach intravasaler
Perfusion mit 4aPDD in der ACC nicht beobachtet werden. Die 4aPDD-
induzierte Dilatation der ACC erwies sich als L-NNA-sensitiv und ist somit

auf die NO-vermittelte Vasodilatation zurtickzuftihren.
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Abb. 3-7a: Ergebnisse der vaskuldr-biologischen Untersuchungen am Druckmyograph der A. carotis
communis der Ratte. A Dilatation nach pharmakologischer TRPV4-Aktivierung, Kanalblockade mittels
Ruthenium Red und vergleichende Dilatation nach intraluminaler Zugabe von ACh. B 4aPDD Mittelwerte der
EDHF-mediierten Dilatation.

3.4.1 Mechanosensitive Eigenschaften von TRPV4

Jedes durch einen geometrisch definierten Korper flieRendes Fluid wirkt an
der Grenzflache eine friktionale Kraft, die so genannte Scherkraft, auf diesen
Korper aus. In Abhédngigkeit von u.a. der Geometrie des durchstromten
Korpers, des Volumenstroms und den rheologischen Eigenschaften des
Fluids kann diese aus dem Hagen-Poiseullschen-Gesetz abgeleitet und

berechnet werden. In einem Kreisrohr wie einem Gefafs ist die
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Schubspannungsverteilung immer linear und wunabhdngig von den
FlieSbedingungen. An der Rohrwand ist sie maximal.

Die auf die Oberfldche des Endothels wirkende Wandschubspannung wird
als wichtiger physikalischer Stimulus im Zusammenhang mit zahlreichen
vaskularen Ereignissen betrachtet (Lehoux, 2006; Esper, 2006; Oechslin,
2005). In Arteriolen fuhrt eine Erhéhung der Wandschubspannung zur
Freisetzung endogener Faktoren wie NO, vasodilatorischen Prostanoiden und
EDHF. Der genaue Mechanismus dieser flufs-induzierten Vasodilatation ist
nicht geklart. Es wird postuliert, dass endotheliale mechanosensitive

Ionenkanéle Uiber eine durch Verformung der zytoskelletaler Strukturen
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Abb. 3-7: A Dosis-Wirkungs Beziehung der 4aPDD-induzierten Vasodilatation. B EDHF-mediierte Dilatation
nach Inhibierung der eNOS und der COX-1 mittels L-NNA und Indomethacin.

bedingten Konformationsdnderung aktiviert werden kénnen (Hoyer, 1997).
Die elektrophysiologische Untersuchung mechanosensitiver Ionenkanéle
erfolgte in den meisten Studien Uber das Anlegen positiver oder negative
Pipettendriicke auf die Zellmembran. Diese Art der Stimulation ist jedoch
physikalisch weder mit dem intravasal herrschenden Blutdruck, noch mit
der durch den Blutfluss ausgetibten Wandschubspannung gleichzusetzen
(Morris, 1990; Sigurdson, 1993; Davies, 1995; Sackin, 1995).

TRPV4 wird aufgrund der Sensitivitat auf osmotische Veranderungen, welche

zu einem Anschwellen der Zelle und somit zu einer Dehnung der
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Membranstruktur flihren, als putativer mechanosensitiver Kanal in
verschiedenen Zelltypen beschrieben (Liedtke, 2005). Ob TRPV4 an der
Mechanosensitivitdt des Endothels und an der mit einer Erhohung der
Wandschubspannung (WSS) einhergehenden Vasodilatation beteiligt ist,
wurde bislang nicht untersucht.

Bei den intrazellulairen Prozessen, die an der endothelialen
Mechanotransduktion beteiligt sind, kann, in Analogie zur
Signaltransduktion @ nach  Agonistenstimulation, die  intrazellulare
Kalziumkonzentration als der =zentrale, die verschiedenen Signale
integrierender intrazelluldrer Botenstoff angesehen werden. Shear stress

bzw. erhdhte Flufiraten fihren zu einem Anstieg der intrazellularen Kalzium-
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konzentration (Mo, 1991; Geiger, 1992; Falcone, 1993), woflir der Einstrom
von extrazelluldrem Kalzium notwendig ist. Erhéhte Flussraten bzw. Erhéhte
WSS fuihren im Endothel zu einer Ehéhung der [Ca?*|; (Nilius, 2003;
Andrade, 2005; Strotmann, 2000). Hierfir sind der Einstrom von
extrazelluldrem Kalzium und/oder die Freisetzung von Kalzium aus
intrazellularen Speichern notwendig. Beide Mechanismen werden bei
mechanischer Stimulation sowohl von kultivierten Endothelzellen
(Helmlinger, 1996; Hoyer, 1998) als auch von perfundierten GefdfSen mit
intaktem Endothelzellverband diskutiert (Falcone, 1993). Da die Pufferung
extrazelluldaren Kalziums sowie die unselektive Kanalblockade mittels Gds3*
den Anstieg der [Ca?*]; nach mechanischer Stimulation verhindert (Hoyer,
1998).

In Experimenten am Druckmyograph konnte innerhalb dieser Arbeit Uber
die stufenweise VergrofSerung der Druckdifferenz und der damit
einhergehenden Erhéhung des Volumenstroms bzw. der Flussrate des
perfundierenden Mediums bei gleich bleibendem mittlerem, intravasal
herrschendem Druck von 80 cm /PSS eine Erhéhung der WSS erreicht und
eine flussinduzierte Vasodilatation ausgelost werden.

Da auch die rheologischen Eigenschaften des Blutes von grofSer
medizinischer Bedeutung sind (Romano, 2006) und eine Zunahme der
Viskositat linear die WSS erh6ht, wurde in einer Reihe von Experimenten der
Einfluss von 5 % Dextran (w/v) auf die shear stress induzierte Vasodilatation
an der ACC der Ratte untersucht. In vorangegangenen viskosimetrischen
Messungen wurde eine Erhéhung der Viskositat einer PSS/Dextran-Losung
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 fihrte entsprechend zu
einer WSS-induzierten Vasodilatation und konnte, ebenso wie die fluss- bzw.
volumenstrom-induzierte Dilatation, durch Zugabe von 1 umol/l RuR fast

vollstandig unterdriickt werden.
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Abb. 3-9: Flussinduzierte Vasodilatation an der Arteria Carotis Communis der Ratte. Uber Erhohung der
Perfusionsrate (A, SS = Shear Stress) bzw. Erh6hung der Viskositit des Perfusionspuffers (C) kann eine WSS-
induzierte Vasodilatation ausgeldst werden. (B) Die flussinduzierte Vasodilatation ist RuR-sensitiv und im
Wesentlichen NO-vermittelt, kann jedoch nach Inhibierung der eNOS bzw. COX durch Applikation von
unphysiologisch hohen Ca®*-Konzentrationen potentiert werden. (D) In typischen WiderstandsgefiBen wie der
A. gracilis ist die 40PDD- und WSS-induzierte Vasodilatation der in der ACC vergleichbar.
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3.4.2 TRPV4-Funktion und Expression bei genetisch determinierter

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.

Samtliche vaskular-biologischen Untersuchungen der SHR und WKY-Tiere
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 ausgepragt ist. Entsprechend lagen die
Blutdruckwerte der SHR-Tiere mit 156 + 12 mm/Hg (n = 25) deutlich tber
denen normotensiver WKY-Tiere mit 116 + 14 mm/Hg (n = 30). In
Experimenten am Druckmyograph zeigten SHR-Tiere eine deutlich
verminderte flussinduzierte Vasodilatation (16 * 4,8 % SEM, n = 6) im

Vergleich zu WKY-Tieren (46 + 6,7 % SEM, n = 7). Weniger ausgepragt
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Abb. 3-10: (links) Flussinduzierte Vasodilatation der ACC von SHR- und WKY-Tieren. (rechts) Agonisten-
induzierte Vasodilatation.
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waren die Unterschiede in der Agonisten-induzierten Vasodilatation.
Perfusion mit 1 pmol/l1 ACh fihrte in GefafSen von SHR-Tieren zu einer
Dilatation von 45 * 3,2 % SEM, n = 5, welche sich als geringfiigig niedriger
als die der WKY-Tiere (55 % 9,7 % SEM, n = 4) darstellte. Applikation von 1-
EBIO fuhrte in GefafSen
der SHR-Gruppe 2zu

einer EDHF-vermittelte

149 Vasodilatation von 8,2 *
12 m 4,9 % SEM, n = 5 (WKY
“ o SHR 770 ,n =5
14 11,3 £0,8 % SEM, n =
c
-g 4). Demnach ist die
»n 0,8 -
g Progression der
X 0,6 -
W endothelialen
2 04- Dysfunktion im Bezug
02 - auf  die Agonisten-
o induzierte Vasodilatation
1 2 3 als wenig ausgepragt zu
sample bezeichnen. Als
Abb. 3.10: quantitave Bestimmung der TRPV4-Expression in SHR- signifikant stellten sich

und WKY-Tieren. ) ) )
die Unterschiede in der

flussinduzierten
Vasodilatation beider Gruppen dar. Wahrend die ACC der WKY-Tiere auf
eine stufenweise Erhéhung der intravasalen Perfusionsrate (stufenweise
Erhéhung der Druckdifferenz von 20 auf 60 cm/PSS) mit einer maximalen
Dilatation von 100 pm =+ 12 pm reagierten, war diese in der SHR-Gruppe
drastisch reduziert (43 pm £ 7 pm). Wéahrend normotensive WKY-Tiere auf
Stimulation mit 4aPDD mit einer den SD-Tieren vergleichbaren starken
Vasodilatation von bis zu 80% reagierten, =zeigte die Carotis von
hypertensiven SHR-Tieren keine Vasoreaktion nach pharmakologischer
TRPV4-Aktivierung. Entsprechend vermindert war die fluss- bzw. WSS-
induzierte Dilatation. Quantifizierung der endothelialen TRPV4-Expression
ergab 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
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(GAPDH) eine dramatisch Verminderte Expression von TRPV4 der SHR-
Gruppe im Vergleich zu den WKY-Tieren. Demnach kénnte die Exposition
der aufgrund des Bluthochdrucks erhéhten WSS auf das Endothel einen
direkten Einfluss auf die TRPV4-Expression haben wund 2zu einer
verminderten funktionalen Exprimierung des Kanals fiihren. Inwiefern die
Erhéhte WSS bei arterieller Hypertonie die Kanalexpression reprimiert bleibt

jedoch unklar.
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4. Diskussion

Zusammenfassung

Kardiovaskuladre Erkrankungen zahlen nach wie vor zu den héaufigsten
Todesursachen in den westlichen Industrieldndern. Funktionsstérungen in
der GefafSwand sind bei diesen Krankheiten oft als initiale
pathophysiologische Mechanismen festzustellen. Die Charakterisierung der
gestorten Signalwege und der zelluldren und molekularen Interaktionen
zwischen Zellen der GefafSwand ist in vielen Fallen unklar und kann einen
wesentlichen Beitrag zur Aufkldrung der Ursachen kardiovaskularer
Erkrankungen leisten. Von besonderer klinischer Bedeutung ist die
Endothelfunktion, welche innerhalb der letzten Jahre flr viele
Risikofaktoren und GefafSerkrankungen intensiv untersucht worden ist.
Unter klinischen Gesichtspunkten sind die verschiedenen molekularen
Ursachen von pathogenen GefafSalterationen, welche zu einer endothelialen
Dysfunktion fiihren, bei praktisch allen kardiovaskularen Risikofaktoren mit
einer verminderten NO-Verfliigbarkeit assoziiert. Die Endotheldysfunktion ist
in der Regel nicht auf eine Beeintrachtigung der endothelabhéngigen
Vasodilatation beschrankt, sondern betrifft ebenso die Regulation der
Leukozytenadhasion und -infiltration, sowie der Thrombozytenadhé&sion und
—aggregation, was zu einem proinflammatorischen und prothrombotischen
Phanotyp fuhrt.

Endotheliale Schltsselfunktionen, wie die Freisetzung von NO, PGI> und
EDHF sind CaZ2*-reguliert. Die intrazelluldren Ca2*-Mobilisierung kann im
Endothel tiber die Freisetzung von CaZ2* aus intrazelluldren Speichern des ER
oder Uuber die Aktivierung Ca2*-permeable Kationenkanéle erfolgen. Die
Charakterisierung der CaZ2*-permeablen Kationenkandle am Endothel ist
bislang unzureichend. Es gibt einzelne indirekte Hinweise darauf, dass die

Funktion der die Ca2*-Homoé6ostase regulierenden Ionenkanéle bei
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Angiogeneseprozessen eine Rolle spielen kénnten. Im Rahmen dieser Arbeit
wurde untersucht, welche Vertreter der TRP-Kationenkanéale im Endothel
funktional exprimiert und in die Kalziumhomod&ostase involviert sind und ob
diese Kandle bei pathophysiologischen Prozessen wie der arteriellen

Hypertonie eine Rolle spielen.

In der vorliegenden Studie wurden elektrophysiologische und vaskular-
biologische Untersuchungen an Gefafdpraparaten mit intaktem Endothel
durchgefihrt. Durch die Kombination von patch-calmp und single-cell RT-
PCR Untersuchungen an morphologisch intaktem Endothel konnte ein
kalziumpermeabler, nicht-selektiver Kationenkanal der TRPV-Familie
identifiziert werden, der aufgrund seiner Kalziumleitfdhigkeit an der
Endothel-vermittelten Vasodilatation beteiligt ist. In
fluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen an isolierten Endothelzellen
wurde festgestellt, dass die pharmakologische und physikalische Stimulation
von TRPV4 zu einer Erh6hung der [Ca?*|; fihrt, welche tiber die Aktivierung
der eNOS wund nachfolgender NO-Freisetzung eine Vasodilatation an
isolierten Segmenten der ACC auslésen kann. Weiterhin konnte gezeigt
werden, das TRPV4 an der flussinduzierten Vasodilatation beteiligt ist und
als endothelialer Mechanosensor fir h&modynamische Verdnderungen
fungieren kann. Untersuchungen an hypertensiven SHR-Ratten ergaben eine
stark reduzierte TRPV4-Funktion und Expression im Vergleich zu
normotensiven WKY-Tieren. Insgesamt konnte in dieser Studie gezeigt
werden, dass der Ionenkanal TRPV4 den bei der endothelialen
Mechanotransduktion wichtigen intrazellularen Kalziumeinstrom ermdoglicht
und somit die Vasoreaktion auf hdmodynamische Verdnderungen 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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4.1 Endotheliale TRPV4

Obwohl TRPV4 zunichst als rein osmosensorischer Kanal beschrieben
wurde, erbrachte die intensive Forschungstétigkeit von Nilius und anderen
Arbeitsgruppen, dass auch andere physikalische Stimuli TRPV4 aktivieren
koénnen. Insbesondere die Entdeckung des synthetischen Agonisten 4aPDD
erbrachte grofden Fortschritt in der funktionalen Charakterisierung des
Kanals. Der Phorbol-Ester 4aPDD fiihrt zu einer starken, direkten und
spezifischen Aktivierung von TRPV4 (Nilius, 2003). Das nahe verwandte
Phorbol-Derivat PDDHV, ein potenter Aktivator von TRPV1, fihrte in inside-
out patches hingegen nicht zu einer TRPV4-Aktivierung (Nilius, 2003) und
auch die Stimulation mittels des strukturell sehr dhnliche PKC-Aktivators
PMA in TRPV4-transfizierten HEK-293 Zellen hatte keinen aktivierenden
Effekt.

Die elektrophysiologischen Eigenschaften des Kanals, welche innerhalb
dieser Arbeit nach 4aPDD-Applikation am intakten Endothel der ACC
gemessenen wurden, stimmen mit den Daten von anderen Arbeitsgruppen
hinsichtlich Kinetik, Selektivitdt und Leitfahigkeit gut tiberein (Nilius, 2004,
Watanabe, 2003, Voets, 2002). Obwohl die Untersuchungen anderer
Arbeitsgruppen in den meisten Fallen an TRPV4-uiberexprimierenden
Zellkulturen durchgefiihrt wurden und Daten von elektrophysiologischen
Messungen am intakten Endothel nicht vorliegen, ist der nach
pharmakologischer Aktivierung des Kanals beobachtete transiente
Einwartsstrom mit moderater Auswartsrektifizierung im  positiven
Potentialbereich mit den Messungen anderer Arbeitsgruppen identisch
(Nilius, 2003). Auch der beobachtete Effekt der extrazellularen
Kalziumkonzentration auf die Kanalaktivitdt deckt sich mit den an TRPV4-
Uberexprimierenden Zellen beschriebenen Ergebnissen anderer
Arbeitsgruppen. Unter kalziumfreien Bedingungen sind TRPV4-
Einwartsstrome stabil und Auswartsstréome in ihrer Rektifizierung weniger
stark ausgepragt, was auf eine kalziumabhangige Regulation von TRPV4
schliefSfen lasst. Diese Regulation der Kanalaktivitdit scheint unter
physiologischen Gesichtspunkten sinnvoll, da sich der Kalziumeinstrom

somit selbst limitiert wund ein moglicher Zusammenbruch der
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Kalziumhomoostase nach repetetiver TRPV4-Stimulation verhindert wird.
Neben den durch den pharmakologischen Aktivator 4aPDD induzierten
Stromen konnten charakteristische TRPV4-Stréme nach Stimulation mit
Hitze, Reduktion des pH-Werts und der Osmolaritidt des extrazellularen
Mediums beobachtet werden. Diese von ihrer physikalischen Natur her
aufSerst unterschiedlichen TRPV4-Stimuli sind an verschiedenen Geweben
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-Kandlen in Verbindung gebracht. Es wird vermutet, dass
dieser Mechanismus der TRPV4-Aktivierung uUber die PLA»-katalysierte
Umsetzung von Arachidonsduren (AA) zu Epoxyeicosatriensduren (EET's)
erfolgt, wihrend die der TRPV4-Aktivierung durch andere Stimuli zugrunde

liegenden Mechanismen unklar sind.

4.2 Verianderungen des Zellpotentials

Jeder Austausch von Ladungen Uber die Grenze der Zellmembran hinaus,
wie sie aufgrund der physiologischen Konzentrationsgradienten zwischen
Intra- und Extrazellulirraum durch die Offnung von transmembraniren
Ionenkanélen initiiert wird, fihrt zu einer Veranderung des Zellpotentials.
Die Grofse der PotentialdAnderung ist u.a. von der lonenselektivitat, der
Leitfahigkeit und der Anzahl der aktivierten Kanéle abhéngig. Entsprechend
kann die Offnung eines Kationenkanals hyper- oder depolarisierend auf die
Zelle wirken. Die Veranderung des Zellpotentials hat in Endothelzellen, wie
am Beispiel der Agonisten-induzierten, IP3-vermittelten Freisetzung aus
intrazellularen Speichern gut nachvollzogen werden kann, weitreichende
Konsequenzen fir die intrazellulare Signalgebung. Die pharmakologische
Aktivierung von TRPV4 fihrt nicht zu einer drastischen Verdnderung des
Zellpotentials. Dies war Uberraschend, da die Aktivierung von Ionenkanéalen
im Endothel in der Regel einen weitaus gréfSeren Einfluss auf das

Zellpotential hat. So fiihrt beispielsweise die Offnung weniger
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kalziumaktivierbarer Kaliumkanéle zu einer starken Hyperpolarisiation, wie
sie an intakten Endothelzellen der ACC der Ratte nach Stimulation mit ACh
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 wlirde. Applikation von 4aPDD fiihrte am intakten
Endothel der Ratte zu einer moderaten biphasischen Anderung des
Membranpotentials. Auf eine initiale Depolarisation folgt eine transiente
Hyperpolarisation. Diese Hyperpolarisation tritt unter kalziumfreien
Bedingungen nicht auf. Da TRPV4 ein nicht-selektiver, fir Kalzium- und
Natriumionen permeabler Ionenkanal ist, kann die Depolarisation unter
kalziumfreien Bedingungen nur auf einen Na*-Einstrom zuruckzufiihren
sein. Diese Vermutung wird dadurch gestlitzt, dass ein depolarisierend
wirkender Kationeneinwértsstrom bei einem Haltepotential von -80 mV nach
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 intrazellularer Kalziumpools in der
Regel mit drastischen Verdnderungen des Zellpotentials einhergeht. Es
erscheint  ebenfalls unwahrscheinlich, dass ein PLC-abhangiger
Aktivierungsmechanismus existiert, wie er fur verschiedene TRP-Kanile
postuliert wurde. Eine G-Protein gekoppelte Rezeptoraktivierung, wie sie
beispielsweise nach Stimulation mit ACh auftritt, verursacht tber die PLC
katalysierte Umsetzung von PIP, zu DAG und InsP3; einen drastischen
Anstieg der [Ca?*]; auf Werte von 600 — 1000 nmol/l. Diese intrazellulare
Kalziumkonzentration fihrt 2zu einer maximalen Aktivierung von
kalziumaktivierbarer Kaliumkanéle (IK, SK, BK) und somit zu einer starken

Hyperpolarisation des Endothels.

4.3 Erhohung der intrazelluliren Kalziumkonzentration [Ca2*];

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

Kalziumerhéhung durch die Kalziumfreisetzung aus IP3-sensitiven Speichern
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eingeleitet und durch einen nachfolgenden Einstrom von extrazelluldrem
Kalzium aufrechterhalten (Berridge und Galione, 1988; Clapham, 1995).
Auch an Endothelzellen konnte gezeigt werden, dass der rezeptorvermittelte
initiale Anstieg der intrazelluldren 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-abhéngigen Speichern erfolgen.

Die fluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen an isolierten
Endothelzellen der thorakalen Aorta der Ratte (RCAEC) zeigten nach
pharmakologischer TRPV4-Aktivierung eine Erhéhung der [Ca2*]; um 150 —
200 nmol/l. Vergleichbare Konzentrationsanstiege des intrazelluldren
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  Erhéhung der intrazelluldren
Kalziumkonzentration nicht ausreicht um kalziumaktivierbare Kaliumkanéle
(Kca) wie den iK und/oder sK ausreichend stark zu aktivieren und somit nur
eine schwache Zellhyperpolarisation im ,current-clamp“ Modus beobachtet
werden konnte. Diese Hypothese erscheint unter Betrachtung der ECso fUr
die Kca von ca. 400 nmol/1 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 Griinden nicht moéglich.

4.4 Mechanosensitiver Kalziumeinstrom

Konkrete Hinweise auf eine Beteiligung des TRPV4-vermittelten
Kalziumeinstroms an der flussinduzierten Vasodilatation ergaben sich
anhand der Vasoreagibilititsmessungen. Die Erhéhung der
Wandschubspannung (WSS) fuhrt in Widerstandsgefafden verschiedener
Spezies zu einer Vasodilatation (Pyke, 2005; Segal, 2005; Watanabe, 2005).
Sowohl die Uber erhéhte Perfusionsraten als auch die tiber Erhéhung der
Viskositat des Perfusionspuffers erreichte Steigerung der WSS fiihrte in den

untersuchten GefafSen der Ratte zu einer starken Vasodilatation. Diese
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konnte durch Zugabe des spezifischen TRPV-Blockers Ruthenium-Red (RuR)
zum Perfusionspuffer fast vollstdndig unterdriickt werden. Zusatzlich konnte
in patch-clamp Experimenten durch vorsichtiges Heranfiihren einer
Glaskapillare an das Endothel ein shear-stress induzierter Strom nach
Stimulation mittels eines definierten, auf die Zelloberflaiche applizierten
Flussigkeitsstroms induziert werden (Daten nicht gezeigt).

Bislang konnten Kalziumstréme wegen der Uberlagerung durch den
gleichzeitig aktivierten hyperpolarisierenden Kaliumausstrom und wegen der
geringen absoluten Stromgréfie in Ganzzellstromableitungen nicht registriert
werden. Die im Rahmen dieser Studie unter Ausschluss von Kaliumstrémen
durchgefiihrten Untersuchungen mit physiologischen
Kalziumkonzentrationen  fihrten nach  pharmakologischer = TRPV4-
Aktivierung zu einer biphasischen Anderung des Membranpotentials.

In Experimenten mit sehr niedriger extrazellularer Kalziumkonzentration
konnte ebenfalls eine Depolarisation ausgelost werden. Dieser Effekt konnte
nicht durch eine Entleerung der intrazelluldren Speicher hervorgerufen
worden sein, da durch Zugabe von ATP, welches zur Kalziumfreisetzung aus
intrazellularen Speichern fiihrt (Carter und Ogden, 1992) und keinen
direkten Effekt auf kalziumaktivierte Kaliumkanal hat, nach Stimulation

noch TRPV4-Strome aktiviert werden konnten.

Die Vermutung, dass der Kalziumeinstrom TRPV4 vermittelt ist, wurde
durch die Beobachtung gestiitzt, dass TRPV-Kandle durch RuR blockiert
wurden. Da RuR jedoch eine nicht-spezifische Blockersubstanz ist, welche
neben TRPV-Kanédlen 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 extrazellularen
Kalziumeinstrom geschlossen werden. Inhibition der Ryanodin-sensitiven
Speicher durch hohe Konzentrationen von Ryanodin (= 50 umol/l) fihrten
jedoch nicht zu einer Verminderung der Zelldepolarisation und in shear-
stress Experimenten an isolierten Gefafisegmenten nicht 2zu einer
Verminderung der Vasodilatation. Es bedarf jedoch spezifischerer
Blockersubstanzen, um samtliche Kanale, die den shear stress-induzierten

Kalziumeinstrom ermoglichen, genau zu identifizieren.
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4.4.1 Intrazellularer Kalziumspeicher

Durch Entleerung der Speicher mit tBHQ konnte an Endothelzellen gezeigt
werden, dass die shear stress-induzierte Erhéhung der intrazelluldren
Kalziumkonzentration von einer Freisetzung aus intrazellularen Speichern
abhéingig 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 IP3-Rezeptors mit Heparin selbst
ausgeschlossen werden. Dies war Uberraschend, da durch shear stress an
Endothelzellen von menschlichen Nabelschnurvenen nach 30 sec ein Anstieg
der intrazelluldren IP3-Konzentration ausgelést werden konnte (Nollert,
1990). An aortalen Endothelzellen der Ratte ist ein solcher shear stress-
induzierter IP3-Anstieg bisher nicht beschrieben worden, so dass hier
moglicherweise speziesabhidngige wund durch die Gefafsart bedingte
Unterschiede in der shear stress-induzierten [P3-Erhéhung bestehen.

An Endothelzellen konnten neben IPs3-sensitiven Kalziumspeichern auch
Ryanodin-sensitive Kalziumspeicher nachgewiesen werden (Lesh, 1993;
Ziegelstein, 1994; Wang, 1995). In der vorliegenden Studie konnte durch
Zugabe von Ryanodin, welches in Konzentrationen von mehr als 10 umol/1
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 abhéngig war.

Eine Beteiligung von Ryanodin-sensitiven Speichern an der shear stress-
Aktivierung von mechanosensitiven Kationenkandlen wird von  Laskey
(1992) beschrieben. Demnach wird die Freisetzung aus diesen Speichern
durch Kalzium selbst ausgeléost und kann bereits durch geringe
intrazellulare Kalziumerh6hungen bzw. durch einen Kalziumeinstrom in die
Zelle hervorgerufen werden. Vorstellbar ist, dass ein shear stress-induzierter
Kalziumeinstrom durch die mechanosensitiven Kationenkanale eine
kalzium-induzierte Kalziumfreisetzung (calcium-induced calcium release -
CICR) induziert.

Bezogen auf die mechanosensitiven Kationenkanéle kénnte eine zeitliche

Modulation und Entstehung von intrazellularen
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Kalziumkonzentrationsanstiegen durch die transiente Adaptation der Kanale
(Hamill und McBridge, 1992) mit nachfolgend wieder restituierter

Mechanosensitivitat erklart werden.

Die Erhoéhung der intrazelluldren Kalziumkonzentration stellt einen
wichtigen Signaltransduktionsmechanismus dar, mit dem die =zellulare
Antwort verschiedenster Gewebe reguliert wird (Berridge, 1993; Thomas,
1995; Clapham, 1995). Insbesondere an Endothelzellen werden durch
Agonisten intrazelluldre Kalziumkonzentrationsanstiege ausgeldst, die in
Form, Frequenz und Amplitude denen shear stress-induzierter
Kalziumoszillationen vergleichbar sind (Sage, 1989; Jacob, 1988; Laskey,
1992). An priméar kultivierten Endothelzellen der Rinderaorta konnten
Helmlinger und Mitarbeiter (1996) shear stress-induzierte Kalziumoszillation
nachweisen, die in ihrer Kinetik ebenfalls den Messdaten dieser Studie
entsprachen. Zusatzlich wurde auch gezeigt, dass shear stress einen Anstieg
der intrazellularen Kalziumkonzentration auslést. 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 Ionenkanéalen durchgefihrt und
die intrazellulare Signaltransduktion nicht ndher untersucht (Helmlinger,

1996).

4.4.2 Mechanosensitiver Kalziumeinstrom an isoliert perfundierten
Arterien

Untersuchungen am Endothel von Gefafdstreifen waren bisher nicht
durchgefihrt 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 Grunden eine Abgrenzung einzelner Endothelzellen an Gefafien

mit einer umgebenden muskularen GefafSiwand nicht moglich war.
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In einer Studie an vendsen Kapillaren von isolierten, mit Blut perfundierten
Lungen der Ratte konnten einzelne Endothelzellen fluoreszenzmikroskopisch
untersucht werden. Die Messung der intrazelluldren Kalziumkonzentration
solcher nicht durch Agonisten stimulierten Endothelzellen zeigte, dass an
Kapillaren sogenannte Schrittmacherendothelzellen vorhanden sind, die
spontane Kalziumoszillationen aufweisen (Ying, 1996). Diese
Kalziumoszillationen wurden durch interzelluldre Kalziumwellen auf die
benachbarten Endothelzellen tubertragen, die durch Entkoppelung der
interzelluldren Verbindungen (‘gap junctions’) mit Heptanol unterbrochen
werden konnten. Dabei beruhten diese Kalziumoszillationen in den
Schrittmacherzellen auf einer Kalziumfreisetzung aus intrazelluldren
Kalziumspeichern. Die Mechanosensitivitdt dieser Kalziumoszillationen
wurde nicht genauer untersucht, aber die Oszillationen persistierten, wenn
die Perfusion fir 10 min gestoppt wurde. Die Untersuchung konnte eine
neue Dimension der endothelialen Signaltransduktion aufzeigen und es
konnte ein Mechanismus flir eine Signalibertragung entlang eines Gefafdes
(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 GefafSsystem gezeigt werden, ohne dass jedoch eine spezifische
Mechanosensitivitdt nachgewiesen wurde. Die in der vorliegenden Studie
gemessenen intrazelluldren Kalziumkonzentrationen entsprechen den an
Muskelarteriolen (Falcone, 1993) und vendsen Kapillaren (Ying, 1996)
gemessenen Kalziumkonzentrationen von 35 - 50 nmol/l an unstimulierten
und 200 - 400 nmol/l an stimulierten GefdfSenendothelzellen. Es bleibt
unklar, inwieweit die Ergebnisse von Untersuchungen am vendsen
Niederdruckkapillarsystem auf die Signaltransduktion arterieller

Gefafdiendothelzellen Uibertragbar sind.

4.5 Funktionelle Bedeutung von TRPV4 fiir die endotheliale
Vasoregulation

Die Funktion von endothelialen Ionenkanédlen bei der Fluss-induzierten

Vasoregulation ist, im Gegensatz zur Bedeutung der lonenkanéle bei der
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Regulation der Endothelfunktion nach Agonistenstimulation, weniger gut
aufgeklart. Es wurde bereits von Lansman und Mitarbeitern (1987)
postuliert, dass mechanosensitive Kationenkanile als endotheliale
Mechanosensoren fungieren koénnen. Es wurde aufgrund ihrer
Kalziumpermeabilitdit angenommen, dass sie den Fluss-induzierten
Kalziumeinstrom leiten. Zusatzlich koénnen shear stress-aktivierte
Kaliumkanéle 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 auslost. Weiterhin konnte ein Zusammenhang zwischen der
verminderten Endothelreaktion auf h&modynamische Stimulierung und
einer reduzierten TRPV4-Funktion und Expression bei experimenteller
Hypertonie nachgewiesen werden.

Aus den bisher veréffentlichten Untersuchungen und den eigenen Daten
lasst sich folgendes Modell zur Regulation der Gefafsendothelfunktion durch
TRPV4-lonenkanéle entwickeln: Der mechanosensitive lonenkanédle TRPV4
fungiert als endothelialer Mechanosensorer, der einen mechanischen bzw.
hamodynamischen Reiz wahrnehmen und mit einer Aktivierung oder
Anderung der Kanalaktivitit reagiert, wobei die Kanalaktivitdt graduell der
Reizstarke angepasst werden kann. Gleichfalls wird der mechanische Reiz in
ein intrazellulares Signal transformiert, n&dmlich in einen Kalziumeinstrom
mit einer zumindest submembrandésen Erhdéhung der intrazelluldren
Kalziumkonzentration. Dieser Kalziumeinstrom kann Uber eine Aktivierung
der eNOS eine Endothel-vermittelte Vasodilatation auslésen.

Der Anstieg der intrazellularen Kalziumkonzentration fihrt unter anderem
zu einer Aktivierung von kalziumaktivierten Kaliumkanalen. Der
Kaliumausstrom reguliert durch die Hyperpolarisation die Zellfunktion,
indem er die Triebkraft bereitstellt und den Ladungsausgleich fir den

Kalziumeinstrom ermoglicht. Diese Aktivierung von kalziumaktivierten
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Kaliumkandlen kann zusatzlich durch vasoaktive Substanzen wie NO oder
freie Sauerstoffradikale, die u.a. vom Endothel unter shear stress freigesetzt
werden, aktiviert oder blockiert werden. So kénnen diese Substanzen die
Empfindlichkeit des Endothels fiir Anderungen der Hamodynamik
modulieren.

Die Zellhyperpolarisation kénnte zuséatzlich durch andere, nicht-
kalziumaktivierte Kaliumkandale hervorgerufen werden. Zum einen kénnen
mechanosensitive Kaliumkanéle, wie sie am Rattenendothel nachgewiesen
wurden, durch hdmodynamische Reize aktiviert werden und durch den
Kaliumausstrom die Zelle hyperpolarisieren. Zum anderen koénnen
einwartsrektifizierende Kaliumstréme, die moéglicherweise 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 einwartsrektifizierenden Kanal partiell oder vollstdndig blockieren
(Hoyer, 1991) und somit die shear stress-induzierte Hyperpolarisation
verdndern oder inhibieren.

Die Modulation der TRPV4-Funktion kann im GefafSsystem ein sinnvoller
Mechanismus der  Endothelzellen zur  Aufrechterhaltung  ihrer
Stimulierbarkeit sein, da die Endothelzellen dauerhaft den, mit dem
Blutstrom assoziierten hamodynamischen Kraften wie shear stress
ausgesetzt sind. Zur Feinregulation der Zellantwort kann die Signalfrequenz
Uber die Regulation der TRPV4-Expression gedndert werden, ohne dass eine
starke Entleerung der Kalziumspeicher notwendig ist. Eine fehlende
Regulation der TRPV4-Expression wurde bei starkeren oder andauernden
Stimuli zu einem anhaltenden, starken Kalziumeinstrom flihren. Wahrend
solcher Stimulationsphasen wéare das Endothel jedoch unempfindlich fir
andere Agonisten, deren Wirkung ebenfalls an eine kalziumvermittelte

Signaltransduktion gekoppelt ist.

4.6 Mechanosensitive Ionenkanile und arterieller Hypertonie

Untersuchungen zur Verdnderung endothelialer lonenkanéle bei Hypertonie

lagen bisher nicht vor. Auch an anderen Zellen des kardiovaskuldren
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Systems, wie z.B. glatten GefdfSmuskelzellen, wurden Verdnderungen von
mechanosensitiven Kanélen 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 Kanalverdnderungen bei den verschiedenen
Hypertoniemodellen.

Zunachst zeigt die nahezu unveranderte Intensitidt der ACh-induzierten
Vasodilatation bei adulten SHR zwischen der 14. und 18. Lebenswoche, dass
die Gefafs- bzw. Endothelfunktion in diesem Stadium der Pathogenese noch
erhalten ist. Zusatzlich war nicht nur die NO-vermittelte Vasodilalation,
sondern auch die EDHF-mediierte Signalgebung bei SHR und WKY
anndhernd gleich. Dies deutet darauf hin, dass zwischen normotensiven und
hypertensiven Tieren 2zu diesem Zeitpunkt keine grundsatzliche
Beeintrachtigung der  GefafSfunktion vorlag, welche auf eine
Endotheldysfunktion hinweisen wurde.

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
fihrt im Endothel der Ratte zu einer Erhéhung der [CaZ2'];, welche Uber

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

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
gegenliber den normotensiven WKY-Kontrolltieren stark reduziert.
Demgegentiber wies die Kanalfunktion zwischen jungen prahypertensiven
SHR und jungen WKY keinen Unterschied auf. Dies deutet darauf hin, dass
die Kanalaktivitdt nicht vor der Entstehung der Hypertonie, sondern erst bei

etablierter Blutdruckerh6hung herunterreguliert ist. Unterstiitzt 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
Herunterregulation koénnte unter Berlicksichtigung der postulierten
Kanalfunktion mit Kalziumeinstrom und sekundarer Vasodilatation als
kompensatorischer oder gegenregulatorischer Mechanismus angesehen
werden. Denn eine unverdnderte Kanalfunktion wiirde zu einem gesteigerten
mechanosensitiven Kalziumeinstrom fihren, der eine Freisetzung von NO
hervorruft. Somit kénnte die Herunterregulation des Kanals als protektiver
Mechanismus interpretiert werden, mit dem das Endothel versucht, die
Zellen durch eine Desensitivierung vor einer Schadigung durch erhohten
shear stress zu schtiitzen.

Dieses Fehlen der Kanalhochregulation und somit des postulierten
kompensatorischen, protektiven Mechanismus kénnte zu einer pathologisch
verdnderten endothelialen Mechanotransduktion bei Hypertonie fiihren und
zu einer endothelialen Dysfunktion beitragen.

Die Funktion von TRPV4 war bei SHR im Vergleich zu WKY dramatisch
herunterreguliert, wahrend die Kanalfunktion zwischen den jungen Tieren
beider Rattenstdmme 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 Blutdruckerh6hung angesehen werden. Molekularbiologische
bzw. elektrophysiologische Untersuchungen an Widerstandsgefafien, wie
beispielsweise Mesenterialarterien, konnten nicht durchgefihrt werden, da
die fur die Untersuchung von TRPV4 notwendige Isolierung von
Endothelzellen an den  Mesenterialarterien wegen der geringen
Materialmenge nicht moéglich war.

TRPV4 kann einen mechanischen Stimulus in einen Kalziumanstieg und
somit in eine Zellhyperpolarisation transformieren. Da die Zellhypolarisation
die endothelabhéngige Vasodilatation fordert, kann die
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
TRPV4-Kanals auftritt, die im Sinne eines protektiven Schutzmechanismus
des Endothels vor einer permanenten  shear  stress-induziert
Kanalaktivierung verhindern kénnte. Entsprechend konnte eine verminderte
endothelabhéngige Vasodilatation oder endotheliale Freisetzung von NO an
einigen SHR beobachtet werden. Zu einer solchen Verdnderung bei der Flufs-
oder shear stress-induzierten Vasodilatation liegen bisher keine Daten vor.
Es ist auch bekannt, das die Agonisten-induzierte endotheliale
Vasodilatation bei experimenteller Hypertonie gestort 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 Flufs-induzierte
Vasodilatation nachweisen. Diese verminderte Flufs-induzierte Vasodilatation
der Arteriolen kénnte durch eine reduzierte Kanalexpression und einer damit
einhergehenden  pathologischen  Mechanosensitivitdit des  Endothels
hervorgerufen worden sein. An adulten SHR-Tieren ist die TRPV4-Expression
vermindert, wodurch die endotheliale Mechanotransduktion und die shear
stress- oder Flufs-induzierte Vasodilatation gestoért sein kénnten.

Da jedoch die shear stress-vermittelte Vasodilatation nicht ausschliefSlich
auf die Aktivierung von TRPV4-Kanélen zuriickzufiihren ist bedurfte es, um
diese These experimentell zu stiitzen, bisher nicht verfigbaren spezifischen
Blockersubstanzen fir samtliche mechanosensitiven endothelialen
Ionenkanédle. Dann koénnte bei Ratten mit sekundarer Hypertonie
differenziert Uber die Blockade der einzelnen Kanalsubtypen untersucht
werden, inwiefern diese an der Flufs-induzierte Vasodilatation beteiligt sind.
Zusammenfassend weisen die Untersuchungen bei experimenteller
Hypertonie auf eine neuartige Ursache hin: Bei etabliertem Bluthochdruck
kommt es zu einer Runterregulation der Kanalexpression und —funktion
endothelialer TRPV4-Kanéle, was zu einem reduzierten Kalziumeinstrom und
somit zu einer verminderten Freisetzung von vasodilatierenden Substanzen
wie NO fuhrt. Eine solche Kanalrunterregulation kann auch als
gegenregulatorischer Mechanismus interpretiert werden, mit dem das

Endothel vor einer Schadigung durch permanenten Kalziumeinstrom
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geschuitzt wird. Dieser Mechanismus kénnte an GefdfSen von Ratten mit
genetisch determinierter Hypertonie gestért sein. Durch eine pathologisch
veranderte Mechanosensitivitdit kénnte es an diesen Gefafifen zu einer
verminderten Fluf-induzierten Vasodilatation kommen, wodurch ein
erhohter peripherer Widerstand hervorgerufen wird. Zusatzlich ist
vorstellbar, dass aufgrund einer pathologischen Mechanosensitivitdt eine
anhaltend verminderte, Fluf3-induzierte Vasodilatation zu einer Schadigung
der GefafSwand durch zu hohen shear stress fihrt und dadurch strukturelle

Veranderungen der GefafSwand bei arterieller Hypertonie hervorruft.
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Zusammenfassung

Das Endothel gilt als hochspezialisiertes Zellsystem, welches tUber die Ca2*-
abhéngige Freisetzung vasokonstriktiv bzw. vasodilatatorisch wirksamer
Autakoide den GefdfStonus an die jeweiligen ha&modynamischen
Gegebenheiten anpasst und eine adadquaten Blutversorgung von Organen
und Geweben aufrechterhalt. Im Endothel erfolgt die Regulation der
intrazellularen Ca2*-Mobilisierung u.a. iber Ca2*-permeable Kationenkanéle,
die einen CaZ2*-Einstrom aus dem Extrazellularraum ermodglichen. Eine
molekularbiologische Charakterisierung der den Ca?*-Einstrom
mediierenden Kanéle im Endothel ist bislang nur unzureichend.

Im Rahmen dieser Arbeit gelang es, die funktionale Bedeutung des nicht-
selektiven, kalziumpermeablen Kationenkanals TRPV4 unter Verwendung
vaskular-biologischer, elektrophysiologischer und molekularbiologischer
Untersuchungsmethoden im Endothel der Ratte aufzuklaren. 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. Pharmakologische
Stimulation von TRPV4 mittels des selektiven Agonisten 4aPDD fuihrte an
nativen Endothelzellen der Ratte zu einem signifikanten Kalziumeinstrom
und in Experimente an isoliert perfundierten Arterien zu einer Endothel-
abhdngigen 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, ausgelost werden. Erhéhung der Wandschubspannung
fuhrte in den untersuchten GefafSen ebenfalls zu einer TRPV4-vermittelten
Vasodilatation, was auf eine mechanosensitive Funktion des Kanals im
vaskularen System hinweist. Weiterfihrenden Untersuchungen am
Hypertoniemodell zeigten eine verminderte TRPV4-Funktion und Expression
unter pathophysiologischen Bedingungen. Insgesamt konnte in dieser Studie

gezeigt werden, dass der lonenkanal TRPV4 den bei der endothelialen
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Mechanotransduktion wichtigen intrazellularen Kalziumeinstrom ermoglicht
und somit die Vasoreaktion auf hdmodynamische Verdnderungen 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
Ca2t-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 and other species and may
provide Ca2*-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 artery (CA)
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 4aPDD 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 4a-phorbol-12,13-didecanoate (4aPDD), low pH,
moderate warmth, and mechanically by hypotonic cell swelling. Activation of
TRPV4 by 4aPDD increased intracellular [Ca?*|; significantly above basal
levels. In pressure-myograph experiments intraluminal application of 4aPDD
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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