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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Uber den endothelabhangigen Hyperpolarisation-FaKBDHF) induziert das
GefalRendothel eine Hyperpolarisation der direktabbbarten GefalRmuskelzellen
und bewirkt so deren Relaxation. Gleichwohl die nolsehe Idenditadt des EDHF
noch nicht geklart ist, geht man davon aus, das€@HF Wirkung zunachst durch
eine Aktivierung calciumregulierter Kaliumkanale K im Endothel initiiert wird.
Der hierfur erforderliche Anstieg der lokalen Calokonzentration in der Umgebung
von Kc, Kandlen kann dber verschiedene Signalwege induziarden. Ein
bedeutsamer Weg dabei ist die Aktivierung von pEemmalen Kationenkanalen
aus der Transient-Rezeptor-Potential (TRP)- Kandlie, welche einen lokalen
transmembranaren Calciumeinstrom ermoglichen.

Aufgrund praliminarer Literaturhinweise auf eine ghéhe bedeutsame Rolle von
TRPM8 und TRPA1 Kanélen fir die endothelvermitteBefal3dilatation wurde in
dieser Arbeit die Funktion dieser Kanale als poéHiet EDHF Induktoren
pharmakologisch und elektrophysiologisch charagikent.

Dazu wurde zunéachst die Wirkung etablierter TRMP&ivatoren (Menthol und
Icilin) und eines TRPA1l Aktivators (AITC) auf denefaRwiderstand isoliert
perfundierter Ateriae carotides der Maus untersuéiiie genannten Substanzen
induzierten konzentrationsabhéngig Dilatationen, unterschiedlichem Ausmal3,
wobei die starkste Dilatation mit Icilin zu beobsah war. Die geféaRRdilatierende
Wirkung dieser Substanzen blieb allerdings auch hnamechanischer
Endotheldenudierung erhalten, was fir eine endatiadhangige Dilatation spricht.
In Einklang damit konnten mit den genannten TRPd&aktivatoren auch keine
TRP-charakteristischen Transmembranstrome in i$elieEndothelzellen aus den
Arteriae carotides induziert werden, was gegen wiasentliche funktionelle Rolle
von TRMP8 und TRPA1 Kanélen in Endothelzellen syric

Beobachtet wurde die Aktivierung eines kraftigeni&@enausstromes durch Menthol
in isolierten Endothelzellen, sowie eine nahezu plette Hemmung eines
Kationeneinstromes (wahrscheinlich L-Typ Calciumidah durch Menthol in
kultivierten glatten Gefal3muskelzellen (A7R5 Ze)leDie Hemmung der L-Typ
Calciumkanale durch Menthol kdnnte eine Erklarung €ndothelunabhangige

vasodilatierende Wirkung von Menthol bieten.



Zusammenfassung

Eine Beteiligung endothelialer TRPM8 und TRPA1 Kaniei der Regulation des

GefalRtonus konnte allerdings im Rahmen dieser Arbmht bestatigt werden.



Summary

Summary

The vascular endothelium induces hyperpolarizadiat in consequence relaxation of
vascular smooth muscle cells via the generation esidothelium-derived-
hyperpolarzing factor (EDHF). Although the strueduidentity of EDHF has not yet
been unequivocally clarified, there is agreemerit titne generation of EDHF is
initiated by the activation of calcium regulated tgssium channels @€ in
endothelial cells. The local increases of calcilsquired to activate & can be
brought by several signaling pathways. One amoaggtls the activation of calcium
permeable TRP-channels in the plasma membranelotiezlial cells.

Based on preliminary evidence found in the litematthis work aimed to define the
roles of TRPM8 and of TRPAL1 channels for endotimelmediated vasodilatation by
means of pharmacology and electrophysiology.

It was found that the established TRPM8 channeVatcrs menthol and icilin and
the TRPA1 channel activator AITC all caused dogeeddent vasodilations of
isolated perfused mouse carotid arteries. The vaso effects of these drugs,
however, were maintained even after mechanical vaimof the endothelium,
suggesting that the observed vasodilatations wetenediated by the endothelium.
Moreover, the before mentioned channel activataisndt induce TRP-like currents
in endothelial cells isolated from mouse carotider@s, again suggesting that
TRPM8 and TRPAL1 do not play major functional ralegendothelial cells.

Menthol, however, induced a prominent cation curianisolated endothelial cells.
Additionally menthol almost completely blocked artyipe channel like current in
cultured vascular smooth muscle cells (A7R5). Tdteet effect likely explains the
endothelium independent vasodilatation induced bythol.

In summary, the present work does not support @ oblendothelial TRPM8 und
TRPA1 channels for the regulation of vessel diamatel in consequence of vascular

resistance.



Einleitung

1. Einleitung
1.1 Der Gefal3tonus

Das Gefal3system des Menschen besteht aus Gefé@eschiedlicher Bauweise. Die
Arterien und Arteriolen, die dem Kapillarbett bzeinem Organ vorgeschaltet sind,
besitzen im Vergleich zu anderen Gefal3abschnitiea eelativ dicke muskulése
Media-Schicht. Kontrahieren diese glatten Muskétrel so verringert sich der
GefalRdurchmesser und der Perfusidderstand steigt. Da die Durchblutung eines
Organs gemall dem Ohm'schen Gesetz dem QuotiensePatusionsdruck und
Stromungswiderstand entspricht, regulieren vornaliie muskelstarken Arteriolen

die Organdurchblutung. Nach dem Hagen-PoiseuilheiscGesetz beeinflusst der

GefalRradius in seiner 4. Potenz den Stromungswatets R~i (R:

r.4

Stromungswiderstand; r: Gefaldradius). Aufgrund efieSigenschaft werden diese
GefalRe als Widerstandsgefal3e bezeichnet. In Ihesa@theit regulieren diese
GefaRe damit den totalen peripheren Kreislaufwideds (TPR). Die richtige
Einstellung des Kontraktionszustandes der WidedsigefaRe, und damit letztlich
des totalen peripheren Widerstands, ist essentiellen systemarteriellen Druck, der
fur die Organperfusion wichtig ist, auf ausreichemdNiveau zu halten. Ist der TPR
Zu niedrig, fuhrt dies zu einem Abfall des artéeiel Druckes mit der Gefahr der
Minderperfusion auch zentraler Organe, wie z.B. deghirn mit entsprechenden
Konsequenzen wie Schwindel und Synkopen. Ist dd® Z& hoch, erhoht dies die
Druckarbeit des Herzens, was mit erhdéhtem kardialemergieumsatz und
Sauerstoffverbrauch einhergeht. Entsprechend stieigtRisiko einer myokardialen
Minderversorgung mit Sauerstoff. Weisen die Widmrdsgefalle dauerhaft einen
erhohten Tonus auf, so verlieren diese ihre etdstis Eigenschaften und zuséatzliche
Umbauprozesse fuhren zur Versteifung der Gefallwamdgaus resultiert das
Krankheitsbild des Bluthochdrucks, dessen Inzidenzler Wohlstandsgesellschaft
zunimmt. Gefahrliche Folgen des Bluthochdrucks l@m®chlaganfall, Herzinfarkt

und/oder Schadigung der Nieren sein.

1.1.1 Die glatte Gefalimuskulatur

Die Wande des arteriellen Gefal3systems enthaltahcBhanderer Hohlorgane wie
Harnblase, Darm oder Bronchialsystem glatte MuglkulaDie Kontraktionen der
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Einleitung

glatten Muskulatur entstehen aus einer Querbrickkmiy diunner und dicker
Myofilamente, bestehend aus Aktin und Myosin (Parame Honig 1967; Heumann
1973). In glatten Muskelzellen sind Aktin Filamerae a-actininreichen Strukturen
der Zellmembran, den sogenannten ,dense bodiesgnkert. Die Koordination
dieser Strukturen zum dreidimensionalen kontraktilKomplex erfolgt durch
Intermediarfilamente, bestehend aus den Proteiresmih und Vimentin (Schmid,
Osborn et al. 1982; Fujimoto, Tokuyasu et al. 1987)

Der Kontraktionszustand der glatten GefaBmuskulattd hauptséchlich durch zwei
gegenspielende Enzymsysteme reguliert, namlichMigrsin-leichte-Ketten-Kinase
auf der einen Seite und der Myosin-leichte-Kettbodphatase auf der anderen. Die
Aktivitat dieser Enzymsysteme hangt entscheidendh wvder intrazellularen
Calciumkonzentration ab, welche ihrerseits wesdamtldurch Transmitter des

vegetativen Nervensystems und Metaboliten des kstoffwechsels gesteuert wird.

1.1.1.1 Die zentrale Rolle von Calcium fur die Kombktilitat der
glatten Muskelzelle

In glatten GefalBmuskelzellen bindet Calcium entdpead seiner zytosolischen
Konzentration an Calmodulin, ein Calcium bindenBestein. Ca-Calmodulin bildet
dann einen Komplex mit der Myosin-leichte-Kettem&se (Malencik, Anderson et
al. 1982). Diese Bindung fuhrt zur Aktivierung delyosin-leichte-Ketten-Kinase,
welche die Phosphorylierung der regulatorischen $ityéetten einleitet (Adelstein,
Conti et al. 1980; Mizuno, Isotani et al. 2008). hinosphorylierten Zustand bilden
diese Myosinfilamente Querbriicken mit den Aktinfienten und die Aktin-Myosin-
Komplexe verkirzen sich, was sich makroskopisckiirer Kontraktion der glatten
Muskelzelle &ufRRert. Bei niedriger zytosolischer dimhkonzentration ist die
Aktivitat der Myosin-leichte-Ketten-Kinase geringndi die regulatorischen leichten
Myosin Ketten verhindern im nichtphosphoryliertensfand eine Wechselwirkung
der Aktin- und Myosinfilamente (Longbottom, Luckaisal. 2000).

Durch die elementare Rolle von Calcium fir die Kaktionsentwicklung in glatten
Muskelzellen kommen calciumpermeablen lonenkan&senvie Faktoren, die die
Aktivitat dieser lonenkanéle beeinflussen, einetrzd@ Rolle fur die Physiologie der

glatten Muskulatur zu. Diese calciumpermeablen kafiaden sich sowohl in der
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Membran intrazellularer Calciumspeicher wie dem ks@ndo)plasmatischen

Retikulum, als auch in der Plasmamembran der gl&efal3muskelzelle.

Der zytoplasmatischen Konzentration des ionisie@atciums von ca 0.1 pMol/L

steht eine extrazellulare Konzentration von ca fH#lol/L gegentber, was einen
starken einwarts gerichteten Diffusionsgradienten @nem Faktor von 10,000

erzeugt. Auch intrazellulare Organellen, wie dasoptasmatische Retikulum und der
Golgi-Apparat kdonnen Calcium in millimolarer Konzeation speichern und so einen
starken Konzentrationsgradienten zum Zytoplasmiaaauen.

1.1.1.2 Calciumfreisetzung aus intrazellularen Spehern

Die Calciumfreisetzung aus intrazellularen Speicheird durch Aktivierung von
Ryanodin Rezeptoren (RyR) oder 3IFRezeptoren getriggert. Die Ryanodin
Rezeptoren selbst sind auch calciumabhéangig. Snerdfbei erhéhter zytosolischer
Calciumkonzentration und verstarken somit einen tidgs der intrazellularen
Calciumkonzentration (Fill and Copello 2002). DB Rezeptor wird durch seinen
Liganden Inositol-triphosphat (#P stimuliert. Dieses entsteht als Spaltprodukt aus
Phosphatidylinositolbisphosphat (RJP vermittelt durch die Aktivitat der
Phospholipase C (PLC) (Rittenhouse and Sasson 1%8f hierbei gleichzeitig
entstehende Spaltprodukt Diacylglycerol (DAG) kadarch Aktivierung von
lonenkanélen in der Zellmembran weitere kontraldsymergistische Effekte

auslosen (Aires, Hichami et al. 2007).

1.1.1.3 Calciumeinstrom aus dem Extrazellularraum

Ein Anstieg der zytosolischen Calciumkonzentratiokann neben der

Calciumfreisetzung aus intrazellularen Speicherchadurch transmembranaren
Einstrom aus dem Extrazellularraum induziert werddir diesen Einstrom sind vor
allem drei Gruppen von lonenkanélen relevant.

Zum einen koénnen leere oder sich entleerende gitwdédre Calciumspeicher (stores)
Calciumkandle in der Plasmamembran aktivieren. Aufd dieses

Aktivierungsverhaltens werden diese lonenkanéle atere-operated-calcium-
channels (SOCCs) bezeichnet. Nachdem die molekidamitat der SOCCs lange
Zeit spekulativ war, hat sich in den letzten Jahder ORAI-Kanal als ein

Hauptkandidat fir SOCCs herauskristallisiert (God Bluang 2008).
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Daneben existieren in der glatten GefalBmuskelzedpannungsaktivierte

Calciumkanale (VDCC) (Gollasch and Nelson 1997; riktoe and Nelson 2005).
Unter diesen scheint der sogenannte L-Typ CalcianaKin der glatten Muskulatur
eine Vorrangsstellung zu besitzen. Dieser Kanatl wiurch Membrandepolarisation
der Zelle Uber -30mV stimuliertApbildung 1). Mit einem Peak-Strom, bei einem
Membranpotential von ca. OmV unter physiologisct@edingungen, inaktiviert

dieser Kanaltyp bei starker positiven Membranpaoddent sowie bei bestehender
Dauerdepolarisation und ist erst wieder durch vioggge Hyperpolarisation erneut

aktivierbar.

A
Stromstarke

//;

I '

*30  Membranpotential [mV]

Abbildung 1: Schematische Darstellung der Strom-Spanungs-Kurve des L-Typ Calcium-

Kanals

Neben den SOCCs und den spannungsabhangigen Ciedeidlan kénnen auch TRP
Kanale zu einem Calciumeinstrom in glatte Muskddzelfihren (Landsberg and
Yuan 2004). Bei den TRP Kandlen handelt es sich aine Kanalfamilie aus
grof3tenteils nichtselektiven Kationenkanélen, diecd definierte mechanische oder
chemische Stimuli sowie intrazellulare Signalkagadtimuliert werden kénnen. Die
Rolle solcher TRP-Kandle fir die Regulation der d@B&bntraktion soll im

Mittelpunkt dieser Arbeit stehen.
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1.1.2 Das vaskulare Endothel

Das vaskulare Endothel der Arterien/Arteriolen mmat den Kontraktionszustand
der benachbarten Muskelzellschicht und somit deféf&enus. Das Endothel besteht
aus einer Schicht von Zellen, die die Innenseiter &lutgefalle auskleidet. Je nach
Organ und damit verbundener Funktion weist das wiask Endothel einen
unterschiedlichen Aufbau auf (Escoubet and Dosri#N 5o ist es in metabolisch
aktiven Organen wie Leber und Milz diskontinuignlidn den Nierenglomeruli, als
Filterorgane des Blutes, ist das Endothel fenest(i€amenskaia 1955). In der
typischen Arterie/Arteriole jedoch ist das Endotkehtinuierlich ausgebildet, was
die Permeabilitdit auch kleinerer Molekule starkselrdnkt. Angesichts dieser
organspezifisch verschiedenen Erscheinungsformeiizddothels stand lange dessen
Barrierefunktion im Vordergrund. Erst gegen Ende d@er Jahre riickte das
Endothel mit einem neuen Funktionsaspekt in dasrésse der Wissenschaft und
schlie3lich wurde die Entdeckung von Stickstoffmddoals endothelabhé&ngigem
Vasodilatator 1998 mit dem Nobelpreis honoriert.

Mittlerweile kennt man zahlreiche elementare Fwnen des Endothels. So spielt
das Endothel neben seiner Barrierefunktion aucle einchtige Rolle bei der
Blutgerinnung, der Kontrolle von Gefal3entwicklungdu—wachstum sowie bei
Entzindungsvorgédngen. Das Endothel fungiert alss@&ersowohl endokriner
Mediatoren als auch mechanischer Stimuli, welche an die umgebende
GefalRmuskulatur in Form von Tonuséanderungen weitetl(Chappey, Wautier et al.
1997). Dem Endothel kommt daher ein wichtiger 8tedlert in der Steuerung und

Aufrechterhaltung der Blutzirkulation des Gesamamigmus zu.

1.1.2.1 Rolle des Endothels bei der Gefal3tonusregtibn

Durch die Mdglichkeit den GefalRtonus zu regulierbeginflusst das Endothel
sowohl die Durchblutung bestimmter Organe und soddten Sauerstoff und
Nahrstoffangebot, wie auch den totalen peripherésey§tand (TPR) der Gefal3e und
somit den systemischen Blutdruck. Die Freisetzurgsoaktiver Stoffe wie

Stickstoffmonoxid (NO) und auch Prostacyclin (PGla2is dem Endothel induziert
eine Relaxation der glatten GefaBmuskulabbjldung 2). Entsprechend sinkt der
TPR und damit der systemische Blutdruck. ZusatziahNO und PGI-2 kann das
Endothel auch die benachbarte Muskelzellen hyparisegéren, was ebenfalls eine

11
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relaxierende Wirkung hat. Dieser Effekt wird durden Endothelium-Derived-
Hyperpolarization-Faktor (EDHF) vermittelt (Ledoux\Werner et al. 2006)
(Abbildung 2), wobei nicht Kklar ist, ob es sich dabei um emze&ges chemisch klar
definiertes Molekil handelt oder eher um das Wirkpp der Hyperpolarisation,

welches von verschiedenen Signalen vermittelt wekaen.

Blutfluss
EDHF
EC I16sliche/diffusible Faktoren
(NO, Prostacyclin) A K", Na*, Ca®*, Mg?"
meGJ
2+ v
MLK-Phosphatase LCa MLK-Kinase lCa”T
VSMC

Abbildung 2: Darstellung der endothelvermittelten Vasodilatationsmechanismen. EC:
Endothelzelle; VSMC: glatte GefalRmuskelzelle; meGJmyoendotheliale Gap Junctions; MLC:
Myosin-Leichtkette

Auch der EDHF setzt den Gefaf3tonus und somit aumm ttalen peripheren
Widerstand (TPR) herab. Im Gegensatz zum Stickemibxid- und
Prostacylinsystem, die sich als Angriffspunkte lig&stimmte Medikamente klinisch
bereits etablieren konnten, stellt sich der EDHFie bereits angesprochen - noch

immer als partiell unverstanden dar (Busse, Edwaras. 2002).

1.1.2.2 Der vasodilatierende Effekt von Stickstoffimnoxid

Erstmals beschrieb Robert Furchgott 1980 einen tbetibbhangigen Faktor der
direkt den Tonus der glatten GefalRmuskulatur hetaba kann. Nach Stimulation
des Endothels mit Acetylcholin konnte er einen labigen Faktor ausmachen, der
die Gefallmuskulatur relaxiert (Furchgott and Zawad®80). Er beschrieb damit
den endothelium-derived-relaxation-Faktor (EDRFat8re Untersuchungen zeigten,
dass es sich dabei um das Gas StickstoffmonoxiddiarDie Freisetzung dieses
Gases erfolgt aus L-Citrullin, das, katalysiert diurdas Enzymsystem der
endothelialen Stickstoffmonoxidsynthase (eNOS), das Aminosaure L-Arginin
hervorgeht (Moncada, Palmer et al. 198®blfildung 3). Die endotheliale

Stickstoffmonoxidsynthase ist ein konstitutiv im dethel exprimiertes
12
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membrangebundenes Enzym, dessen Aktivitat haupisi@aturch die zytosolische

Calciumkonzentration und die luminale Schubspannteguliert wird. Steigt die

Calciumkonzentration im Zellinneren entweder dukckisetzung von Calcium aus
intrazellularen Speichern oder durch Calciumeimsteus dem Extrazellularraum, so
nimmt die Aktivitdt der eNOS zu. Das Calciumbind#pm Calmodulin Gbernimmt

hierbei die Aufgabe des Calciumsensors der eNO&d{Eand Snyder 1990).

H
+ + |
+
H,N NH, o, H,N N— OH NH,
0, o
NADPH NADPH
NH M NH O+
OH2 OH,
+ + . ) + -
NH “coo NH” “coo NH:” oo
L-Arginin N-Hydroxy-L-Arginin L-Citrullin Stickstoff

Monoxid
Abbildung 3: Die eNOS katalysiert die zweifache Oxiation von L-Arginin zu L-Citrullin. Dabei

wird glattmuskular wirksames Stickstoffmonoxid frei.

Als Gas vermag Stickstoffmonoxid durch die Zellmeamb in die glatte
GefaBmuskelzelle zu diffundieren. Dort aktiviert die l6sliche Guanylatzyklase,
wodurch vermehrt cyclisches Guanolatmonophosphat GMg) aus
Guanosintrisphosphat (GTP) gebildet wird (Reesmirlet al. 1989), (Rapoport,
Draznin et al. 1983). Durch den zytosolischen Aststides cyclischen
Guanosinmonophosphats wird die cGMP — abhangigeiRkinase (PKG) aktiviert,
was zur Absenkung der intrazellularen Calciumkotation und somit zur
Minderung der Aktivitat der glattmuskularen Myosithkettenkinase fuhrt (Fiscus,
Rapoport et al. 1983). In der Folge 16st sich detiMyosin-Komplex, der Tonus
der Muskulatur sinkt und das Gefal3 relaxiert (Cjaty&ermain et al. 2000). Durch
L-Arginin-Analoga wie Ne-Mono-Methyl-L-Arginin (L-NMMA), das, strukturell
dem L-Arginin ahnlich, von der eNOS erkannt wirdduiese funktionell blockiert,
kann die endotheliale Produktion von Stickstoffmddogehemmt werden. Damit
wird die physiologische vasodilatorische Rolle @adothelialen NOs aufgehoben,
was zur Tonuserhohung der GefalBmuskulatur und damih Anstieg des

systemischen Blutdrucks fuhrt (Rees, Palmer €1@89). Allerdings kann man auch
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nach Ausschalten der endothelialen NO Produktiorthn@ndothelvermittelte
Gefallrelaxationen beobachten, was die Rolle weitdtechanismen wie z.B.

Prostanoide und EDHF bei der Tonusregulation nghele

1.1.2.3 Der vasodilatierende Effekt von Prostazykii

Arachidonsaure stellt das Ausgangssubstrat fuPdostazyklinsynthese dar. Sie ist
eine vierfach ungesattigte Fettsdure, die durch Etasym Phospholipase A2 aus
Esterbindungen mit Phospholipiden der Zellmembrgdrdiysiert wird und somit
freigesetzt werden kann. Freie Arachidonsaure kdonch zwei verschiedene
Enzymsysteme weiterprozessiert werden. Durch diéviddt der Lipooxygenase
(LO) entstehen Leukotriene, deren Funktion hauplgdc in der Steuerung von
Immunprozessen besteht, die jedoch, bei verstadkiealer Bildung, auch den
GefalRtonus beeinflussen kénnen. Durch die Aktiuvitgt Cyclooxygenasen (COX)
wird Arachidonsaure zunachst zu zyklischen Endopdem umgewandelt, woraus
dann durch die Aktivitat spezifischer Prostanoidegsen Thromboxane,
Prostaglandine oder Prostaclycline entstehen (Mimcaand Vane 1978).
Letztgenannte haben darunter die grof3te vasodgate Potenz (Moncada and Vane
1978). Prostacyclin bindet an spezifische OberBacbzeptoren an glatten
Muskelzellen, wodurch die Adenylatcyclase aktivietitd. Dies fuhrt zur Bildung
von cyclischem Adenosinmonophosphat (CAMP) aus Adetriphosphat (ATP).
Cyclo-AMP aktiviert die Proteinkinase A (PKA), weélke Gber Phosphorylierung die
Myosinleichtkettenkinaseaktivitat hemmt. Somit verdert Prostacyclin den
GefalRtonus und wirkt vasodilatorisch. Die BildungnvProstacyclin kann durch
nichtsteroidale Antirheumatika wie Indomethacin,|lcles die Cyclooxygenasen
blockiert, gehemmt werden. Im Gesamtorganismus tfikemmung der
Cyclooxygenase-Aktivitat jedoch nicht regelmafig eanem Blutdruckanstieg, was
die Rolle des Prostazyklins fur die Vasoregulatioor allem fur lokale

Durchblutungsanderungen nahelegt.
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1.1.2.4 Der vasodilatierende Effekt von EDHF

Die Beobachtung, dass sowohl nach pharmakologidohésition des NO- wie auch
des Prostacyclinsystems noch endothelbedingte Wasoden in arteriellen
WiderstandsgefalRen beobachtet werden kénnen, fidhnePostulat eines weiteren
vasodilatativ wirksamen endothelialen Systems (Baland Vanhoutte 2006).
Weiterfuhrende Untersuchungen in dieser Richturgtéin zur Beobachtung, dass
bei gehemmter NO und P&Produktion endothel-induzierte Gefal3relaxationveie,
z.B. Aktivierung des Endothels mit Acetylcholingts mit einer Hyperpolarisation
der glatten GefalBmuskelzelle einhergehen. Diesémdphen wurde daher einem
endothelium-derived-hyperpolarisation-factor (EDHftigeschrieben (Chen, Suzuki
et al. 1988; Feletou and Vanhoutte 1988; Feletau\Manhoutte 2006). Dieser EDHF
scheint vor allem in kleineren Arteriolen mit ein®@urchmesser von weniger als 500
um, also den eigentlichen Widerstandsgefalien, ztal3B@usregulation beizutragen
(Shimokawa, Yasutake et al. 1996). Wie bereits Bnydkonnte diesem Effekt
jedoch noch keine eindeutige chemische Identitageatdnet werden. Die
gegenwartige Tendenz geht dahin den Effekt des EDdiem komplexen
elektrophysiologischen Zusammenspiel zwischen Hmdotnd Gefal3muskulatur
zuzuschreiben.

Bindet der Transmitter des parasympathischen Neggams, Acetylcholin (ACh),
an den muskarinergen ACh Rezeptor auf Endotheizelleinen G-Protein-
gekoppelten Rezeptor, so fuhrt dies zur Aktivierutey Phospholipase C, welche
Phosphatidylbisphosphat inslend Diazylglyzerin spaltet. ¥uhrt zur Freisetzung
von Calcium aus intrazellularen Speichern und damnih Anstieg der zytosolischen
Calciumkonzentration. Durch diesen Anstieg der amretlularen
Calciumkonzentration  wird, wie bereits erwahnt, dieendotheliale
Stickstoffmonoxidsynthase (eNOS) und damit die émelale NO Produktion
aktiviert. Zusatzlich werden auch calciumreguligd@iumkanale aktiviert. Ahnlich
der eNOS besitzen diese Kalium Kanale-4Kin ihrer zytoplasmatischen Domane
eine Bindestelle fir Calmodulin, welches als Catwensor fungiert. Entsprechend
erhoht ein intrazellularer Calciumanstieg die Offahrscheinlichkeit dieser
Kaliumkanale. Aktivierung dieser Kaliumkanéle fuhrtim Kaliumausstrom und
damit zur Hyperpolarisation der Endothelzelle. Vetet wird, dass diese
Hyperpolarisation nun tber Gap junctions an dieabbbarten Gefalimuskelzellen

weitergeleitet wird. Gap junctions sind groB3lumigeerzellulare Kanalkomplexe.
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Dabei bildet jede Zelle einen Halbkanal, der jes@ils sechs Connexinproteinen
zusammengesetzt ist. Je nach Zusammensetzung d@apr junctions aus
unterschiedlichen Connexinproteinen wird ein gedtdr oder ungerichteter
Transport von Molekilen bzw. Ladungstragern ertei¢hir die Regulation des
GefalRtonus scheinen vor allem die Connexine (CxB7CxCx40, Cx43, Cx45
bedeutsam zu sein.

Die Uber Gap junctions in die glatten GefalBmushkielzeweitergeleitete
Hyperpolarisation reduziert dort die Offenwahrsahiehkeit von
spannungsaktivierten L-Typ Calcium Kandalen. Durcie d/erminderung des
transmembranaren Calciumeinstromes in die glattskiglaelle vermindert sich in
der Folge die Aktivitat der Myosin-leichte-KettenAgse und somit der
Kontraktionszustand der Zelle. Die Hyperpolarisatder Muskelzelle fuhrt so zum
Tonusverlust der Muskulatur und zur Relaxation@egf3es.

Vor allem die endothelialend$-Kanéle scheinen, wie die Arbeitsgruppe von Kohler
und Hoyer zeigen konnte, eine entscheidende Rell@dér Entstehung dieser durch
Hyperpolarisation indizierten Gefal3antwort zu sgme{Brahler, Kaistha et al. 2009).
Ob dabei die Hyperpolarisation tatsachlich Gbee diffusion von Ladungstragern
via Gap junctions von der Endothelzelle an die bbkharte Muskelzelle
weitergegeben wird, ist noch nicht definitiv geklaEbenso ist noch nicht
ausreichend verstanden, ob sich diese endothdlgj@erpolarisation auch utber
endothel-endotheliale Gap junctions in longitudgmaRichtung ausbreiten kann.
Experimentell konnte bereits gezeigt werden, dasshd die pharmakologische
Hemmung dieser Interzellularkandle die EDHF indueid/asodilatation gestort ist
(Figueroa and Duling 2009; Lopez, Rodriguez-Sinoeasal. 2009). Mause mit
genetischen Connexin 40 Defekten weisen in der €lia¢ gestorte Ausbreitung
endothelialer Hyperpolarisation auf (de Wit, Roos a. 2000) und sie sind
hypertensiv, wobei allerdings der Bluthochdruckrehdirekt auf einer Stérung des
Renin-Angiotensin-Systems beruht. (Kurtz, Schwedd.€007).

Zu den weiteren Faktoren, die als EDHF diskutiegrden, z&hlen auch die
Epoxyeicosatriensauren, die sogenannten EETs. Dieséen in der Endothelzelle
aus Arachidonsdure gebildet. Die Freisetzung vonlsERvird sowohl durch
mechanische Stimuli, wie Scherkrafte am Endothaéérauch durch Meditoren wie
z,B. Bradykinin stimuliert, welches das Schlisseyem der EET-Synthese, namlich

die Cytochrom-P450-Epoxygenase aktiviert. Diese €£Kbnnen aufgrund ihrer
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lipophilen Eigenschaften durch die Zellmembranim Muskelzelle diffundieren und
dort den Kaliumkanal Kz1.1 aktivieren, wodurch es wiederum zur Hyperpsktion
dieser Zelle kommt (Archer, Gragasin et al. 20@8jsatzlich wird vermutet, dass die
EETs auch endotheliale calciumpermeable Kanaleeiiflkbnnen, sodass es hier zu
einer Aktivitatssteigerung der bereits genanntetiothelialen k;Kanédle kommen

kann und somit die hyperpolarisierende Wirkung t&eks wird.

1.2 Nichtselektive Kationenkanéle in der Gefal3wand

Unter diesen calciumpermeablen Kanélen misst man allem den Transient-
receptor-potential Kanélen, den TRP-Kandalen, eiesentliche Bedeutung bei. Bei
diesen handelt es sich um eine Familie von nickitseen Kationen-Kandlen, die
neben den quantitativ dominierenden Kationen Kaliumd Natrium auch fir
bivalente Kationen wie Calcium und Magnesium peimeéasind. Es gibt gute
Hinweise daflr, dass endotheliale TRP-Kanale bedoEwtose, Transzytose,
Endothelzellproliferation und Angiogenese eine Ralbielen (Nilius and Droogmans
2001). Jungere Arbeiten zeigen weiterhin, dass thetlale, wie auch an der glatten
Muskelzelle lokalisierte TRP-Kanéle wesentlich Ztinstellung des Gefaldtonus
beitragen (Yao and Garland 2005). Im Endothel spigbei der TRPV4 Kanal eine
wichtige Rolle, wie die Arbeitsgruppe von Kohler durHoyer zeigen konnte
(Abbildung 4). Die Aktivitat dieses Kanales wird indirekt durbteranderungen der
Osmolaritat und der Viskositéat des Blutes beeistiusan vermutet, dass eine
erhohte Blutviskositat und eine erhdhte FlieRgesatigkeit des Blutes zu einer
gesteigerten Wandschubspannung an der PlasmameméraBndothelzelle fuhrt,
wodurch in dieser vermehrt Arachidonsaure freigasetird. Arachidonsaure
aktiviert den TRPV4 Kanal direkt (Hartmannsgrubkleyken et al. 2007). Der
folgende Calciumeinstrom durch den TRPV4 Kanal ign Endothelzelle fihrt dann
durch Stimulierung von &rKanélen zur Initiierung der bereits beschriebenen
Kaskade, welche letztlich zur Relaxation der Gefa&kulatur fihrt. Im Gegensatz
dazu kdnnen TRP-Kanéle, die in der ZellmembranGifélimuskelzelle sitzen, Uber
den Calciumeinstrom Kontraktionen auslosen bzwstéeken. Ein Beispiel hierfir ist
der TRPC6 Kanal, welcher durch Diacylglyzerin (DA&Ktiviert wird (Abbildung
4). DAG entsteht beispielsweise bei derq Germittelten Aktivierung der
Phospholipase C durch den Vasokonstriktor Angiatetls Der dabei tiber TRPC6

vermittelte Calciumeinstrom aus dem Exrazellul&mawirkt synergistisch mit der
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Calciumfreisetzung aus intrazellularen SpeicherrchidP;, welches zusammen mit
DAG bei der Aktivierung der Phospholipase C entsteh

Blutfluss K 2
mAchR F—‘é
a a

CaZ**

Contraction

Abbildung 4: Darstellung der vermuteten Rolle unsetktiver Kationenkanéle an der Regulation
des Gefalltonus. VDCC: Spannungsabhangige Calcium-Kéale; mAchR: muskarinerger

Acetylcholinrezeptor

1.3 Die Familie der TRP-Kanéle

TRP (transient receptor potential)-Kanéale kommeeiner grol3en Zahl von Spezies
vor. Dazu zahlen unter anderem Wurmer, Fruchtfhiegéebrafische, Mause und
Menschen. Das erste TRP Gen wurde von der Taufliegesophila melanogaster
kloniert. Mittlerweile unterteilt man die Familieed TRP-Kanéle in zwei Gruppen,
die insgesamt nochmal sieben Subgruppen bildenGfuppe 1 dieser Kanale zahlt
man jene funf TRP-Kandale, die in ihrer Struktur uhem Aufbau dem Drosophila
TRP am nachsten stehen. Dazu gehéren TRPA (ankyiRBC (cannonical), TRPM
(melasatin), TRPV (vanilloid) und TRPN, benanntmaem Grindungsmitglied der
Familie, dem Drosophila NOMPC-Kanal. Letztgenannt€anal kommt in
Saugetieren nicht vor. Die Gruppe 2 der TRP-Kabékteht aus den kanalbildenden
Proteinen der TRPP (polycystin) und TRPML (mucal)pSubfamilien (Montell,
Birnbaumer et al. 2002). Alle TRP-Proteine besteheaus sechs
Transmembrandoménen. Zwischen der finften und etdrsten Domane findet sich
die sogennannte Porenregion (Voets and Nilius 2008 Aminoséuren dieser

Region sind verantwortlich fur Selektivitat und tféhigkeiten der jeweiligen Kanéle
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fur bestimmte lonen. Die Kanale der TRP Gruppe &tben zusatzlich zu diesem
gemeinsamen Aufbau noch eine groRe extrazellulénéee, die moglicherweise als
regulatorisch bedeutende Region die erste Domanealgozweiten trennt. Der TRP-
Kanal selbst besteht wiederum aus vier dieser TREee, ist also ein Tetramer.
Ob, und inwieweit TRP-Proteine unterschiedlichebf@milien physiologischerweise
funktionelle Kanéle, sogenannte heterotetramereéakamilden koénnen, ist noch
unklar. Unter den genannten Kanalen gehoren diedlkader TRPM, TRPV und
TRPC-Subgruppen, aufgrund ihrer starken ExpressiorMenschen, zu den am
besten untersuchten. Diese Kandale spielen eine tiggchRolle bei der
Mechanotransduktion, beim programmierten Zell-Tduki der Einstellung des
Gefaltonus, bei der Reizaufnahme von Schmerz, @Gesifj sowie von
Veranderungen des pH-Wertes, der Temperatur undQdenolaritat (Owsianik,
D'Hoedt et al. 2006).

Das ubiquitdre Vorkommen und die breitgefachertemkBonen dieser Kanale lassen
auf ein relativ friihes Auftreten dieser Protein@@r Phylogenese schliel3en. So sind
TRP-Kanale in der sensorischen Registrierung varaegllularen Noxen bereits bei
Hefen und Nematoden involviert. Desweiteren bilddAuse Pheromon-sensitive
TRP-Kanale aus, die ihnen die Unterscheidung zwisclinren mannlichen und
weiblichen Artgenossen ermdglicht (Montell, Birnbzer et al. 2002). TRP-Kanéle
sind in der Regel nicht selektiv permeabel fur &a¢in. Nur ein kleinerer Anteil der
TRP Kanéle unterscheidet selektiver zwischen mono-divalenten Kationen. Dazu
zahlen die TRPV5 und TRPV6 Kandéle, die eine auf®&ibalich hohe Selektivitat
fur Calcium aufweisen und die TRPM4 und TRPM5 Kan&ie ausschlief3lich

monovalente lonen wie Natrium und Kalium passidassen.
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1.3.1 Der TRPM8-Kanal

Im Mittelpunkt dieser Arbeit steht der Kanal aus déelastatin Familie der TRP-
Kanale, TRPMS8 Abbildung 5). Zu den TRPM- Kandlen z&hlt man heute acht
Mitglieder, TRPM1-8, die allesamt im Menschen erpert sind (Fonfria, Murdock
et al. 2006). Benannt wurde diese Familie nachtifileation ihres ersten Mitglieds,
TRPM1. Fur die Namensgebung entscheidend war dabeihohe Korrelation des
Expressionslevels dieses Kanals mit der PotenMatastasenbildung in Zell-Linien
von Melanomen (Duncan, Deeds et al. 1998; ZhigitaBbet al. 2004). Wie bereits
erwahnt bilden TRPM4 und TRPM5 Besonderheiten, wsedals einzige TRP-
Kanale selektiv fir monovalente Kationen sind (i Prenen et al. 2005). TRPM8
hat, wegen seiner hohen Leitfahigkeit fur Calciuhe, ungefahr dreimal so grol3 ist
wie die fir Natrium, als der TRPM-Kanal mit der @tén Calciumleitfahigkeit auch
eine physiologisch bedeutsame Stellung. Das GenT&#M8 Kanals liegt beim
Menschen auf Chromosom 2q37.1, bei der Maus aur@bsom 1 D. Aktiviert wird
dieser Kanal durch physikalische Reize, wie Tentpesafall unter 28°C, durch
pflanzliche Verbindungen wie Menthol, Linalool, @arol und Hydroxycitronella
sowie durch das synthetische ,supercooling ageoilih|(McKemy 2005; Bautista,
Siemens et al. 2007; Vriens, Nilius et al. 2008gde speziellen Eigenschaften gaben
diesem Kanal vor Einfuhrung der TRP-Nomenklatun é&men CMR1, ,cold and
Menthol receptor 1. Interessanterweise wirken dianalaktivierungen durch
Temperaturabfall und die Agonisten Menthol odeliricinicht additiv, sondern
potenzierend (Voets, Owsianik et al. 2007). Dieg lenterschiedliche regulatorische

Doménen im Kanalprotein als Angriffspunkte der ebredenen Stimuli nahe.
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Extrazellularraum

- Zellmembran

\ \/ C

Abbildung 5: Schematische Darstellung der Strukturvon TRPMS8. P: Poren-region; N: N-

Terminus; C: C-Terminus

Synthetische Substanzen wie BCTC, thio-BCTC, s@®apsazepin, die ursprunglich
als Rezeptorantagonisten des durch Capsaicin e TRPV1-Kanals entwickelt
wurden, inaktivieren auch den TRPM8 Kanal. Weiterhvird die TRPMS8
Kanalaktivitat durch chemische Reize wie pH-Andgem und Ethanol, durch
Konzentrationsdnderungen des intrazellularen Qalgju sowie durch das
Membranphospholipid PfPmoduliert (Benedikt, Teisinger et al. 2007; Dasiel
Takashima et al. 2009). Der Regulation durch,P3Bheint dabei eine negative
Ruckkopplung zu Grunde zu liegen. PWird durch die Phospholipase C (PLC) in
Diacylglycerol (DAG) und Inositoltriphosphat @Pgespalten. Die Aktivitat von PLC
steigt mit erhéhter intrazellularer Calciumkonzation. Der Verbrauch an PdRuhrt
dann zu einer verminderten Aktivitdt von TRPM8 ugidem folglich reduzierten
Calciumeinstrom (Liu and Qin 2005).

Dieses breite Spektrum an Aktivierungs- bzw. Inagtungsmoglichkeiten sowie
das gewebespezifische Expressionsmuster des TRRIM&l&S, lassen Spekulationen
Uber seine physiologischen Funktionen zu. Eine h&amaldichte wurde in
Ganglienzellen der spinalen Hinterwurzel, sowieGanglienzellen des Trigeminus
Nervs (Nealen, Gold et al. 2003; Hayashi, Kond@let2009) nachgewiesen. Das
Vorkommen in diesen hauptsachlich neuronal-serdwis Geweben, die
Aktivierung des Kanales durch moderate Kalte, saieeh das bekannte Phanomen,

dass oberflachliche Applikation von Menthol einelt&&mpfindung auslést, liel3en
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vermuten, dass die Hauptrolle des TRPM8-Kanalsein ’emperaturwahrnehmung
liegt (Dhaka, Murray et al. 2007). Tiere, bei dendreser Kanal genetisch
ausgeschaltet wurde zeigen tatsachlich stark abgéshte Reaktionen auf Kalte,
sowie auf Kalteempfindung auslésende Stoffe, wienfidel (Liu, Lubin et al. 2006;

Colburn, Lubin et al. 2007). AufRer in Neuronen Kendie Expression von TRPM8
in glatten Muskelzellen der Prostata und bestimr@efal3e, sowie in kultivierten
Endothelzellen nachgewiesen werden. Ob, und welhlsiologische Funktionen der
Kanal in diesen Geweben ausubt, ist jedoch bisbeh minklar (Bidaux, Roudbaraki
et al. 2005; Zhang and Barritt 2006).

1.3.2 Der TRPA1-Kanal
Das einzige Mitglied der TRPA Familie, urspringligbch als ANKTM1 (ankyrin-

like protein with transmembrane domainsl) benamweist einige Gemeinsamkeiten
mit dem bereits genannten TRPM8 Kanal auf. Auclsati&anal gehdrt funktionell
zur Gruppe der Thermo-TRP-Kanéle, da auch er, \'RENI8, durch Kalte aktiviert
werden kann. Ebenso wird dieser Kanal hauptsachtictrigeminalen Ganglion und
im Ganglion der hinteren Rickenmarkswurzeln exmgmim Gegensatz jedoch zum
TRPM8 Kanal, der bereits durch moderates Kuhlereu28°C aktiviert wird,
erfordert die  Aktivierung des TRPAl1 Kanals deutich starkere
Temperaturerniedrigungen unter 17°C (Karashimaavieah et al. 2009). Es konnte
gezeigt werden, dass die Expression von TRPALl imurddeen stark mit der
Expression von TRPV1, dem Hitzerezeptor korreliedbhrend eine entsprechende
Co-Expression mit TRPV1 nur in einem Bruchteil dBRPM8 exprimierenden
Neurone nachgewiesen werden konnte. Die physialbgis Aufgabe dieser
TRPV1/TRPA1 koexprimierenden Neurone wird deshatb der polymodalen
Schmerzwahrnehmung vermutet, die sowohl durch ¢beisHitze, wie auch
bedrohliche Kalte stimuliert werden (Kwan, Allcheret al. 2006; Kwan and Corey
2009). Genau wie TRPM8 wird auch TRPAL durch dighJenden Substanzen* wie
Icilin und Menthol aktiviert (Karashima, Damannat 2007; Rawls, Gomez et al.
2007). Wahrend fur die Stimulierung des TRPA1 Kargalrch Icilin deutlich hohere
Konzentrationen als fir TRPM8 notwendig sind, zdgnthol relativ paradoxe
Effekte. So scheinen Konzentrationen im niedrigemlaren (1 — 100M) Bereich
den TRPA1l Kanal zu aktivieren, wohingegen Konzdiungn Uber 100M die

Kanalaktivitdt hemmen (Karashima, Damann et al.7208Is weitere Agonisten des
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TRPA1 Kanales gelten die pflanzlichen Wirkstoffenfaldehd, Eugenol, Gingerol
und Allylisothiocyanat (AITC) (Vriens, Nilius et aR008). AITC, besser bekannt als
Senfél, das in manchen Kulturen bei der Zubereitwung Speisen einen hohen
Stellenwert einnimmt, und Zimtaldehyd sind selektikgonisten fur TRPAL1 und
besitzen keine Wirkung auf andere TRP-Kanale. WiehaTRPM8 scheint der
TRPA1 Kanal durch Verbrauch von intrazellularem JPliR seiner Aktivitat

gemindert zu werden (Karashima, Prenen et al. 2008)
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2. Zielsetzung der Arbeit

Es konnte bereits gezeigt werden, dass endothdliidleV4 Kanale den Vasotonus
beeinflussen, indem sie die Signalkaskade des Eiétitteln oder unterstitzen.
Eine Beteiligung weiterer TRP-Kanéle, bei der EDHBuzierten Vasodilatation,
konnte noch nicht ausreichend gesichert werden. -R@&ysen von humanen
mikrovaskuldren Endothelzellen (HMEC), ergaben nebERPV4 auch eine
Expression von TRPAL1 und TRPM8. Entsprechend kdnatech diese Kandle als
maogliche Kandidaten fur die Vermittlung des EDHFekfes in Frage kommen. Vor
kurzem publizierte Arbeiten anderer Arbeitsgruppeostulieren in der Tat einen
vasodilatorischen, endothelvermittelten Effekt durStimulierung von TRPA1
Kanalen (Earley, Gonzales et al. 2009). Auch dugtivierung von vaskulére
TRMP8 Kanédlen wurden GefalRantworten beschrieberg dilerdings eher
endothelunabhangig sein koénnten (Johnson, Melanagihgl. 2009). In diesen
Studien wurden die Schlussfolgerungen Uber die ézigthung der jeweiligen TRP
Kanale jedoch nur indirekt Uber pharmakologischesépre gezogen. Der direkte
Nachweis der Kanalfunktion durch elektrophysiologis Untersuchungen wurde
bislang nicht erbracht. Somit steht der eigentlid@chweis einer funktionellen
Beteiligung von TRPA1 und TRPMS8 bei der Regulatitas Gefal3tonus, speziell bei
der Vasodilatation noch aus.

Deshalb sollten in der vorliegenden Arbeit folgekdagen geklart werden:

1. Fihrt eine intraluminale Aktivierung von TRP-Kéden, also durch Applikation des
TRPAL-Aktivators AITC, sowie der TRPM8-Aktivatordienthol und Icilin zu einer
Veranderung des Gefal3tonus? Dies soll durch Mydgagperimente an isolierten
GefalRen untersucht werden. Die mogliche Endothaligring am Effekt soll durch
mechanische Deaktivierung des Endothels bestimndene

2. In patch Clamp Untersuchungen an frisch is@refEndothelzellen der Maus soll
untersucht werden, ob die TRPA1 und TRPMS8 Aktivator Strome und
Membranpotentialanderungen induzieren, welche n@&tn dEDHF-Mechanismus
konform sind.

3. In patch Clamp Untersuchungen an Zellen der Miasklinie A7R5 soll
untersucht werden, ob die TRPM8 und TRPA1 AktivemoAITC, Menthol sowie

Icilin ~ zu  Membranstromen und Membranpotentialséundgen fihren.
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3. Material und Methoden

3.1 Verwendete Gerate und Chemikalien

3.1.1 Gerate und Bezugsquellen

Borosilikatglaskapillaren (Harvard Apparatus, Keimnendurchmesser: 0,86mm,
AuRendurchmesser: 1,5mm

Computerprogramm Pulse (HEKA Elektronik, Lambrteé&talz)
Computerprogramm Origin Version 6.1G (OriginLabr@oration, Guangzhou;
Kanada)

Deckglaser (Menzel-Glaser, Braunschweig)

EPC 9 Patch-Clamp-Verstarker (HEKA Elektroniknilarecht; Pfalz)
Experimentierbad, Volumen 2 ml (Wolfgang Hampéu Isenburg)
Invertmikroskop Axiovert 135 (Zeiss)

Laborwaage (Sartorius BP310P, Gottingen)

Messelektroden, chloridierter Silberdraht, Sta@&0 um

Mikrofilter (Sarstedt, NUrnberg)

Patch-Clamp-Mikromanipulator (Luigs und Neumarmighkl, Reitingen)
Petrischalen, Durchmesser: 30 mm

Pipettenziehgerat; DMZ-Universal Puller (Zeitstiuments, Minchen)
Pipettiergerét Pipetboy acu (Integra-bioscienCémir)

Praparierbesteck (Pinzetten, Mikrodissektionssatje

Schwingungsgedampfter Mikroskopiertisch (Physitiumente, Waldborn)
Stereomikroskop (Zeiss, Jena)

Zellkulturflaschen, 50 ml (Bio-One Frickenhausen)

3.1.2 Chemikalien und Bezugsquellen

CaC} (Sigma)
D-(+)-Glukose (Sigma)
Diethylether (Roth, Karlsruhe)
DMEM-Kulturmedium  Dulbeccos's modified Eagle's medjumPAA
Laboratories, Pasching)
EGTA (Sigma)
Menthol (Sigma)
HEPES (Sigma)
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- Icilin (BioTrend)

- Allylisothiocyanat (AITC) (Sigma)

- Capsazepine (BioTrend)

- DMSO(Sigma)

- KCI (Sigma)

- MEM-Earle Medium (Biochrom, Berlin)

- MgCl; (Life Technologies, Eggstein)

-  N&ATP (Sigma)

- NaCl (Sigma)

- NH4Cl; (Merck)

- PBS-Puffer mit und ohne Kalzium & Magnesium (PA&boratories, Pasching)

- Penicillin/Streptomycin (PAA Laboratories, Pasd)i

- Fotales Kalberserum (PAA Laboratories, Pagphin

- Trypsin 0,5 % + EGTA (PAA Laboratories, Pasd))i

- TRAM-34 (freundlicherweise von Frau Prof. Dr. KeiWulff, University of
California, zur Verfigung gestellt)

- UCL1684 (Tocris)

3.2 Versuche am Myographen
3.2.1 Der Druckmyograph

Myographische Untersuchungen dienen der Messundwaitraktionskraft bzw. des

Kontraktionszustandes der glatten Muskulatur. Dgiiees grundsatzlich zwei Arten
der Messung zu unterscheiden. Bei der isometrisdigographie wird das zu

messende Gewebe ringformig prapariert und tber gwkiin einer Versuchskammer
mit Physiologischer Salzlésung befindlichen Metaklbn gespannt. Uber diese
Metallhaken kann die Kraftentwicklung der glatterusulatur gemessen werden.
Durch Beimischung von vasoaktiven Stoffen zur Badhiy konnen etwaige
Veranderungen der Kraftentwicklung erfasst und éstajlt werden. Bei dieser Art
der Myographie kann jedoch ein Wirkstoff nicht getnt intra- oder extraluminal

angeboten werden.

FUr solche separaten Applikationen ist es erfoiderlmit dem isobaren

Druckmyographen zu arbeiten, der nicht mehr dick&tSpannungsentwicklung der
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glatten Muskulatur, sondern den Gefal3durchmesser Abhangigkeit vom

Perfusionsdruck misst. Hierbei dient ein isolieBstgefaR als Uberbriickung eines
Perfusionskreislaufes. Durch Anpassung des intrialalen Drucks, sowie Anlegen
eines gerichteten Flusses werden die Messungenr wntasi physiologischen

Bedingungen durchgefuhrt.

3.2.2 Gefal3praparation

Die Mause wurden in tiefer Athernarkose betaubt dagth Entnahme des Herzens
getotet. Unter einem Binokular wurden die linke wadhte Arteria carotis communis
dargestellt und herausprapariert. Zur Orientierdiegte die Trachea, die Clavicula,
sowie der Nervus vagus, der in einer gemeinsamsaié¢-anit der Carotis verlauft.

Direkte Bertihrung und Zugausibung auf die Gefal3edevu vermieden. Bis zur

weiteren Bearbeitung wurden diese im Kihlschramskzoi 3 Stunden bei ca. 4°C in

PBS gelagert.

3.2.3 Losungen fir Myographie-Experimente

Fur samtliche Myographie Experimente wurde einefdpidlsung verwendet. Diese
diente sowohl als intraluminale Perfusionsflissigkee auch als Pufferlésung des
Experimentierbades.

Tabelle 1: Zusammensetzung des Myographiepuffers

Substanz Konzentration in mmol/l
NacCl 145

MgSO, 1,2

CaCb 2

Glucose 5

NaH,PO, 1,2

Pyruvat 2

MOPS 3

KCI 4.7

pH-Wert (mit NaOH justiert) 7,4
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3.2.4 Der Versuchsaufbau

Die frisch isolierte Arteria carotis communis deral$ wurde auf zwei, sich im
Experimentierbad befindlichen Glaskapillaren mdggic gleichen Durchmessers
aufgezogen. Diese Kapillaren standen mit ihremefreEnde in Verbindung mit
einem Puffer-Flussigkeitsreservoir, welches zuridtam des intraluminalen Druckes
hohenverstellbar war. Sowohl im Experimentierba@ wuch in diesem Reservoir
befand sich der unter 3.2.3 beschriebene Puffer miglichst physiologischer
Zusammensetzung. Desweiteren befanden sich am BAd- Ablaufsystem des
Experimentierbades Sensoren zur kontinuierlicherdzéioghnung des zugeflhrten
Druckes. Uber einen Temperaturmessfilhler wurde diemperatur im

Experimentierbad konstant auf 37°C gehalten. DgseBmentierbad selbst war auf
einem invertierten Mikroskop mit Kreuztisch befgstum das Gefal3 bestmdglich
fokussieren zu kénnen. Unter dem Experimentierbathria sich eine Kamera,
welche die Variationen des GefalRdurchmessers irtz&itherfasste und an den
Computer weitergab. Mit Hilfe der AnalysesoftwareesgelView 1.0®, das auf
Dichtemessungen basiert, konnten die Gefal3durclemess 2um genau bestimmt
werden. Uber einen Drei-Wege-Hahn am Zuflusssystenmten Substanzen selektiv
intraluminal angeboten werden. Das Applikations@dfafand sich dabei in gleicher
Hohe wie das Puffer-Zulaufgefald, sodass der intradale Druck konstant blieb.

28



Material und Methoden
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Abbildung 6: Schematische Darstellung des Aufbaused Druckmyographen (nach: Pressure
Myograph-Model P100 J.P.Trading Bedienungsanleitunp

3.2.5 Versuchsablauf

Nach Montage des GefalRes auf die beiden Glaskapillaurde gewartet bis im Bad
die Arbeitstemperatur von 37°C erreicht wurde. Durbliveauerhbhung der
Fllssigkeitsreservoirs des Zu- und Ablaufes koniée Druck langsam, auf 80
mmHg, mit Einstellung einer geringen Flussratepbtiwerden. Nach einer etwa 20-
minutigen  Equilibrierungsphase, wurde dem  BadpuffePhenylephrin

(Endkonzentration 1pMol/L) beigemischt, worauf daafal? dauerhaft kontrahierte,
was sich in einer Abnahme des GefalRdurchmessersrtaulGefalie, die auf

Phenylephrin nicht oder nur mit einer Durchmesskikon von <10% des
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Ausgangswertes reagierten, wurden nicht weiter @adet. Anschlie3end wurden der
Perfusionslésung die chemischen TRP-Aktivatoren thil@n2uMol/L - 200uMol/L),
[cilin (LuMol/L — 100uMol/L) oder AITC (1QuMol/L - 100uMol/L) jeweils in
aufsteigenden  Konzentrationsreinen  beigemischt  un@inderungen  des
GefaBdurchmessers registriert. Zur Uberprufung fuektionellen Integritat des
Endothels wurde der Perfusionslésung Acetylchoieh) (Endkonzentration 100
nMol/L) beigefiigt, welches typischerweise endothkéngig zu einer starken
Dilatation der vorkontrahierten Gefal3e fiihrt. Um ndemdglichen Anteil
endothelvermittelter Reaktionen bei den Effektengdmannten TRP-Modulatoren zu
bestimmen, wurde durch gezieltes Einschleusen eienierten Luftmenge in das
Perfusionssystem fir 3 — 5 Minuten ein mechanis8uraden an der Gefaliintima
induziert, dessen funktionelle Wirksamkeit wiederdaorch eine erneute Applikation
von Ach (100nMol/L) gepruft wurde. Falls die Achdurierte Vasodilatation stark
abgeschwacht war, wurde dies als Zeichen einekteféem Endothelschadigung
gewertet. AnschlieRend wurde durch erneute Appbkadler bereits genannten TRP-
Aktivatoren, deren Gefal3effekte bestimmt. Die Ddéfez der Effekte vor und nach
Endothelschadigung wurde als die endothelabhangfigmponente der Wirkung
dieser Substanzen interpretiert. Zur Beurteilungndaximalen Kontraktionsfahigkeit
des Gefal3es wurde die Badlbsung durch einen isotBo#fer ausgetauscht, in dem
die Kaliumkonzentration auf 60 mMol/L erhdht waurZBeurteilung der maximalen
Dilatationsfahigkeit des GefaRes wurde dem Organbddr NO-Donor
Natriumnitroprussid (SNP, 1uMol/L) beigeftgt.

3.2.6 Datenaufzeichnung und -prasentation

Mit dem Programm VesselView 1.0 konnten kontinudérl Verdnderungen im
GefalRdurchmesser registriert und aufgezeichnet emerdDabei beobachtete
Vasodilatationen wurden als Prozentzahlen der maemVasodilatation (Reaktion
auf JuMol/l SNP) angegeben.
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3.3 Patch-Clamp-Experimente

3.3.1 Die Patch-Clamp-Technik

Die Patch-Clamp-Technik wurde 1978 von den Phygeho Neher u. Sakmann
entwickelt. Sie dient der Erfassung von lonenstidmeie tUber Zellmembranen
flieBen. Diese Technik ist eine weit etablierte Meste zur Charakterisierung
zelluléarer lonenkanéle in isolierten Zellen odefldembranen. Die Zellen befinden
sich dabei in einer Messkammer, die mit Extrazatjpliffer gefillt ist. In diesem
Puffer befindet sich die ,Referenzelektrode”. Miiner anderen Elektrode, der
.Messelektrode”, wird Gber eine Glaskapillare, di Intrazellularpuffer gefullt ist
und an ihrer Spitzendffnung einen Durchmesser vowma elpm aufweist, eine
elektrischer Kontakt zur jeweiligen Zelle hergdstéNeher, Sakmann et al. 1978).
Durch Anbringen eines leichten Unterdruckes in dg&laskapillare wird die
Zellmembran gegen die Kapillar6ffnung angesaugt adied vom Kapillarlumen
eingeschlossene Membranfleckngl. Patch der Zelle wird dadurch gegen den
umgebenden Puffer abgedichtet. Die hierbei erreicdb elektrischen Widersténde
liegen im Giga - Ohm Bereich, das Abdichtmandvedvals daher auch aSigaseal
bezeichnet. Das Gigaseal ist besonders bedeutsamiebéviessung meist kleiner
zellularer Strome um die Verrauschung durch Leéks& moglichst gering halten zu
kénnen. lonenstrome, die am gegriffenen Patch (dher Zellmembran flie3en,
konnen nun bereits dargestellt werden. Man spxight cell-attached ModudJm die
Summe der Strome, die Uber die gesamte MembraZelkr flie3en, darzustellen,
wird entweder Uber einen kurzen Spannungsimpulschwein den beiden Elektroden
oder durch kurzzeitigen Unterdruck in der Glaspgelter kontaktierte Fleck in der
Zellmembran aufgerissen und somit ein Zugang zutradellularraum hergestellt
(whole-cell Modus Spontane bzw. induzierte Anderungen der Garstr@the
kénnen anhand von Membranpotentialanderungen hestkoten Strominjektionen
(current clamp Modus oder anhand von Kompensationstrominjektionen sstfa
werden, die erforderlich sind um das Membranpoéémkibnstant zu haltervltage
clamp Modus).Durch definierte Strominjektionen in das Zellinmekann das
Membranpotential der Zellen auch gezielt modulisgrden. So lassen sich z.B.
Stromstarke-Spannungskennlinien definierter Mendirdme charakterisieren.
Weiterhin kann man Informationen tber die Perméabisowie das Offnungs- und

Schlie3verhalten der zu Grunde liegenden lonenkagévinnen. Um ein moglichst
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vollstandiges Bild Uber die zellularen Kanalaké@n zu gewinnen, kdnnen
weitreichende Spannungsrampen angelegt werdengeangesamten physiologischen
Membranpotentialbereich einer Zelle zu analysieYéie bereits erwahnt, kénnen die
beiden Elektroden auch als Spannungssensoren etagewerden, um das
Membranpotential der Zelle zu bestimmen.

Alternativ kann vom cell-attached Modus ausgehesrdMiembranfleck (patch) unter
der Kapillar6ffnung auch isoliert elektrophysiolsgh charakterisiert werden. Hierzu
wird dieser Fleck, wieAbbildung 7 zeigt, mit Hilfe der Messpipette aus der
Zellmembran herausgerissen. Die vorher dem Zytopagxponierte Seite des
Membranfleckes befindet sich nun im Extrazelluldigu (inside-out Modus Das
Offnungsverhalten von sich im Zellfleck befindendémenkanélen bleibt nun
unbeeinflusst von mdglichen intrazellularen Sigkakkaden.

V4

l Unterdruck

M cell-attached

Membran
durchbrechen / \zilr%?:tlt;lehen

MeBbedingungen
optimieren

Abbildung 7: Beschreibung der Ausfiihrung bzw. der erschiedenen Modi der Patch-Clamp

Technik, erstmals beschrieben von Neher u. Sakmari978
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3.3.2 Isolation und Kurzzeitprimarkultur von Endoth elzellen

Fir die Endothelzellisolation wurden die entnomnmeltauscarotiden mit Hilfe von
Faden mit einer Offnungsseite auf spezielle Kamilaaufgezogen. Die Badlosung
bestand aus calciumfreiem PBS. Die Glaskapillaglbss waren mit einem Puffer
aus calciumfreier PBS Losung geflllt, welche mB%Trypsin und 0.02%EGTA
supplementiert war. Uber ein Schlauchsystem kordge Druck innerhalb der
Kapillare variiert werden. Durch leichte Druckerbidly wurden im Gefal
verbliebene Blutreste ausgespult. Schliel3lich wairdie Carotiden an ihrem freien
Ende zugeknotet und 10 Minuten bei 37°C inkubi@mschlielend wurden die
Carotiden in eine mit DMEM-Medium geflllte Petrit&de tberfuhrt, in welche
kleine Glasplattchen ausgelegt waren. In der Rbimle wurde das GefalR mit
speziellen Mikropraparationsscheren in longitudnaRichtung aufgeschnitten und
die Zellen der luminalen Seite mit einer feinenzeite abgeschabt. Gewebs- und
Fadenreste wurden vollstandig aus dem Puffer erttfer

Um die isolierten Endothelzellen auf den Glasph#tc anhaften zu lassen, wurden
die Petrischalen fur mindestens 1 Stunde in einemeabebrutschrank bei 5% ¢
Raumluft bei 37 Grad inkubiert. Alle Experimentetnsolierten Endothelzellen

wurden innerhalb von 1-4 Stunden nach IsolationZéd#len durchgefihrt.
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3.3.3 Losungen fir die Patch-Clamp-Experimente

Tabelle 2: Badlésung mit Calcium

Substanz Konzentration in mmol/l
NacCl 137

MgCl, 0,4

CaCb 0,7

Glucose 10

NaH,PO, 4,5

KH,PO, 1,5

KCI 3

pH-Wert (mit NaOH justiert) 7,4

Tabelle 3: Badlésung ohne Calcium u. Magnesium

Substanz Konzentration in mmol/l
NacCl 137

EGTA 10

Glucose 10

NaH,PO, 4,5

KH,PO, 1,5

KCI 3

pH-Wert (mit NaOH justiert) 7,4

Tabelle 4: Pipettenlésung mit 0,1 pMol/l freiem Catium

Substanz Konzentration in mmol/|
KCI 140

EGTA 2

CaCb 0,72

Na,ATP 1

HEPES 5

pH-Wert (mit KOH justiert) 7,2

Die Berechnung der freien Kalziumkonzentrationefolgte nach Fabiato & Fabiato (1979) unter
Nutzung der SoftwaraVEBMAXC STANDARI[Mttp://maxchelator.stanford.edu/maxc.html

3.3.4 Der Patch-Clamp-Messstand

Fur Patch-Clamp-Experimente befindet sich der gésarnersuchsaufbau in einem
aus Kupferdraht angefertigten Kafig zur Abschirmehektrischer Stérungen aus der
Umgebung. Samtliche metallische Komponenten intlerdas Kafigs werden tber
niederohmige Kabel an einer gemeinsamen StelledgeeiVeiterhin dient ein
schwingungsgedampfter Tisch der Neutralisation raeisdtther Erschitterungen,
welche die Experimente beeinflussen bzw. unterleedtonnten. Die Messkammer
selbst befindet sich in der ObjekttragerhalterumgStrahlengang eines invertierten

Lichtmikroskops. So kann eine beliebige Zelle unteikroskopischer Kontrolle
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ausgewahlt und anvisiert werden. Grundsatzlich emrdausschlie3lich auf
Glasplattchen adhéarente und dem Anschein nachténtéédlen fir die Messungen
verwendet. Mithilfe elektrischer Mikromanipulatiokann die Messelektrode in
samtliche Richtungen bewegt werden. Referenz- urdsklektrode bestehen aus ca.
0.1 mm starkem Silberdraht, der zur besseren |begk#&it durch Anlegen einer
Spannung von 9V in 150 millimolarer KCI-Losung afot wurde. Unter- bzw.
Uberdruck in der Messglaskapillare wurden mit Hiffimes Schlauchsystems tiber
eine manuell bediente Glasspritze reguliert.

Zur Verstarkung der elektrischen Signale wurdeERC 9 Patch-Clamp-Verstarker
benutzt. Zur Darstellung und Auswertung der Strémoé dem Computermonitor

diente das Programm Pulse bzw. Pulsefit.

3.3.5 Der Versuchsablauf der Patch-Clamp-Messungen
Patch-Clamp-Experimente wurden sowohl an Zellen AleR5-Zellline, sowie an
frisch isolierten Carotis Endothelzellen der Maugctigefihrt. Die A7R5 Zellen
wurden zunéchst in DMEM-Medium mit 10% fetalem Kgierum und 2%
Penicillin/Streptomycin bei 37°C und 5% @@ Zellkulturflaschen kultiviert. Sie
mussten fur die Versuche aus den KulturflascheminGlasplattchen (Grol3e, etwa 4
X 4mm) ausgelegte, 30-mm-Petrischalen uberfihrtderer Wahrend die frisch
isolierten Endothelzellen direkt nach dem Isoladimrgang auf diesen Glasplattchen
ausgesat werden, mussten die Zellen der A7R5-Zelllizuerst aus den
Zellkulturflaschen herausgelost werden. Dazu wurdas Zellkulturmedium
abgenommen und die Zellen wurden zun&chst mit walteiem PBS gespiilt.
Anschlie3end wurden sie in calciumfreiem PBS n880 Trypsin supplementiert und
bei 37 Grad fur circa 2 Minuten inkubiert. Dabestk sich der Zellverband in den
Zellkulturfalschen auf und die Zellen wurden mitcoaamhaltigem DMEM-Medium
resuspendiert und wie fur die Endothelzellen besbkn in die Petrischalen ausgesat.
Kurz vor der elektrophysiologischen Messung wurdeRMEM-Puffer durch MEM-
EARLE-Puffer ausgetauscht. Als Extrazellularputber der Messung diente eine auf
Phosphatpuffer basierende physiologische Losungomvit ohne Calcium.T@belle

2, 3. Nach Fokussierung einer intakt erscheinendefe Zelirde eine Glaskapillare
mit Intrazellularpuffer Tabelle 4 gefillt und auf die Messelektrode gestilpt. Nach
Anlegen eines leichten Uberdrucks von ca. 5cm Ws&ske auf die Messpipette, um

Kontamination mit Extrazellularpuffer zu verhinderwurde die Elektrode mit
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Makromanipulation in die Nahe der Zelle und scHi@f mithilfe des
Mikromanipulators  auf  die  Zelloberflache mandovriert Anfangliche
Pipettenwiderstande betrugen 2 - 42MNach Kontakt mit der Zellmembran wurde
der leichte Uberdruck aufgehoben und ein leichteg Qwf die Zellmembran
ausgeubt. Nach Erreichen des Gigaseals (s.0.) wdigleZellmembran an der
Kontaktstelle eroffnet. Durch Messung der elektrest Membrankapazitat der Zelle,
die mit der Oberflache der Zelle korreliert, konutie Grol3e der Zelle abgeschéatzt
werden. Eventuell aufgetretene Anderungen der ligekechaften des Pipetten-Zell-
Kontaktes konnten mithilfe eines Abgleiches verrsthwerden. Wahrend der
Messung und insbesondere nach Applikation von &unksh wurde kein erneuter
Abgleich durchgefuhrt. AnschlieRend wurde die Zeflg Spannungsrampen von -
140 mV bis +100 mV stimuliert. Die Applikation emleestimmten Substanz und ihre
homogene Verteilung im Versuchsbad erfolgte mighidfiner 100l Pipette. Die
Strom-Spannungs-Kurve wurde durch das Programm ePuksgistriert und

abschliel3end mithilfe des Programms Origin® dasikest

3.3.6 Datenauswertung

Die Aufzeichnung der Gesamtzellstrome erfolgte dutas Programm ,Pulse” (Fa.
HEKA Elektronik, Lambrecht/Pfalz, Deutschland). iessdaten wurden mit einem
Analog-Digital-Wandler digitalisiert und auf der diplatte des Computers
gespeichert. Die Auswertung der gewonnenen Datésiger mit dem Programm
.PulseFit (ebenfalls HEKA Elektronik). Fir die $ttische Datenauswertung
erfolgte stets die Normierung der Strome auf diéf3erder Zelle. Hierbei wurde der
Quotient aus Stromamplitude und Kapazitat der Zefle mit der Oberflache

korreliert, gebildet. Es ergibt sich die Einheit/pA.

3.4 Statistische Analysen

Die Ergebnisse werden als Mittelwerte +/- Standsidfr des Mittelwertes (SEM)
angegeben. Die statistische Analyse wurde mit depagrten t-Test durchgefiuhrt.
Ein P-Wert <0.05 wurde als signifikant betrachtet.
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4. Ergebnisse

4.1 Experimente am Druckmyographen zu TRPM8 und TRR1

Um die funktionelle Bedeutung von TRPM8 sowie TRP#it die Regulation des
GefalRtonus zu untersuchen, wurden zundchst Expetieni@ Druckmyographen an
der isolierten Arteria carotis communis der Mausctgefiihrt. Nach Vorkontraktion
der Gefal3e mit Phenylephrin (1uMol/L) wurden diest§abstanzen in aufsteigender
Konzentration intraluminal appliziert. Dabei aufeeede Anderungen im
GefalRdurchmesser wurden kontinuierlich aufgezeichine wurden relativ (in %)
zur maximalen Dilatation angegeben, welche durcheGaon Natriumnitroprussid

(SNP, 1pMol/L) in die Badlésung erzielt wurde.

4.1.1 Wirkung von Icilin

Icilin ist als TRPM8-Agonist beschrieben (Anderss@hase et al. 2004; Rawls,
Gomez et al. 2007) und wurde daher auf vasodiatwe Effekte gepruft. Die
Substanz wurde nach Vorkontraktion der Gefal3e nhienlephrin in einer
aufsteigenden Konzentrationsreine (10uMol/L — 50UMo- 100uMol/L) der
Gefal3perfusionslésung zugegeben. Es wurde bei [olezentration fir 5 Minuten
perfundiert. Icilin induzierte robuste Vasodilataten, die mit einer Latenzzeit von
ca. 60 Sekunden Perfusionszeit einsetzédabildung 8). Diese Dilatation war durch
Auswaschen der Substanz innerhalb von 5 Minuteerséyel und durch erneute
Applikation der gleichen Dosis reproduzierb@&bbildung 8). Icilin hatte in einer
Konzentration von 5@Mol/L eine vergleichbare vasodilatorische Wirkungevit00
nMol/L  Acetylcholin, einem etablierten endothelabb@en Vasodilatator
(Abbildung 8).

Die Auswertung aller Experimente zeigte, dass digkivig von Icilin deutlich
konzentrationsabhangig war und bei einer Konzeotravon 100 pMol/L eine
Wirkung entfaltete, die etwa 60% der Wirksamkeitnvidatriumnitroprussid
entsprachAbbildung 9).
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Abbildung 8: GefaRdurchmesser einer isoliert perfudierten Arteria carotis der
Maus (Perfusionsdruck 80mm Hg) nach Zugabe von Phgtephrin (1uMol/L),
[cilin (50uMol/L), Acetylcholin (100nMol/L) und Nit roprussidnatrium (SNP,
1pMol/L) sowie nach isoosmolarer Erhéhung der Kalimkonzentration in der

Badl6ésung auf 60 mMol/L (KCI).

Icilin induzierte eine reversible und nicht

adaptierende Vasodilatation. Im Vergleich sind diadilatorischen Wirkungen von

Acetylcholin und Nitroprussidnatrium sowie die kongriktorische Wirkung einer

Kaliumdepolarisation (60mMol/L) dargestellt.
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Abbildung 9: Konzentrationsabhangigkeit der Icilin-induzierten Vasodilatation.
Die Dilatationen sind als %-Werte der maximalen Diatation angegeben, welche
mit Nitroprussidnatrium erzielt wurde. Werte sind als Mittelwerte +/-
Standardfehler des Mittelwertes (n=4) dargestellt*p<0.05

4.1.2 Wirkung von Menthol

Als nachstes wurde Menthol als weiterer TRPM8 Agbnin aufsteigender
Konzentrationsreihe (2uMol/L — 20pMol/L — 100puMolA 200 Mol/L) intraluminal
appliziert. Auch mit Menthol wurde eine Perfusioasdr von stets 5 Minuten
eingehalten. Mit Menthol wurde ab einer Konzentratvon 20uMol/L ebenfalls eine
dosisabhangige Vasodilatation beobachidtbfldung 10). Mit dem Auswaschen der
Substanz ging der GefalRdurchmesser auf initiale t&Veurtick. Die Menthol
induzierten Vasodilatationen waren ebenfalls rakets und zeigten keine
ErmuUdbarkeit. Die maximalen Antworten dabei warem geringerem Ausmali als

die durch Icilin induzierten. So wurde mit einer meol-Konzentration von
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20QuMol/L nur etwa 16% der SNP induzierten Dilatatiorzielt (Abbildung 10).
Auch war die Latenzzeit, die bis zum Einsetzenatsten GefalRreaktionen verstrich,

mit ca. 100 Sekunden etwas langer als die minltiéobachtete.
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Abbildung 10: Konzentrationsabhangigkeit der  menthd-induzierten
Vasodilatation. Die Dilatationen sind als %-Werte @r maximalen Dilatation
angegeben, welche mit Nitroprussidnatrium erzielt wirde. Werte sind als
Mittelwerte +/- Standardfehler (n=6) dargestellt. * p<0.05

In einem n&chsten Schritt wurde untersucht, inwiedie durch Menthol induzierte
Vasodilatation endothelvermittelt ist. Dazu wurdeurah intraluminale
Luftapplikation ein mechanischer Schaden am Endiajksetzt. Das Ausmald der
endothelialen Funktionsschadigung wurde mit Acéwylim Uberprift, welches
bekanntermal3en eine endothelvermittelte Vasodatdtervorruft. Dazu wurde die
vasodilatorische Wirkung von Acetylcholin in eingonzentration von aMol/L
zunachst vor und dann nach Luftapplikation Ubetpnifie Abbildung 11 (rechts)
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darstellt, wurde durch diese Art der Endothelsalpdag die vasodilatierende
Wirkung von Acetylcholin um 85% reduziert. Die vdgdatierende Wirkung von
Menthol wurde durch die Endothelschadigung allegglinur recht moderat von 18%
des SNP induzierten Effektes auf 13% vermindepbildung 11, links).

Dilatation in % der max. Dilatation

Menthol 2107 Ach 10

Abbildung 11:

GefaRantworten auf Menthol 2*10* Mol/L vor (schwarze Balken) und nach
(graue Balken) Endotheldenudierung.

Rechts:

GefaRantworten auf Acetylcholin 16° Mol/L vor (schwarze Balken) und nach
(graue Balken) Endotheldenudierung.

Die Dilatationen sind als %-Werte der maximalen Diatation angegeben, welche
mit Natriumnitroprussid erzielt wurde. Werte sind als Mittelwerte +/-
Standardfehler (n=4) dargestellt. * p<0.05
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4.1.3 Wirkung von AITC

Allylisothiocyanat (AITC) wird bislang als selekév Agonist fur TRPAL1 — Kanéle
betrachtet. In dieser Arbeit wurde deshalb die Wk von AITC auf die
GefalRdilatation untersucht. Dazu wurde AITC in teifeender Konzentration
(10uMol/L  — 50uMol/L  — 100uMol/L) intraluminal applert. Ab einer
Konzentration von 50uMol/L trat eine konzentratiabisdngige Vasodilatation auf
(Abbildung 12). Erste Effekte dieser Dilatation konnten frihastenach ca. 150
Sekunden beobachtet werden. Der Prozess setztensath wenige Minuten nach
Auswaschen der Substanz bis zum Erreichen eintdiphase fortAbbildung 13).
Der Effekt erreichte bei einer Konzentration vonOdd etwa 15% des SNP
induzierten EffektesAbbildung 12, 13. Im Gegensatz zu den Gefal3reaktionen, die
durch Icilin und Menthol ausgeldst wurden, war dresEffekt auch nach
dreimindtigem Auswaschvorgang nicht reversibel.vesde immer beginnend mit
50uMol/l AITC stimuliert. Somit handelt es sich bei rdeDilatationen durch
10QuMol/L um den Effekt, der nach Vordilatation mit |@@ol/L AITC noch
zusatzlich ausgelést werden konnte. Auch nach mmésttzer Schadigung des
Endothels mit Luft war die durch AITC induzierte ddalilatation unveréndert
(Abbildung 14). Ausmald und Kinetik der Dilatation unterschiedg&h dabei kaum
vom Vorgang mit intaktem Endothel.
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Abbildung 12: Konzentrationabhéngigkeit der vasodiatorischen Wirkung von

AITC. Die Dilatationen sind als %-Werte der maximalen Dilatation angegeben,
welche mit Nitroprussidnatrium erzielt wurde. Werte sind als Mittelwerte +/-

Standardfehler (n=4) dargestellt. * p<0.05
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PE SNP

450 \

AITC 100uM

AITC 50uM

400 -

10 min K

350 - \

Gefaldurchmesser in um

Abbildung 13: GefalRdurchmesser einer isoliert perfadierten Arteria carotis
der Maus (Perfusionsdruck 80mm Hg) nach Zugabe vorPhenylephrin (PE,
1uMol/L), AITC (50 und 100 pMol/L), und Natriumnitr oprussid (SNP,
1pMol/L) sowie nach isoosmolarer Erhéhung der Kalimkonzentration in der
Badl6ésung auf 60 mMol/L (KCI). AITC induziert eine nicht reversible und nicht

adaptierende Vasodilatation.
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Abbildung 14:

Links:

GefaRantworten auf AITC 1*10“ Mol/L vor (schwarze Balken) und nach (graue
Balken) Endotheldenudierung.

Rechts:

GefaRantworten auf Acetylcholin 16° Mol/L vor (schwarze Balken) und nach
(graue Balken) Endotheldenudierung.

Die Dilatationen sind als %-Werte der maximalen Diatation angegeben, welche
mit Nitroprussidnatrium erzielt wurde. Werte sind als Mittelwerte +/-
Standardfehler (n=4) dargestellt. * p<0.05; n.s.: icht signifikant

4.2 Patch-Clamp-Experimente zu TRPM8 und TRPA1

Bei den druckmyographischen Experimenten konnteEéfekt auf den Vasotonus
durch die Testsubstanzen beobachtet werden. Urard@swebsreaktionen mégliche
lonenkanalaktivitaten zuordnen zu kdnnen, wurdeni&lamp-Versuche sowohl an
kultivierten glatten A7R5 GefalBmuskelzellen der tRaals auch an isolierten

Endothelzellen der Arteria carotis communis der &durchgefuhrt.
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4.2.1 Untersuchungen zu TRPM8 und TRPA1 an A7R5-Zkdn
4.2.1.1 Wirkung von Icilin

Bei Stimulierung der Zellen mit Spannungsrampergteai diese deutliche basale
Einwartsstrome im Bereich von ca. -30mV bis ca. m80(Abbildung 15). Nach
Applikation von Icilin 2QuMol/L konnte eine Reduktion der Amplitude dieserd8te
beobachtet werden. Als Referenzwert fur die Auswegtdiente die Stromamplitude
bei OmV. Applikation von Icilin 20Mol/L fihrte zu einer Reduktion des Stromes um
44 + 8 % (n=5; Mittelwert +/- SEM) Abbildung 15). Die Induktion eines

zusatzlichen Stromes konnte nicht beobachtet werden

25 -+

IPA] Icilin

=50 4

=754

Abbildung 15. Strom-Spannungskurve einer A7R5 Zellevor und nach
Applikation von Icilin 10 uMol/l. Der Einwartsstrom im Potentialbereich

zwischen -30 bis + 30 mV wird durch Icilin deutlichreduziert.

4.2.1.2 Wirkung von Menthol

Wie durch Icilin konnte auch durch Menthol eine Rleitbn des Einwartsstromes im
Potentialbereich zwischen -30 und +30 mV beobactvetden Abbildung 16).
Durch Konzentrationssteigerung von Menthol (10pMoBOuMol/L -100uMol/L)
konnte dieser Effekt verstarkt werdeibpildung 17). Bei einer Endkonzentration
von Menthol 10QMol/L wurde die Stromamplitude bei 0 mV um 83 + ¥ (n=5,
Mittelwert +/- SEM) reduziert. Ahnlich zu Icilin firte auch Menthol zu keiner

Induktion zusatzlicher Stromélpbildung 18).
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I[PA]

Menthol

4

Abbildung 16: Strom-Spannungskurve einer A7R5 Zelle vor und nach
Applikation von Menthol 100uMol/l. Der Einwartsstrom im Potentialbereich

zwischen -30 bis + 30 mV wird durch Menthol nahezaufgehoben.
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Abbildung 17: Konzentrationsabhangigkeit der Redukton des Einwéartsstromes
in A7R5 — Zellen durch Menthol. Werte sind als Mitelwerte +/- Standardfehler
(n=5) dargestellt. *p<0.05.

4.2.1.3 Wirkung von AITC

Um eine Beteiligung von TRPA1 bei den Vasodilatagjorozessen zu untersuchen
wurden A7R5 — Zellen mit dem spezifischen TRPAL ivddor Allylisothiocyanat
(AITC) stimuliert. Auch hier konnte eine Reduktidas Einwartsstroms zwischen -30
und +30 mV beobachtet werdeAbpildung 18). Die Applikation von AITC 100
uMol/L reduzierte die Einwartsstromamplitude bei ¥ iim 71 + 21 % (n=5). Auch
bei diesen Experimenten konnte ebenfalls keine vidting anderer Strome
beobachtet werden.
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Abbildung 18: Strom-Spannungskurve einer A7R5 Zelle vor und nach
Applikation von AITC 10opuMol/l. Der Einwartsstrom im Potentialbereich
zwischen -30 bis + 30 mV wird durch AITC deutlich eduziert.

4.2.2 Untersuchungen zu TRPM8 und TRPAl1 an isolieen

Endothelzellen der Maus
Um eine mdogliche Beteiligung von TRPM8 bzw. TRPA®i keiner allfalligen
endothelvermittelten Vasodilatation zu untersucheorden im Folgenden Patch-
Clamp-Experimente an isolierten Endothelzellen Aeeria carotis communis der

Maus durchgefuhrt.

4.2.2.1 Wirkung von Icilin

Um gegebenenfalls endothelial exprimierte TRPM8an&e zu aktivieren, wurden
die Endothelzellen zunachst mit Icilin@dol/L behandelt. Hierbei konnte allerdings
weder eine Aktivierung zusatzlicher Strome, noaledviodulation des Basalstroms
beobachtet werdei\bbildung 19).
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basal
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Abbildung 19: Strom-Spannungskurve einer isoliertenEndothelzelle aus der

Arteria carotis communis der Maus vor und nach Applkation von Icilin
10uMol/I.

4.2.2.2 Wirkung von Menthol

Um eine endotheliale Beteiligung von TRPM8 bei derenthol-induzierten
Vasodilatationen weiter abzuklaren, wurden die Hnelaellen mit Menthol 100
uMol/L inkubiert. Menthol induzierte einen starkerchtgleichrichtenden Strom mit
einem Umkehrpotential von -80mMAlpbildung 20).

800 -
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Abbildung 20: Strom-Spannungskurve einer isoliertenEndothelzelle aus der

Arteria carotis communis der Maus vor und nach Applkation von Menthol (100
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puMol/L). Menthol induziert einen starken nichtgleichrichtenden Strom mit

einem Umkehrpotential von -80 mV.

Diese Strome entwickelten sich mit einer Latenz ean20 Sekunden nach Zugabe
von Menthol und waren in der Regel transient dié.verschwanden nach ca. 100
Sekunden trotz Persistenz von Menthol im Bad undeoHdie Zugabe weiterer
Substanzen Abbildung 21). Um zu Uuberprifen inwieweit der durch Menthol
induzierte Strom entweder direkt oder indirekt amee transmembranaren
Calciumeinstrom gekoppelt ist, wurden Experimenten icalciumfreier
Extrazellularflissigkeit (Badldsung) durchgefiihitlierzu wurde ein nominell
calciumfreier Puffer noch zusatzlich mit 10mMol/LGEA versetzt. Auch unter
diesen calciumfreien Bedingungen konnte eine A&tiwig ahnlicher Stréme durch
Menthol 100uMol/L beobachtet werdenApbildung 21). Diese Stréme waren in
ihrer maximalen Amplitude allerdings im Mittel ndralb so gro3 wie in der
calciumhaltigen Badlosund\bbildung 21, 22.

I[PA/pF]
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Abbildung 21: Zeitlicher Verlauf der Anderung der Stromamplitude bei OmV,
die durch Menthol (100uM) induziert wurde. Die gefilten Symbole bezeichnen
die Experimente mit normalem calciumhaltigem Extrazllularpuffer, die offenen
Symbole Experimente mit calciumfreiem Extrazellulapuffer. Die Werte sind als

Mittelwerte +/- SEM (n=4) angegeben.
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I[pAIpF] - basal
4- B + 100pM Menthol

mit Ca2* extrazellular ohne Ca?* extrazellular

Abbildung 22:

Links

Kapazitatsnormierte Stromamplituden isolierter Endothelzellen bei 0 mV vor
(schwarzer Balken) und nach Applikation (grauer Baken) von Menthol (100
HMol/L) bei normaler extrazellularer Calciumkonzentration.

Rechts

Kapazitatsnormierte Stromamplituden isolierter Endothelzellen bei 0 mV vor
(schwarzer Balken) und nach Applikation (grauer Baken) von Menthol (100
HMol/L) in Abwesenheit von extrazellularem Calcium.

Werte sind als Mittelwerte +/- SEM (n=5) dargestetl * p<0.05

Um zu untersuchen, ob diese durch Menthol induaeBtrome Anderungen im
Membranpotential der Endothelzelle hervorrufen, deurin der Patch-Clamp-
Konfiguration in den Current-clamp-Modus gewechseids Ruhemembranpotential
wurde damit zu ca. -5 mV gemessen. Menthol indteiedeutliche

Hyperpolarisationen von ca. 25mMAkbildung 23). Entsprechend der verzdgerten
Stromentwicklung nach Applikation von Menthol setzuch die Hyperpolarisation

mit einer Verzogerung von ca. 20 Sekunden ein. Higperpolarisation war
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biphasisch, mit einer raschen Phase einer maxinkéyperpolarisation, die von einer

langsameren Phase der Repolarisation gefolgt wurde.

Menthol

10
u,[mv] | /

-20 4

-30 25s

-40 4

Abbildung 23: Verlauf des Membranpotentials einer solierten Endothelzelle

nach Applikation von 100 uMol/L Menthol
Auch in Abwesenheit von extrazellularem Calciumuniérte Menthol (100 pMol/L)

eine deutliche transiente Hyperpolarisation vor2€mV (Abbildung 24).

Menthol

o- /

-20 4

25s

-30 4

40 4

Abbildung 24: Verlauf des Membranpotentials einer solierten Endothelzelle

nach Applikation von 100 pMol/L Menthol in Abwesenteit von extrazellularem
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Calcium. Die Badlosung war nominell calciumfrei undenthielt zusatzlich 10
mMol/l EGTA.

Auch diese Hyperpolarisationen gingen spontan Zutired so wurde meist nach

einer Zeit von 80 Sekunden das anfangliche Memimiamgtial wieder erreicht.

4.2.2.3 Wirkung von AITC

Um die mdgliche Funktion von TRPA1 in Endothelzellzu untersuchen, wurden
isolierte Endothelzellen der Arteria carotis commuder Maus mit AITC 100uM
inkubiert. AITC fuhrte allerdings zu keinen Verangiegen der Membranstrome in
den EndothelzellerApbildung 25).
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Abbildung 25: Strom-Spannungskurve einer isoliertenEndothelzelle aus der
Arteria carotis communis der Maus vor und nach Applkation von AITC (100

pHMol/L). AITC zeigte keinen Einfluss auf die Membranstrome.
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5. Diskussion
In dieser Arbeit wurde eine mégliche BeteiligungqivbRPM8 bzw. TRPA1 Kanélen

bei der Modulation des Gefaldtonus untersucht. Bigteekannt, dass Kanale vom
TRP-Typ sowohl endothelvermittelt wie auch direktder glatten Gefal3muskulatur
den Gefalitonus mitbestimmen kénnen (Di and Malikq and Garland 2005; Kwan,
Huang et al. 2007). Aktivierung oder Blockade didsandle flhrt zu entsprechenden
Veranderungen des GefaRdurchmessers, was von Hpla#no)physiologischer
Relevanz fur die Blutdruckregulation sein konnteahiénd der Durchfiihrung, der in
dieser Arbeit beschriebenen Experimente, wurde hdwsodere Arbeitsgruppen
publiziert, dass chemische Substanzen, welche &tssadoren von TRPA1l und
TRPMS8 betrachtet werden, tatsachlich den Gefal3tonugro beeinflussen konnen.
In diesem Zusammenhang wurde beschrieben, dass IHRR#vatoren eine
endothelvermittelte Vasodilatation induzieren (EgriGonzales et al. 2009), wahrend
Aktivatoren von TRPM8 zu einer eher endothelunabgigen Vasodilatation fihren
(Johnson, Melanaphy et al. 2009). In diesen Arbeieurde die Existenz von
TRPAL- und TRPM8 mRNAs in Zellen der GefalRwand gaeviesen, nicht aber die
Existenz der entsprechenden Proteine, noch entsmde Kanalfunktionen. Der
funktionelle Hinweis auf eine Rolle dieser Kanalg die Vasodilatation wurde
lediglich aus pharmakologischen Experimenten mit Agonisten Icilin und Menthol
fur TRPMS8, sowie Allylisothiocyanat fir TPRAL1 gezayg Ziel dieser Dissertation
war es deshalb zunachst zum einen die beschriebeasudilatierenden Effekte
dieser Substanzen zu validieren und anschlieRemdEfiekte dieser Agonisten fir
TRPM8 und TRPA1l auf die elektrischen Eigenschafteon glatten
Gefal3muskelzellen und GefalRendothelzellen zu ctearsieren.

5.1 Myographische Messungen zu TRPMS8

Um die Beteiligung von TRPMS8 fir den Gefaldtonusumersuchen, wurden die
Arteriae carotis communis mit unterschiedlichen kemtrationen der bekannten
Agonisten Icilin und Menthol perfundiert. Hierbeornten in der Tat die bereits
beschriebene vasodilatatorische Wirkung dieser t8oben bestatigt werden
(Johnson, Melanaphy et al. 2009). Auch konnte kigst&erden, dass es sich dabei
weitgehend um einen endothelunabhangigen, d.hktdiveEffekt auf die glatte

GefaBmuskelzelle  handelt (Johnson, Melanaphy et &009). Der
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Konzentrationsbereich und die Konzentrationsablgkaii der Effekte von Icilin und
Menthol waren dabei durchaus kompatibel mit eindfekE auf den TRPM8 Kanal,
der durch Icilin mit EGy-Werten zwischen 1,4uMol/L und 29,1pMol/L und durch
Menthol zwischen 10,4puMol/L und 80uMol/L aktiviesdird (McKemy, Neuhausser
et al. 2002; Chuang, Neuhausser et al. 2004; Bgdtfiissenbach et al. 2007). Auch
die Beobachtung, dass bei gleicher Dosis die Gd&iBtion nach Applikation von
Icilin etwa funfmal so stark war wie die fur Menthavirde zu der Vorstellung
passen, dass die Vasodilatation durch Icilin undntdel durch TRMP8-Kanéle
vermittelt wird. In diesem Zusammenhang wurden iahiRen dieser Arbeit auch
Experimente mit etablierten TRPM8 Blockern, wie Sagepin (Behrendt, Germann
et al. 2004) durchgefuhrt. Da Capsazepin alleineitsedeutliche vasodilatierende
Wirkungen ausubte, waren die Kombinationseffektder@ings nicht mehr
aussagekraftig. So wurden die Untersuchungen mips&zepin nicht mehr
systematisch weitergefihrt und daher in dieser iArldech nicht dargestellt. Nach
mechanischer Zerstérung des Endothels konnte dipghkation von Menthol ein
nur unwesentlich verringerter Effekt beobachtetdeer Eine logische Schwierigkeit
in der Erklarung eines vasodilatierenden Effektes VRPMS8 liegt allerdings darin,
dass die Aktivierung glattmuskularer calciumpernieraanale wie TRPMS8 in den
Muskelzellen eigentlich eher kontraktionsverstatkevirken sollte. Denkbar wére
allerdings, dass es TRP-Kandle gibt, die in der Kkram der glatten
GefalRmuskelzellen funktionelle Komplexe mit Kalidkanédlen, wie dem Gardos-
Kanal, dem K;1.1 bilden. Ein Calciumeinstrom durch diese Kangilgde dann zu
lokalen Calciumkonzentrationserhohungen am GardasaK fihren, deren weitere
Ausbreitung durch intrazellulare Calcium-Puffergysé um diesen Komplex herum
limitiert werden kdnnte. Somit kénnte die zytoschie Calciumkonzentration nahezu
konstant bleiben, wéhrend die lokale Erhéhung ddci@mkonzentration ausreichen
konnte um den calciumaktivierten Gardos-Kanal amdteren. Dessen Aktivierung
wirde zu einem Kaliumausstrom, einer Membranhygdargation und in Folge zur

Relaxation der GefalRmuskelzelle fuhren.

5.2 Myographische Messungen zu TRPAL
Mithilfe des selektiven TRPA1-Agonisten Allylisotdyanat (AITC) sollte die

Modulation des Gefal3tonus durch Aktivierung von ARRintersucht werden. Durch

56



Diskussion

Applikation von AITC zum Perfusat kam es ab Koneatwnen von 50uMol/L zu
konzentrationsabhangigen Vasodilatationen in deleisen Carotiden. Auch hierbei
wurde, um endothelunabhangige Vorgange zu unteesucas Endothel mechanisch
inaktiviert. Die vasodilatierende Wirkung von AlT@urde allerdings durch die
Endothelschadigung nur wenig beeinflusst, was déimieine direkte glattmuskulare
Wirkung von AITC spricht. Diese Befunde und Schfakgerungen widersprechen
allerdings der kirzlich von Earley et al. publizggr Arbeit (Earley, Gonzales et al.
2009). In dieser Arbeit wird eine ausschliel3licldahelvermittelte Vasodilatation
durch AITC in Hirnarterien der Ratte beschrieben. der Vermittlung dieser
Vasoreaktion wird die Beteiligung von endothelialealciumaktivierten Kalium-
Kanélen vermutet, in erster Linie demK3/SK-Kanal. Dessen Aktivierung sollte
zur Hyperpolarisation der Endothelzelle und der&Befuskulatur tber den EDHF-
Signalweg, und damit zur Relaxation des Gefal3esefilhEs soll jedoch darauf
hingewiesen werden, dass in der zitierten Studiearzwein ausschlie3lich
endothelmediierter Signalweg durch Aktivierung veardothelialen TRPA1-Kanélen
postuliert wurde, die Applikation des Agonisten AlTjedoch nie intraluminal,
sondern stets Uber das Bad erfolgte.

Es wurde auch beschrieben, dass Menthol in niedrigmikromolaren
Konzentrationen den TRPA1-Kanal aktivieren konrtaréshima, Damann et al.
2007). In der vorliegenden Arbeit konnten jedochstebei recht hohen
Konzentrationen von Menthol (100uMol/L und mehrjevante Vasodilatationen
beobachtet werden. Diese Ergebnisse sprechen daierfir eine Beteiligung von
TRPAL bei der vasodilatorischen Modulation des Geféus.

5.3 Patch-Clamp-Experimente zu TRPM8 und TRPA1l an AR5
Zellen

Um die offenbar glattmuskular vermittelten Effekteer TRPM8 und TRPA1l
Aktivatoren auf zellularer Ebene zu untersuchenden Patch-Clamp-Messungen an
der A7R5 Zelllinie durchgefiihrt, die sich von gattGefaRmuskelzellen der Ratte
ableitet. Diese Zellen boten unter physiologiscligektrolytkonstellationen einen
prominenten Einwartsstrom im Bereich von -30mV $80mV dar, der in seiner
Kinetik am ehesten dem glattmuskularen L-Typ Cafciganal entspricht. Nach
Applikation der TRPM8 und TRPA1 Aktivatoren zur Bdsling konnte bei allen
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Experimenten eine Reduktion dieses Stroms beolaskteen. Am ausgepragtesten
war diese Inhibition durch Menthol (1QMol/L), wodurch der Strom fast komplett
blockiert wurde. Es ist daher naheliegend zu veemutdass die verwendeten
Substanzen den L-Typ Calciumkanal blockiert habet so auf Ebene der glatten
Muskelzelle direkt relaxierend wirkten. Es konnteréits gezeigt werden, dass
Thymol, eine strukturell sehr &hnliche Substan¥amthol, ebenfalls L-Typ Calcium
Kanale in Myokardzellen inhibieren kann (Magyar,eS&ndrassy et al. 2002;
Szentandrassy, Szigeti et al. 2004). Desweitererdevischon beschrieben, dass
Menthol sowie auch Thymol in der Lage sind spansabfangige Natriumkanale in
erregbaren Zellen zu blockieren (Haeseler, Maus.2002). Auf diese Weise kann
sogar die Entstehung von Aktionspotentialen untexkir werden. Die Hemmung
dieser spannungsabhangigen Natriumkanédle als aesh spannungsabh&ngigen
Calciumkanals kénnte so auch die analgetische Tr&ilwg von Menthol erklaren.
Hinweise fur eine zusatzliche Stimulierung bzw.ilmion anderer Strdme konnte in
den untersuchten A7R5-Zellen nicht erhalten werd@ese Ergebnisse lassen sich
mit den myographischen Messungen vereinbaren. 8vbdchteten Vasodilatationen
konnten maoglicherweise durch Inhibition der glattkwiaren L-Typ Calciumkanale
erklart werden. Diese Beobachtungen legen dahenesher nicht TRP-vermittelten

Wirkmechanismus dieser Substanzen bei der Beesufhgsdes Gefal3tonus nahe.

5.4 Patch-Clamp-Experimente zu TRPM8 und TRPA1

an Endothelzellen

Die bislang diskutierten Experimente legen nahssdhe verwendeten TRPM8 und
TRPAL1 Aktivatoren eher Uber endothelunabhéngige Hdeismen vasodilatierend
wirken. Um eine mdgliche Beteiligung des Endothmsdiesen Gefalireaktionen auf
zellularer Ebene direkter zu bestimmen, wurden HR@lamp-Experimente an

isolierten Endothelzellen der Arteria carotis conmmswler Maus durchgefuhrt. Weder
durch den TRPA1 Agonisten AITC noch durch den petenTRPM8 Agonisten

Icilin konnten hier TRP-&hnliche Strome ausgelostrden. Menthol hingegen
induzierte einen kraftigen nichtgleichrichtendemo8t mit einem Umkehrpotential

von -80mV, was auf einen Kaliumstrom hinweist. Auiigd seiner Kinetik und der

Blockierbarkeit der dadurch bedingten Hyperpoldiisa durch die selektiven

Blockersubstanzen UCL (10nM) und Tram (100nM), siébbildung 26, ist zu
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vermuten, dass dieser Strom wahrscheinlich voniwralegulierten Kaliumkanélen
getragen wird. Es handelt sich dabei um Kanale, wahrscheinlich ab einer
intrazellularen Calciumkonzentration von tdber OMIglL aktiviert werden (Xia,
Fakler et al. 1998; Khanna, Chang et al. 1999)isEsorstellbar, dass Behandlung
der Endothelzellen mit Menthol zu einer Erhéhungr dmtrazellularen
Calciumkonzentration fuhrt. Um zu differenzierery das Calcium dabei durch
Kanale von extrazellular nach intrazellular einsttéoder ob die Applikation von
Menthol eher zu einer Entleerung intrazellularerdc@anspeicher fihrt, wurden
Experimente in calciumfreier Badlésung durchgefihAuch unter diesen
Bedingungen waren die Kaliumstréme noch existeefyngleich ihre Amplitude um
50% reduziert war. Da durch den potenten TRPM8valkarr Icilin keine derartigen
Strome ausgeldst werden, ist aus der Gesamtschdtrgigbnisse anzunehmen, dass
Menthol zu einer TRPM8-unabhéangigen Freisetzung@altium aus intrazellularen
Speichern fiihrte. Ahnliche Beobachtungen nach Apfibn von Menthol konnten
auch bereits fur andere Zellen gemacht werden (@&IahiOwsianik et al.
2007).

Menthol

1 Tram-34
o- /
U, [mV] . \\
10 UCL WW
20 4 \
230 4
50s
-40 h(
-50 4

Abbildung 26: Die durch Mentholapplikation ausgeldése Hyperpolarisation der
Endothelzelle wird durch UCL (10nM) und Tram-34 (10nM) aufgehoben.

59



Diskussion

5.5 Mentholinduzierte Hyperpolarisation der Endothdzellen

Neben der Darstellung der Aktivierung dieser cat@itivierten Kaliumkanéle in
isolierten Endothelzellen konnte ebenfalls beoketcwerden, dass Stimulierung der
Endothelzellen mit Menthol zu einer Hyperpolarisati dieser fuhrt. Diese
Hyperpolarisation konnte sowohl bei calciumhaltigeie auch bei calciumfreier
Extrazellularflissigkeit beobachtet werden. Dertliobie Verlauf und die Kinetik
dieser Hyperpolarisation lassen vermuten, dass diés Folge der Aktivierung der
calciumaktivierten Kaliumkanale entsteht. Auch Ateholin induziert in der
Endothelzelle eine intrazellulare Calciumfreisegunit nachfolgender Aktivierung
calciumaktivierter Kaliumkanale, die dann zu einétyperpolarisation der
Endothelzelle fuhrt (Carter and Ogden 1994). Im &Beérband wird diese
Hyperpolarisation nach der Hypothese des EDHF (Bap-junctions an die
benachbarten GefalBmuskelzellen weitergegeben. wgMphenexperimenten fuhrte
Acetylcholin so zu einer relativ raschen und auss@hch endothelvermittelten
GefalRdilatation. Die Gefalidilatation auf Menthobelgen war eher trage und nach
Endothelinaktivierung kaum gemindert. Warum es &lgo, trotz der Aktivierung der
calciumaktivierten Kaliumkanale und der darauffolden Hyperpolarisation nicht zu

einer Gefaldilatation im Sinne des EDHF-Prinzipsmikd, bleibt unklar.
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6. Zusammenfassung

Es konnte gezeigt werden, dass eine intraluminaldikation des TRPA1-Aktivators
AITC, sowie der TRPM8-Aktivatoren Menthol und ldilizu einer Vasodilatation
isolierter Carotisarterien der Maus fuhrt. Dieséelde sind weitgehend unabhangig
von einer intakten Endothelfunktion. Patch-Clampddsuchungen an einer
glattmuskularen Zelllinie zeigten, dass die TRPAid urRPM8 Aktivatoren mit
grofRer Wahrscheinlichkeit den L-Typ Calciumkanaidiieren.
Patch-Clamp-Untersuchungen an isolierten Endothetzeaus der Mauscarotis
zeigten, dass Menthol, nicht aber Icilin und AIT@hs wahrscheinlich einen
calciumaktivierten Kaliumstrom induzieren, der durceine intrazellulare
Calciumfreisetzung ausgeldst wird. Die dabei atdtrde Endothelhyperpolarisation
tragt jedoch nicht nennenswert zur vasodilatorisderkung von Menthol bei.

Die bereits in der Literatur beschriebenen vastdienden Wirkungen der TRP-
Aktivatoren AITC, Menthol sowie Icilin sind dahemrscheinlich auf Hemmung der
L-Typ Calciumkanédle in den glatten Muskelzellen Gmkzufihren. So bleibt
schlie3lich die Beteiligung von endothelialen TRPM& TRPAL1 Kanalen bei der
Regulation des Gefaldtonus fraglich, wenn nicht sagwahrscheinlich.
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