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Einleitung 
 
 

1. Einleitung 

1.1. Bildung endothelialer Autakoide 
Das dem Gefäßlumen zugewandte Endothel bildet als einlagige Zellschicht eine 

permeable Grenzmembran, die das intravaskuläre Kompartiment von den Geweben 

und Organen des gesamten Körpers trennt. Dabei dient es nicht nur als 

physikalische Barriere zur Trennung von Blut und Gewebe, sondern stellt ein 

eigenständiges, stark differenziertes und metabolisch hochaktives Organ dar (Busse 

& Fleming 1993). Neben der Funktion im Rahmen des Stofftransportes zählen die 

Hemmung der Thrombozyten- und Leukozytenadhäsion an die luminale 

Gefäßoberfläche und die Kontrolle der endothelialen Permeabilität zu den weiteren 

Aufgaben des Endothels. Darüber hinaus initiiert das Endothel die Angiogenese 

durch die Regulation der Proliferation und Migration vaskulärer Zellen und kontrolliert 

den Gefäßtonus durch die Regulierung des Kontraktionszustandes der glatten 

Gefäßmuskulatur (Moncada et al. 1991; Fleming & Busse 1995).   

Diese Funktionen werden hauptsächlich durch die Bildung und Freisetzung 

endothelialer Autakoide vermittelt und reguliert. Die endothelialen Autakoide stellen 

eine Gruppe chemisch heterogener, vornehmlich kurzlebiger Substanzen dar, die 

durch auto- und parakrine Mechanismen vasoaktiv wirksam sind.  Zu den Autakoiden 

zählen Stickstoffmonoxid (NO), Prostacyclin (PGI2), EDHF, Endothelin-1, 

Thromboxan A2, Prostaglandin H2 (PGH2) sowie reaktive Sauerstoffspezies (ROS) 

(Furchgott & Vanhoutte 1989; Fleming et al. 1996). Verschiedene externe Stimuli 

beeinflussen die Bildung und Freisetzung von Autakoiden durch die Endothelzellen. 

Hierzu zählen von autonomen Nerven freigesetzte Neurotransmitter, 

Gewebemetabolite,  zirkulierende vasoaktive Substanzen, wie z.B. Acetylcholin, 

Adenosintriphosphat (ATP) und Bradykinin sowie hämodynamische Kräfte wie die 

Schubspannung an der luminalen Endothelzelloberfläche (durch das strömende Blut) 

sowie die pulsatile Dehnung der Gefäßwand durch die Pulswelle. 
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1.2. Regulation des Gefäßtonus durch endotheliale Autakoide  
Zu den am besten charakterisierten Autakoiden zählen Stickstoffmonoxid (NO) und 

Prostacyclin (PGI2) sowie das Peptid Endothelin.  Durch die Bildung und Freisetzung 

dieser Substanzen, reguliert das Endothel den Kontraktionszustand der glatten 

Muskulatur und kontrolliert so den Gefäßtonus (Abb.1). Dabei wirkt Endothelin 

vasokonstriktorisch, während NO und PGI2 potente Vasodilatatoren darstellen. 

Neben NO und PGI2 existiert ein drittes endotheliales Autakoid, das ebenfalls eine 

endothelabhängige Relaxation hervorruft. Die Existenz dieses Faktors wurde 

abgeleitet von der Beobachtung, dass ein erheblicher Teil der endothelvermittelten 

Vasodilatation, wie er nach Stimulation mit rezeptorabhängigen Agonisten oder 

Steigerungen des Blutflusses beobachtet werden kann, nicht durch Inhibitoren der 

NO-Synthase (NOS) und der Cyclooxygenase (COX), die für die Produktion von NO 

und PGI2 verantwortlich sind, zu hemmen ist (Garland & McPherson 1992; Nagao et 

al. 1992). Aufgrund dieses Sachverhalts wurde die Existenz einer NO/PGI2-

unabhängigen Komponente der endothelabhängigen Relaxation, die durch einen 

weiteren endothelialen Faktor hervorgerufen wird, postuliert. Dabei ist die NO/PGI2-

unabhängige Dilatation vor allem für die Mikrozirkulation von Bedeutung, so z.B. in 

menschlichen subkutanen Widerstandsgefäßen, in denen die Inhibition der NO-und 

PGI2-Synthase nur zu einer 20%igen Verminderung der Acetylcholin-vermittelten 

Gefäßrelaxation führt (Coats et al. 2001). Im Gegensatz dazu kann die NOS/COX-

insensitive Relaxation in Arterien in denen NO als Vasodilatator dominiert, wie z.B. in 

der Rattenaorta oder in Schweinekoronararterien, erst nach Hemmung der 

endothelialen NO-Synthase (eNOS) erfasst werden. 

Da diese NO/PGI2-unabhängige Vasodilatation einerseits endothelabhängig ist und 

ihr andererseits eine Hyperpolarisation der vaskulären glatten Muskelzellen 

vorausgeht, gab man dem unbekannten Faktor, der dieses Phänomen verursacht, 

den Namen „endothelabhängiger hyperpolarisierender Faktor“ (endothelium-derived-

hyperpolarizing factor, EDHF) (Quilley & McGiff 2000; McGuire et al. 2001; Busse et 

al. 2002). Demzufolge ist der EDHF per Definition eine Substanz, die vom Endothel 

gebildet wird und eine Hyperpolarisation der vaskulären glatten Muskelzellen 

hervorruft, die wiederum in einer Relaxation mündet (Abb.1). Ursprünglich wurde 

dabei die Hyperpolarisation der glatten Muskelzellen auf eine Freisetzung des EDHF 

aus den Endothelzellen, welcher dann zu den glatten Muskelzellen diffundiert, um 
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dort calciumabhängige Kaliumkanäle zu aktivieren, zurückgeführt (Taylor et al. 1988; 

Chen et al. 1988; Chen & Suzuki 1989). Allerdings zeigen neuere Studien, dass das 

charakteristische Merkmal EDHF-vermittelter Antworten ist, dass sie aufgehoben 

werden durch eine Kombination der Toxine Apamin und Charybdotoxin (Zygmunt & 

Högestätt 1996; Corriu et al. 1996). Dabei ist Apamin ein spezifischer Hemmer 

claciumabhängiger Kaliumkanäle mit kleiner Leitfähigkeit (SKCa), während 

Charybdotoxin ein nicht-selektiver Inhibitor calciumabhängiger Kaliumkanäle mit 

mittlerer (IKCa) und großer Leitfähigkeit (BKCa) sowie einiger spannungsabhängiger 

Kaliumkanäle ist. Im Gegensatz dazu nimmt Iberiotoxin, als ein spezifischer Inhibitor 

von BKCa, keinen Einfluss auf die EDHF-Wirkung (Zygmunt & Högestätt 1996; 

Chataigneau et al. 1998). 

SkCa und IkCa werden nur in Endothelzellen exprimiert, nicht aber in glatten 

Muskelzellen (Marchenko & Sage 1996; Cai et al. 1998; Burnham et al. 2002). Im 

Gegensatz dazu werden BKCa in der Regel nicht in nativen Endothelzellen, wohl aber 

in der glatten Muskulatur und nach einiger Zeit der Kultivierung auch in 

Endothelzellen exprimiert. Hieraus ergibt sich, dass der initiale Schritt der EDHF-

vermittelten Relaxation die Hyperpolarisation des Endothels infolge einer Aktivierung 

endothelialer SKCa und IKCa und nicht der glatten Muskulatur ist (Garland et al. 1995; 

Zygmunt & Högestätt 1996). Diese Hyperpolarisation wird dann sekundär über 

myoendotheliale Verbindungen (gap-junctions) auf die glatte Gefäßmuskulatur 

übertragen, wo sie zu einer Verminderung der „Offen-Wahrscheinlichkeit“ der 

spannungsabhängigen Calciumkanäle, einer Abnahme der [Ca2+]i, und damit 

schließlich zur Relaxation führt. 
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Abb.1: Schematische Darstellung der Synthese der drei wichtigsten vasodilatorisch wirksamen 
endothelialen Autakoide. ER: Endoplasmatisches Retikulum, R: Rezeptor; Ca2+: Calcium; Ca2+-
Cam: Calcium-Calmodulin; eNOS: Endotheliale NO-Synthase; COX: Cyclooxygenase; AA: 
Arachidonsäure; NO: Stickstoffmonoxid; PGI2: Prostacyclin; EDHF: Endothelium-derived 
hyperpolarizing factor; L-Arg: L-Arginin,  AC: Adenylatcyclase; SGC: Guanylylzyklase; cAMP: 
zyklisches Adenosinmonophosphat; cGMP: zyklisches Guanosinmonophosphat 

In den vergangenen Jahren wurden viele Untersuchungen mit dem Ziel, die 

chemische Identität des EDHF aufzuklären, durchgeführt. Dabei wurde deutlich, dass 

die pharmakologischen Eigenschaften der NO/PGI2-unabhängigen, 

endothelabhängigen Hyperpolarisation von Gefäßbett zu Gefäßbett sowie von 

Spezies zu Spezies differieren. Heute ist allgemein anerkannt, dass das Phänomen 

der endothelvermittelten Hyperpolarisation nicht durch die Existenz eines einzigen 

Faktors erklärt werden kann, sondern dass das Akronym EDHF vielmehr mehrere 

Faktoren umfasst. So wurden in den letzten Jahren in den verschiedenen Spezies 

und Gefäßgebieten eine Reihe von Faktoren als EDHF klassifiziert, zu diesen zählen 

unter anderem K+, H2O2, Anandamid  und Epoxyeicosatriensäuren (EET), wobei 

letztere durch Cytochrom P450- (CYP-) Epoxygenasen aus Arachidonsäure gebildet 

werden (s. unten). 
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1.2.1. Ist EDHF ein EET? 
EET wurden unter anderem in Koronarendothelzellen verschiedener Spezies 

nachgewiesen (Rosolowsky & Campbell 1996; Fisslthaler et al. 1999) und lösen an 

isolierten Koronararterien, sowie an Gefäßen anderer Organe eine Hyperpolarisation 

und Relaxation der glatten Muskulatur aus (Rosolowsky et al. 1990; Rosolowsky & 

Campbell 1993; Campbell et al. 1996; Zou et al. 1996a; Fisslthaler et al. 1999). Der 

Nachweis der Funktion von EET als EDHF wurde ursprünglich nur aufgrund 

pharmakologischer Studien erbracht, in denen CYP-Inhibitoren wie Clotrimazol, 

Miconazol und 17-Oktadekansäure (17-ODYA) die EDHF-vermittelte 

Hyperpolarisation und Relaxation in verschiedenen Gefäßpräparationen deutlich 

abschwächte (Hecker et al. 1994; Campbell et al. 1996; Vandevoorde & Vanheel 

1997; Widmann et al. 1998; Nishikawa et al. 1999). Die Aussagekraft dieser 

Experimente wurde aber durch die mangelnde Selektivität dieser Inhibitoren 

gegenüber den einzelnen CYP-Isoformen, von denen über 300 bekannt sind, 

eingeschränkt. Eine weitere wesentliche Einschränkung bestand darin, dass diese 

Substanzen neben ihrem inhibitorischen Einfluß auf die verschiedenen CYP-Enzyme 

auch unspezifisch die Aktivität von K+-Kanälen beeinflussen, dem wichtigsten 

Zielmolekül der EDHF-vermittelten Relaxation.  

Allerdings wurden die begründeten Zweifel an einer EET-vermittelten 

Gefäßrelaxation durch Studien, die auf der Verwendung selektiver Methoden, wie 

einer gezielten Expressionsverminderung des CYP 2C-Proteins, basieren, 

ausgeräumt (Fisslthaler et al. 1999; Bolz et al. 2000; Gauthier et al. 2002a; Gauthier 

et al. 2005). Trotz des glaubwürdigen Nachweises einer EET-vermittelten 

Gefäßrelaxation, den diese Studien lieferten, wurde daran gezweifelt, dass EET ihre 

relaxierenden Effekte im Sinne eines EDHF auslösen. Dies liegt darin begründet, 

dass als der initiale Schritt der EDHF- vermittelten Relaxation die Hyperpolarisation 

des Endothels und nicht der glatten Muskulatur definiert ist. Dabei tritt die 

Hyperpolarisation des Endothels infolge einer Aktivierung endothelialer SKca und IKca 

auf. Genau diese Tatsache wurde lange Zeit als Argument gegen eine Anerkennung 

von EET als EDHF angeführt, denn ursprünglich wurde angenommen, dass EET 

zwar in Endothelzellen generiert, dann aber aus ihnen freigesetzt werden, um zu den 

benachbarten glatten Muskelzellen zu diffundieren, wo sie über eine Aktivierung 

calciumabhängiger Kaliumkanäle mit hoher Leitfähigkeit (BKCa) zu einer 
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Hyperpolarisation führen. Diese Hypothese basiert auf Studien in denen gezeigt 

wurde, dass exogen auf Arterien applizierte EET lediglich zu einer Hyperpolarisation 

der glatten Muskulatur, über eine Aktivierung von BKCa führen, das Membranpotenial 

der Endothelzellen aber nicht beeinflussen (Campbell et al. 1996). Spätere Studien 

an kultivierten Endothelzellen zeigten jedoch, dass exogen applizierte EET in der 

Lage sind auch diese Zellen zu hyperpolarisieren, über eine Aktivierung von BKCa 

(Baron et al. 1997), deren Expression aber erst während der Kultivierung auftritt 

(Gauthier et al. 2002b; LeDoux et al. 2006). Dieser scheinbare Widerspruch 

zwischen der Wirkungsweise der EET und der Wirkungsweise des EDHF wird als 

wesentliches Argument gegen eine Klassifikation von EET als klassisches EDHF 

angeführt. 

 

1.3. Bedeutung des Calciums für die endotheliale Autakoid- 
Synthese 
Die Kontrolle der Permeabilität sowie des Gefäßtonus sind nur zwei in einer Reihe 

von Funktionen die das Endothel erfüllt (s.o.), welche durch die gezielte Bildung und 

Freisetzung von Autakoiden vermittelt und reguliert werden. Dabei spielt die 

kontrollierte Erhöhung der intrazellulären Konzentration freien Calciums ([Ca2+]i) eine 

Schlüsselrolle in der Synthese und Sekretion der Autakoide NO, PGI2 und EDHF 

(Fleming et al. 1997). Darüber hinaus ist die [Ca2+]i über ihre Beteiligung an der 

Synthese und der Freisetzung des „von Willebrand Faktors“ (vWF), des „Platelet 

Activating Factor“, des „Tissue Factor Pathway Inhibitor“ sowie des „Tissue 

Plasminogen Activator“ an der Regulation der Blutgerinnung beteiligt. Nicht zuletzt ist 

die Calcium-Homöostase beteiligt an der Sekretion von Wachstumsfaktoren wie dem 

„Platelet-derived Growth Factor“ und dem „Transforming Growth Factor β“. 

Als zentraler Botenstoff, der zu der Synthese und Sekretion dieser und weiterer 

Faktoren führt, ist die [Ca2+]i  der Endothelzellen in entscheidendem Maße an der 

Ausbildung der vaskulären Homöostase beteiligt (Kohn et al. 1995; Wiecha et al. 

1998; Moore et al. 1998). Die Erhöhung der [Ca2+]i erfolgt entweder durch die 

Freisetzung aus intrazellulären Speichern oder durch einen Calciumeinstrom aus 

dem Extrazellulärraum. Das Modell des „speicherabhängigen“ oder „kapazitiven“ 

Calciumeinstroms verbindet diese beiden Prozesse miteinander. Dabei stellt der 

kapazitive Calciumeinstrom in Endothelzellen, wie in allen nichterregbaren Zellen, 
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den wichtigsten Einstrommechanismus für extrazelluläres Calcium in die Zelle dar 

(Putney 1990). Der Signalweg der schließlich zum kapazitiven Calciumeinstrom führt, 

wird initiiert durch die Stimulation G-Protein-gekoppelter Rezeptoren (im Falle von 

Bradykinin, Acetylcholin etc.) bzw. Rezeptor-Tyrosinkinasen (im Falle von 

Wachstumsfaktoren), was in der Aktivierung der Phospholipase C β (PLCβ) bzw. γ 

(PLCγ) resultiert. Die aktivierte Phospholipase spaltet daraufhin Phosphatidyl-

inositol-4,5-bisphosphat der Plasmamembran in Diacylglycerin (DAG) und Inosit-

1,4,5-trisphosphat (IP3). IP3 bewirkt durch Bindung an den IP3-Rezeptor (IP3R) des 

Endoplasmatischen Retikulums (ER), der ein ligandengesteuerter Calciumkanal ist, 

eine Calciumfreisetzung aus dem ER. Als Folge der Entleerung des ER werden die 

speichervermittelt-regulierten Kanäle („store-operated channels“, SOC) der 

Plasmamembran geöffnet, der folgende Calciumeinstrom wird als 

speicherabhängiger oder kapazitiver Calciumeinstrom bezeichnet (Abb.2). 

Bis heute sind die molekularen Grundlagen des kapazitiven Calciumeinstroms, 

sowohl bezüglich der Identität der zugrunde liegenden Ionenkanäle als auch 

hinsichtlich des Aktivierungsmechanismus dieser Kanäle, weitgehend ungeklärt 

(Rosado et al. 2005; Putney, Jr. 2005). Eine Hypothese besagt, dass die SOC der 

Plasmamembran direkt mit den IP3R des ER interagieren. Im Falle der Entleerung 

des ER kommt es zu einer Konformationsänderung des IP3-Rezeptors, welche 

unmittelbar auf den SOC übertragen wird und in einem Calciumeinstrom in die Zelle 

resultiert (Delmas et al. 2002; Vazquez et al. 2004). Darüberhinaus gibt es 

Veröffentlichungen, die den kapazitiven Calciumeinstrom dadurch erklären, dass es 

infolge der Entleerung des ER zu einer Fusion von cytosolischen Vesikeln mit der 

Plasmamembran kommt. Die Vesikel enthalten in ihrer Membran SOC, und erhöhen 

so die Dichte der Kanäle an der Zellmembran, was zu einem verstärkten 

Calciumeinstrom in die Zelle führt (Singh et al. 2004; Cayouette et al. 2004). 

 
 
 
 
 
 

 

 9



Einleitung 
 
 

 

IP3CIF
Ca2+

R
G PLC

Agonist

SOC

IP3R

ER

Ca2+

Ca2+

IP3R

IP3

Ca2+

R
G PLC

ER

Agonist

SOC

SOC

SOC

SOC Ca2+

Ca2+
IP3R IP3R

  

A B

R
G PLC

Agonist

SOC

IP3

IP3R

IP3R

Ca2+

Ca2+ ER

 
C

Abb.2: Modelle des kapazitiven Calciumeinstroms. A, die Entleerung des ER führt zur Freisetzung 
eines Calcium Influx Factor (CIF), welcher die store-operated channels (SOC) der Plasmamembran 
aktiviert. B, infolge der Entleerung des ER kommt es zur Fusion von Vesikeln, die SOC enthalten, mit 
der Zellmembran. C, eine direkte Interaktion zwischen IP3R und SOC resultiert in dessen Öffnung. R: 
Rezeptor, G: heterotrimeres G-Protein, PLC: Phospholipase C, ER: Endoplasmatisches Retikulum, 
IP3: Inosit-1,4,5-triphosphat, IP3R: IP3-Rezeptor 

Nicht zuletzt wird die Existenz eines Faktors („Calcium Influx Factor“, CIF) postuliert, 

der infolge der Speicherentleerung synthetisiert bzw. aktiviert wird und dann als 

second messenger die SOC der Plasmamembran aktiviert (Rosado et al. 2005). Die 

genaue Identität dieses Faktors konnte bis heute nicht entschlüsselt werden, wobei 

neben anderen auch EET als CIF diskutiert werden.  
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1.3.1. Die Familie der TRP-Kanäle 
Die Kanäle der TRP-Familie stellen nicht-selektive Kationenkanäle dar und gehören 

zu den wichtigsten Calcium-permeablen Kanälen des Endothels. Die Bezeichnung 

„TRP“ (transient receptor potential) leitet sich von einer Mutante der Fruchtfliege 

Drosophila melanogaster ab, die im Elektroretinogramm nach Lichtexposition im 

Gegensatz zum Wildtyp nur eine transiente Depolarisation zeigt (Pak et al. 1970).  

Bis heute wurden bei Säugetieren insgesamt 28 TRP-Kanal-Isoformen identifiziert, 

die sechs Unterfamilien zugeordnet wurden. Die Unterfamilien wurden als TRPC 

(„classical” oder „canonical” TRP-Kanäle), TRPV (Vanilloidrezeptor-verwandt), TRPM 

(Melastatin-ähnlich), TRPP (PKD; „polycystic kidney disease”), TRPML (MLN; 

Mukolipidin) und TRPA (ANKTM1; „ankyrin-like with transmembrane domain 1”) 

bezeichnet. Endothelzellen exprimieren mindestens 19 der 28 Kanäle, dazu gehören 

der TRPV1,2 und 4, der TRPP1 sowie sämtliche Mitglieder der TRPC- sowie TRPM-

Unterfamilien, außer dem TRPM7.   

Nachdem ursprünglich nahezu alle TRP-Kanäle als speicheroperiert galten, werden 

heute vor allem die Mitglieder der TRPC-Unterfamilie als solche diskutiert. Dabei wird 

die These, dass TRPC-Kanäle als SOC fungieren durch zahlreiche Studien belegt. 

So ist der Acetylcholin-induzierte Calciumeinstrom in Endothelzellen der Aorta von 

TRPC4-defizienten Mäusen signifikant reduziert und auch der Thrombin-vermittelte 

Calciumeinstrom in den Endothelzellen der Lungenarterien dieser Tiere ist 

vermindert (Freichel et al. 2001; Tiruppathi et al. 2002). Darüberhinaus zeigen gleich 

mehrere Studien, dass die gezielte Hemmung der TRPC1- bzw. TRPC3- Expression 

zu einer Reduktion des kapazitiven Calciumeinstroms führt (Wu et al. 2000; Liu et al. 

2000; Brough et al. 2001). 

 

1.3.2. Ist CIF ein EET? 
Bereits Mitte der 80-iger Jahre wurden erste Untersuchungen an Zellen der 

Hypophyse publiziert, die belegen, dass EET in der Lage sind die [Ca2+]i nicht-

erregbarer Zellen zu beeinflussen (Snyder et al. 1986). Bis heute wurden zahlreiche 

weitere Studien veröffentlicht, die eine Modulation des Calciumsignallings 

verschiedenster Zelltypen, wie Thrombozyten, Fibroblasten, glatten Muskelzellen, 

Endothelzellen etc., durch EET belegen (Alvarez et al. 1991; Alonso et al. 1991; 
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Sargeant et al. 1992; Alonso-Torre et al. 1993; Fang et al. 1999). Trotz dieser 

Veröffentlichungen kamen immer wieder Zweifel bezüglich des Einflusses von EET 

auf das Calciumsignalling auf. Dies liegt zum einen darin begründet, dass ein 

Großteil der Studien auf der Verwendung unspezifischer CYP-Inhibitoren basiert. 

Diese Substanzen inhibieren neben den verschiedenen CYP P450- Enzymen auch 

KCa (Alvarez et al. 1992). Eine Hemmung von KCa nimmt aber immer auch negativen 

Einfluss auf den kapazitiven Calciumeinstrom (Lückhoff & Busse 1990b). 

Zum anderen wurde die Aussagekraft der Veröffentlichungen dadurch eingeschränkt, 

dass Zellen verwendet wurden, die keine oder nur in geringem Maße eine CYP-

Epoxygenase exprimieren. Dies ist darauf zurückzuführen, dass die Autoren vieler 

Studien nicht beachteten, dass Endothelzellen zwar in situ das CYP 2C-Protein 

exprimieren (Fisslthaler et al. 1999), die Expression mit Beginn der Kultivierung aber 

so rapide sinkt, dass nach 24-stündiger Kultivierung nur noch geringe Mengen von 

CYP 2C zu detektieren sind. Die wenigen Studien, die diesen Sachverhalt 

berücksichtigten, basieren nicht auf einem Überexpressionssystem, sondern auf der 

pharamkologischen Induktion der CYP-Expression, wodurch unspezifische Effekte 

natürlich nicht ausgeschlossen werden können.  

Im Ganzen lassen die vorliegenden Studien es als möglich erscheinen, dass EET als 

CIF fungieren, eine klare Aussage kann aber anhand dieser Veröffentlichungen nicht 

getroffen werden.  

 

1.4. Cytochrom P450 Enzyme 
Bei den Cytochrom P450- (CYP-) Enzymen handelt es sich um eine Gruppe von 

membrangebundenen Enzymen, die gemeinsam als Monooxygenasen bezeichnet 

werden. Sie sind gekennzeichnet dadurch, dass sie ein Sauerstoffatom aus dem 

molekularen Sauerstoff auf ihr Substrat übertragen, während das andere zu Wasser 

reduziert wird. Einige CYP-Enzyme benötigen jedoch keinen molekularen Sauerstoff, 

da sie die intramolekulare Umlagerung von Sauerstoffatomen ihres Substrates in 

Form einer Peroxidasereaktion katalysieren. CYP-Enzyme enthalten Häm-Gruppen 

und sind Teil eines Multienzymkomplexes, der zusätzlich aus einer NADPH-

Cytochrom P450-Reduktase und Cytochrom b5 besteht. Diese CYP-Enzyme 

oxidieren, peroxidieren und/oder reduzieren Cholesterin, Vitamine, Steroide, 
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Xenobiotika und viele andere pharmakologische Substanzen in Sauerstoff- und 

NADPH-abhängiger Weise (Abb.3; (Nelson et al. 1996). 
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Abb.3: Der Reaktionszyklus der Cytochrom P450 Enzyme. Zu Beginn der Reaktion bindet das 
Substrat (R) an das aktive Zentrum nahe dem 3-wertigen Eisenion der zentralen Häm-Gruppe (1). 
Das Eisenion wird durch Übertragung eines Elektrons von der Cytochrom P450 NADPH-Reduktase 
zum Fe2+ reduziert (2), damit es anschließend durch Anlagerung molekularen Sauerstoffs wieder 
oxidiert werden kann (3). Bei diesem Schritt kann es zur Bildung von Superoxidanionen kommen (3a); 
danach kann der Zyklus wieder mit Reduktion des zentralen Eisenions beginnen. Kommt es zur 
Substratoxygenierung wird die Dioxygenbindung durch die Aufnahme eines zweiten Elektrons von der 
Reduktase (4) instabil und ein Sauerstoffatom wird in Form von Wasser abgespalten (5). Auch bei 
diesem Schritt können alternativ Radikale, in diesem Fall Wasserstoffperoxid, generiert werden (4a). 
Nach Abspaltung des Wassers kommt es über eine Reihe sehr instabiler Zwischenprodukte (5-7) zur 
Abspaltung des oxidierten Substrates (8). Peroxide als Substrat können in einer Art 
Kurzschlußreaktion auch in Abwesenheit von Reduktionsäquivalenten oder molekularem Sauerstoff 
durch CYP-Enzyme hydroxyliert werden (9) (nach (Davydov 2001). 

Seit der Entdeckung der CYP-Enzyme Anfang der 60er Jahre wurden sie in großer 

Anzahl und Vielfalt beschrieben und aufgrund der Homologie ihrer 

Nukleinsäuresequenz in Familien und Unterfamilien eingeteilt. Ab einer Homologie 

von 40% werden die Enzyme einer Familie zugeordnet, die mit einer arabischen 

Ziffer bezeichnet wird. Ab 55% Homologie werden die Enzyme in dieselbe 

Unterfamilie, die durch Buchstaben gekennzeichnet wird, eingeordnet. Die 

Nomenklatur sieht vor, dass an den Stamm „CYP“ mit der ersten Ziffer die Enzyme 

einer Familie bezeichnet werden, danach mit einem Buchstaben die Unterfamilie, 

und schließlich mit einer weiteren Ziffer das einzelne Enzym klassifiziert wird (Coon 
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et al. 1992). Alle Cytochrom P450 Enzyme enthalten am N-Terminus eine nicht 

abspaltbare, hydrophobe Sequenz, mit der sie in der Membran verankert sind. Der 

Rest befindet sich auf der cytoplasmatischen Seite des ER. Gleichzeitig stehen diese 

Enzyme mit der NADPH-Cytochrom P450 Reduktase in der Membran in Kontakt, die 

ebenfalls der cytoplasmatischen Seite zugekehrt ist. Einige CYP-Isoformen zeigen 

eine hohe Substratspezifität, die Mehrzahl ist aber in der Lage, eine ganze Reihe 

chemischer Reaktionen an unterschiedlichen biologischen und synthetischen 

Substanzen zu katalysieren. 

Da viele CYP-Enzyme in der Lage sind, Arachidonsäure zu metabolisieren, spielen 

sie neben Cyclooxygenasen und Lipoxygenasen eine wichtige Rolle bei der Bildung 

biologisch aktiver Metabolite dieser Fettsäure (Capdevila et al. 1981; Oliw et al. 

1981; Schwartzman et al. 1985). Die Mehrzahl der CYP-Enzyme wird in der Leber 

exprimiert, wo sie an der Metabolisierung von pharmakologischen Substanzen und 

anderen chemischen Fremdstoffen beteiligt sind. Verschiedene Studien haben 

gezeigt, dass eine Reihe von CYP-Enzymen auch im extrahepatischen Gewebe 

exprimiert werden und dort endogene Substrate wie Vitamine, Steroide und 

Fettsäuren, einschließlich der Arachidonsäure, metabolisieren.  

Zu den CYP-Enzymen, die wichtige Rollen im Gefäßsystem einnehmen, zählen 

Arachidonsäure-metabolisierende Epoxygenasen der Genfamilie 2, von denen die 

CYP 2B, 2C und 2J Unterfamilien im Endothel exprimiert werden (Fisslthaler et al. 

1999; Node et al. 1999) sowie die ω-Hydroxylasen der 4A Familie, die überwiegend 

in der glatten Muskulatur vorkommen. 

 

1.4.1. Cytochrom P450-abhängige Arachidonsäuremetabolite 
CYP-Epoxygenasen bilden aus Arachidonsäure eine Reihe regio- und 

stereospezifischer Epoxide (5,6-;8,9-;11,12- und 14,15-Epoxyeicosatriensäuren, 

EET), wobei das Verhältnis der gebildeten EET-Isomere von der jeweiligen CYP-

Isoform abhängt. So bildet das endotheliale CYP 2C9 14,15-EET, 11,12-EET und 

8,9-EET im Verhältnis 2,3:1,0:0,5; im Gegensatz dazu generiert CYP 2C8 trotz mehr 

als 80%-iger Homologie zu CYP 2C9 die Regioisomere 11,12-EET und 14,15-EET in 

einem Verhältnis von 1,3:1,0, aber kaum 8,9-EET (Daikh et al. 1994). Im Gegensatz 

zu den Epoxygenasen metabolisieren ω-Hydroxylasen Arachidonsäure subterminal 
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und ω-terminal zu Hydroxyeicosatetraensäuren (HETE; Abb.4) (Guengerich 1995). 

Des weiteren existieren auch einige Enzyme, z.B. CYP 4A2 und 4A3 der Ratte, die 

sowohl 11,12-EET als auch 20-HETE generieren (Nguyen et al. 1999). 

 

 

Abb.4: Arachidonsäuremetabolismus durch Cytochrom P450 Monooxygenasen führt zur 
Bildung von Epoxyeicosatriensäuren und Hydroxyeicosatetraensäuren (nach (Fleming 2001). 

 

Nach ihrer Synthese stehen den EET zwei Wege offen, zum einen können sie in 

Phospholipide, insbesondere Phosphatidylcholin- und Phosphatidylinositol-

Phospholipide, inkorporiert werden (Capdevila et al. 1987; Karara et al. 1991; 

VanRollins et al. 1996). Obwohl die physiologische Bedeutung dieses Prozesses 

noch geklärt werden muss, deuten einige Beobachtungen daraufhin, dass diese 

Lipide einen intrazellulären Speicher für EET darstellen, aus dem sie wieder 

freigesetzt werden können (Weintraub et al. 1997). Zum anderen können EET zu 

verschiedenen Produkten abgebaut werden. Dabei stellt für alle EET-Regioisomere, 

außer dem 5,6-Regioisomer, der Abbau über Epoxidhydrolasen (s.u.) den 

hauptsächlichen Metabolisierungsweg dar (Zeldin et al. 1993). Epoxidhydrolasen, die 

als mikrosomale (mEH) und als lösliche (sEH) Enzyme vorkommen, katalysieren die 

Umwandlung des jeweiligen EET-Regioisomers zur korrespondierenden 
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Dihydroxyeicosatriensäure (DHET). Im Gegensatz zu den anderen EET-

Regiosiomeren werden 5,6-EET hauptsächlich durch die Cyclooxygenase 

metabolisiert (Chacos et al. 1983; Oliw 1984). 

Lange Zeit galten DHET als biologisch inaktive Abbauprodukte (VanRollins et al. 

1993), allerdings konnte mittlerweile gezeigt werden, dass sie bereits in sehr 

geringen Konzentrationen in Koronararterien unterschiedlicher Spezies relaxierend 

wirken (Fang et al. 1997; Oltman et al. 1998; Larsen et al. 2005). Des weiteren 

aktivieren DHET selektiv den Peroxisomen-Proliferator aktivierten Rezeptor α 

(PPARα; Fang et al. 2005).  

Im Falle einer Inhibition der sEH und somit des EET-Hauptabbauweges, werden EET 

in kürzerkettige (durch β-Oxidation) bzw. längerkettige (durch C2-Anlagerung) 

Produkte umgewandelt, die ihrerseits weiter metabolisiert werden können (Fang et 

al. 2001). Aufgrund der Tatsache, dass diese alternative Metabolisierung nicht sehr 

effizient ist, wird der Ausfall der sEH durch sie nicht kompensiert. Aus diesem Grund 

zeigen z.B. sEH-Knockout-Mäuse erhöhte EET-Spiegel (Sinal et al. 2000). 

Neben der Produktion von vasoaktiven Arachidonsäuremetaboliten sind die CYP- 

Epoxygenasen eine biologisch relevante Quelle von Superoxidanionen, 

Wasserstoffperoxid und Hydroxylradikalen (Bondy & Naderi 1994; Puntarulo & 

Cederbaum 1998; Fleming et al. 2001). Diese Sauerstoffradikale entstehen während 

des CYP-Reaktionszyklus, wenn Elektronen für die Reduktion des zentralen 

Eisenatoms des Häms zum gebundenen, aktivierten Sauerstoffmolekül transferiert 

werden (Abb.3). Das Ausmaß der Radikalbildung differiert zwischen den einzelnen 

Isoformen; CYP 3A4 bildet in Mikrosomen z.B. wesentlich mehr Sauerstoffradikale 

als CYP1A2 oder 2B6 (Puntarulo & Cederbaum 1998), während CYP 2J2 keine 

Radikale bildet (eigene unveröffentlichte Daten). Außerdem ist die Menge der 

gebildeten Radikale abhängig vom jeweiligen Substrat (Jansson & Schenkman 

1987), wobei die Substratverfügbarkeit keine Rolle zu spielen scheint (Bondy & 

Naderi 1994). Die Produktion reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) durch CYP 2C ist so 

effizient, dass verschiedene Wirkungen von CYP 2C nicht auf EET, sondern auf 

Sauerstoffradikale zurückzuführen sind. So nimmt die CYP 2C-induzierte ROS-

Produktion z.B. einen entscheidenden Einfluss auf die biologische Verfügbarkeit von 

NO. Dies konnte eindrucksvoll sowohl in Organbadstudien als auch in vivo gezeigt 

werden. In diesen Studien führte die verminderte Expression bzw. die Hemmung des 
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Enzyms zu einer signifikant verbesserten NO-vermittelten Relaxation (Fleming et al. 

2001; Fichtlscherer et al. 2004). Ferner wurde gezeigt, dass CYP 2C9 durch die 

Bildung von Sauerstoffradikalen zu einer Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-κB 

führt (Fleming et al. 2001), wodurch es unter anderem zu einer verstärkten 

Expression des Adhäsionsmoleküls VCAM-1, das die Adhäsion von Leukozyten 

vermittelt, kommt.  

 

1.5. Epoxidhydrolasen  
Epoxidhydrolasen gehören der Enzymgruppe der α-β-Hydrolasen an, welche die 

Umwandlung des jeweiligen Epoxids zum korrespondierenden Diol durch die 

Addition von Wasser an den Epoxidring katalysieren (Zou et al. 2000). 

Die beiden wichtigsten Epoxidhydrolasen der Säugetiere sind die bereits erwähnten 

Enzyme mEH (Seidegard & DePierre 1983) und sEH (Dietze et al. 1993; Newman et 

al. 2005), die wichtige Bestandteile von Entgiftungskaskaden darstellen. So wirken 

sie unter anderem beim Metabolismus von Xenobiotika mit, indem sie z.B. 

kanzerogene Epoxide zu vicinalen Diolen umsetzen, bevor diese mit nukleophilen 

Gruppen aus vielen Gewebsbestandteilen, wie der DNA, RNA und den Proteinen 

reagieren können (Oesch 1973). Neben Xenobiotika existieren für die 

Epoxidhydrolasen auch endogene Substrate, wie z.B. Leukotoxin, Leukotrien A4 und 

EET. Dabei eignen sich EET vor allem als Substrat für die sEH, während die 

Metabolisierung von EET durch die mEH zu vernachlässigen ist. Die sEH ist in 

hohem Maße in der Leber exprimiert, wird aber auch in anderen Geweben, wie dem 

Endothel, in Leukozyten, glatten Muskelzellen und dem proximalen Tubulus gebildet 

(Draper & Hammock 1999; Yu et al. 2003; Enayetallah et al. 2004). In den meisten 

Zelltypen scheint die Metabolisierung über die sEH den Hauptabbauweg der EET 

darzustellen. Aus diesem Grund ist es nicht verwunderlich, dass die Inhibition der 

sEH die intrazelluläre EET-Konzentration signifikant erhöht und dadurch die 

vasodilatierenden und antiinflammatorischen Effekte der EET verstärkt werden.  

So verhindert die pharmakologische Hemmung der sEH den Angiotensin-II 

induzierten Hochdruck in Ratten und Mäusen (Jung et al. 2005; Imig 2005) und 

schützt die Niere vor Hochdruck-induzierten Schädigungen. In einem genetisch 

bedingten Bluthochdruckmodell, den spontan hypertensiven Ratten (SHR), ist die 
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Expression der sEH signifikant gesteigert (Seubert et al. 2005) und die Inhibition der 

sEH-Aktivität unterdrückte die Entwicklung des Hochdrucks in SHR (Yu et al. 2003). 

Tatsächlich sind sEH-Knockout-Mäuse basal hypotensiv und haben erhöhte EET-

Spiegel (Sinal et al. 2000). 

 

1.6. Ziel der Arbeit 
Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Bedeutung der Epoxyeicosatriensäuren 

(EET) für die endotheliale Calciumhomöostase aufzuklären Hierzu wurde in einem 

ersten Schritt untersucht, ob endogen generierten EET eine grundsätzliche 

Bedeutung im endothelialen Calciumsignalling zukommt und welche molekularen 

Mechanismen und Signalwege für den Effekt der EET auf das Calciumsignalling 

verantwortlich sein könnten. 

Darüber hinaus sollte geklärt werden, inwiefern EET die Kriterien eines EDHF 

erfüllen. Zu diesem Zweck wurde untersucht, ob EET zu einer Aktivierung  

calciumabhängiger Kaliumkanäle mit kleiner (SKCa) bzw. mittlerer Leitfähigkeit (IKCa) 

führen können und in wieweit die CYP 2C-vermittelte Relaxation von Koronararterien 

auf der Aktivierung dieser Kanäle beruht. 
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2. Material und Methoden 

2.1. Materialien 
Die Medien, Enzyme und Puffer für die Zell- und Organkultur wurden von der Firma 

GIBCO Life Technology (Karlsruhe) bezogen, Fibrinogen war von Sigma 

(Deisenhofen, Deutschland), Bradykinin von Bachem Biochemica (Heidelberg). Das 

fötale Kälberserum (FCS) wurde von Life Technologies Inc. und die Zellkulturschalen 

wurden von Falcon (Becton Dickinson) bezogen. Der Alexa 546 konjugierte Zweit-

Antikörper sowie das Cyanin-5(CY5) markierte Phalloidin, die beide für die 

Immunhistochemie verwandt wurden, und das für die Messung der intrazellulären 

Calciumkonzentration benötigte Fura-2-AM stammten von Molecular Probes 

(Göttingen). Die Proteinkinase A-Modulatoren KT 5720, H89, Rp-Adenosin-3‘,5‘-

cyclisches Monophosphorothioat (Rp-cAMPs) und Sp-Adenosin-3‘,5‘-cyclisches 

Monophosphorothioat (Sp-cAMPs) wurden von Alexis Biochemicals (Grünberg) 

bezogen. Die Inhibitoren der sEH (1-Adamantyl-3-cyclohexylurea, N,N'-

dicyclohexylurea) bzw. mEH (Elaidamide) wurden von Dr. Bruce Hammock (Davis, 

California) und der EET-Antagonist 14,15-Epoxyeicosa-5(Z)-enoic acid (14,15-EEZE) 

von  Dr. John Falck  (Dallas, Texas) zur Verfügung gestellt. Sulfaphenazol, Nω-Nitro-

L-Arginin und alle hier nicht im Detail aufgelisteten Substanzen waren von Sigma 

(Deisenhofen). Die Oligonukleotide für die Polymerase Kettenreaktion wurden von 

der Firma Biospring GmbH (Frankfurt) hergestellt. Die reverse Transcriptase war von 

GIBCO Life Technology (Superscript II), die DNA-Taq- Polymerase entweder von 

Promega (Heidelberg) oder von Amersham Pharmacia (Freiburg). 

 

2.2. Zellkultur 
Humane Endothelzellen aus der Nabelschnurvene (HUVEC) wurden entweder aus 

frischen Nabelschnüren isoliert oder, wie im Fall der Translokationsstudien, von der 

Firma Clonetics (Solingen, Germany) bezogen. Die Isolation der Endothelzellen aus 

der Nabelschnurvene erfolgte mit Dispase, wie beschrieben (Popp et al. 1996). 

Kultiviert wurden HUVEC entweder auf beschichteten Glas-/Quarzglasplättchen oder 

auf beschichteten Zellkulturschalen in MCDB 131 mit 8% fetalem Kälberserum 

(FCS), L-Glutamin (10 mmol/L), basischem Fibroblastenwachstumsfaktor (bFGF, 1 

ng/mL), epidermalem Wachstumsfaktor (EGF, 0,1 ng/mL), „endothelial cell growth 
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supplement“ mit Heparin aus Rinderhirn (ECGS/H, 0,4%, von Promocell ), Penicillin 

(50 U/mL) und Streptomycin (50 µg/mL). 

Die Zellen der HEK 293- sowie der COS-7-Zellinie wurden entweder auf 

beschichteten Glas-/Quarzglasplättchen oder auf beschichteten Zellkulturschalen in 

MEM (Minimum Essential Medium) mit 8% FCS und Gentamycin (50 µg/mL) 

kultiviert. 

Schweinekoronarendothelzellen (PCAEC) wurden aus der linken Koronararterie der 

Herzen frisch geschlachteter Schweine isoliert. Hierzu wurde nach dem 

Herauspräparieren der Koronarie die Intima von der Adventitia abgezogen, in kleine 

Stücke geschnitten und die Endothelzellen mit Dispase (2,4 U/mL, 60 Minuten, 37°C) 

durch zweimaliges kräftiges Pipettieren während der Inkubationszeit abgelöst. Die 

Zellen wurden durch ein 40 µm Zellsieb (Becton Dickinson, Erembodegen, Belgien) 

filtriert und mit M199 mit 10% fetalem Kälberserum und Antibiotika verdünnt. Nach 

Zentrifugation wurde das Zellpellet in einer Mischung aus MCDB 131 und M199 1:1 

(mit 14% FCS, 6 mmol/L L-Glutamin, 0,5 ng/mL bFGF, 0,05 ng/mL EGF, 0,2% 

ECGS/H aus Rinderhirn, 50 U/mL Penicillin und 50 µg/mL Streptomycin) 

aufgenommen und auf mit Fibronektin beschichteten Glasplättchen bzw. 

Zellkulturschalen ausgebracht.  

 

2.3. Transiente Transfektion und Infektion von kultivierten Zellen 
Die transiente Transfektion von Zellen erfolgte mit Superfect (Quiagen, Hilden), 

einem liposomalen Transfektionsreagenz. Die Zellen wurden drei Tage nach dem 

Aussäen (80-90% Konfluenz) für vier Stunden mit einem Superfect-DNA Komplex 

(3:1) in einem möglichst geringen Volumen MCDB 131 mit 0.1% BSA inkubiert. Nach 

der Inkubation erfolgte ein Mediumwechsel auf MCDB 131 mit 4% FCS, L-Glutamin 

(10 mmol/L), bFGF (0,5 ng/mL), EGF (0,05 ng/mL), ECGS/H (0,2%), Penicillin (50 

U/mL) und Streptomycin (50 µg/mL). Für die Überexpression der TRP-Kanäle und 

CYP2C9 wurden Expressionsplasmide verwendet, bei denen die Expression des 

Transgens unter der Kontrolle des CMV Promoters steht und dessen Detektion in der 

Immunhistochemie oder im Western Blot durch ein Proteintag ermöglicht wird. Im 

einzelnen wurden folgende Plasmide verwendet: pcDNA 3.1(-)CMV LacZ-Myc; 
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pcDNA 3CMV TRPC3-Myc; pcDNA 3.1CMV V5His-Topo; pcDNA 3.1CMV TRPV4-

Myc; pcDNA 3.1CMV CYP 2C9. 

In einigen Versuchen wurden Endothelzellen mit adenoviralen Vektoren infiziert. Es 

wurden Adenoviren mit dem CYP 2C9-Gen in Sense- bzw. Antisense-Richtung 

relativ zu einem CMV-Promotor verwendet. Subkonfluente HUVEC wurden für vier 

Stunden mit den Adenoviren (10 pfU/Zelle) verdünnt in MCDB mit 0,1% BSA (ohne 

Antibiotika) inkubiert. Danach wurden die Adenoviren durch mehrfaches Waschen 

abgenommen und die HUVEC mit HUVEC-Wachstumsmedium (s.o.) weiter kultiviert. 

 

2.4. RNA-Isolation und Reverse Transkriptase-Polymerase 
Kettenreaktion (RT-PCR) 
Gesamt-RNA aus kultivierten Endothelzellen wurde wie beschrieben (Chomczynski & 

Sacchi 1987) isoliert. Nach Waschen mit PBS wurden die Endothelzellen mit 

Guanidinthiocyanat- (GT-) Lösung (600 µL/60 mm Kulturschale) lysiert. Die DNA- und 

RNA-enthaltende Lösung wurde dann mit 2 mol/L Natriumacetatlösung, pH 4,0 

versetzt und mit dem gleichen Volumen Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol 

ausgeschüttelt. Die beiden Phasen wurden durch 30 Minuten Zentrifugation bei 

15000g getrennt, wobei sich die RNA in der oberen, wässigren Phase löste, während 

DNA und Protein in der organischen Phase verblieben. Nach Abnahme der 

wässrigen Phase erfolgt die Präzipitation der RNA durch Zusatz von Isopropanol 

(100%) über Nacht. Nach Zentrifugation und erneutem Lösen und Fällen wurde die 

RNA mit Ethanol (70%) gewaschen und anschließend in Wasser gelöst. Die 

Quantifizierung der RNA-Konzentration erfolgte durch photometrische Bestimmung 

bei 260 nm. 

Für die reverse Transkriptase-Reaktion wurde 1 µg RNA verwendet, die durch 

Inkubation mit Reaktionspuffer (GIBCO), Desoxynukleosid-5’-Triphosphat (dNTP; je 

175 µmol/L; dATP, dCTP, dGTP, dTTP), Dithiothreitol (1 mmol/L), Oligo (dT) und 

reverser Transkriptase (200 U; GIBCO) für 60 Minuten bei 37 °C zur cDNA-Synthese 

führte. Um eine Kontamination auszuschließen, wurde als Negativkontrolle im 

entsprechenden Ansatz die reverse Transkriptase nicht zugesetzt. Pro PCR-Ansatz 

wurde 1/25 bis 1/10 der RT- Reaktion verwendet. Die PCR-Reaktion wurde mit 0,4 

µmol/L des jeweiligen Sense- und Antisense-Primers, 200 µmol/L dNTP, 1 mmol/L 
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MgCl2, 2.5 U Taq-Polymerase (Amersham) und dem der Taq-Polymerase 

beigefügten Reaktionspuffer in einem Gesamtvolumen von 30 µl durchgeführt. 

Für die Amplifikation der verschiedenen cDNAs in der PCR wurden folgende Primer 

verwendet: 

 
   
β-Actin: upstream: 5’CGAAACTACCTTCAACTCCA 3’ 
 downstream: 5’GCAACTAAGTCATAGTCCGCC 3  
  
 
PECAM-1: upstream: 5’ GAAGGATCTGGYCCCATCAC 3’ 
 downstream: 5’ CGGARTTCACTGTACACTGT 3’ 
 
 
CYP 2C: upstream: 5’ AGACAACGAGCACCACTCTG 3’ 
 downstream:  5’ CTTGGGGATGAGGTAGTTT 3’ 
 
   
TRPV4-Oligopaar-1: upstream: 5’CCCAAGGATGAGGGGGGC 3’ 
 downstream: 5’CGTGGTGCGGTAAGGGTAC 3’ 
   
 
TRPV4-Oligopaar-2: upstream: 5’GGCAGGGATCGAGGCCTAC 3’ 
 downstream: 5’CCACCGAGGACCAGCGATC 3’ 
   
 
Für die eindeutige Identifizierung und Quantifitzierung wurden die PCR-Fragmente 

im Agarosegel (1.5% in TAE-Puffer bestehend aus 40 mmol/L TRIS, 1 mmol/L 

EDTA, pH 7,5 mit Eisessig eingestellt) aufgetrennt und mittels Ethidiumbromid-

Färbung visualisiert (TRPV4; β-Actin) oder für einen Southern Blot auf 

Nylonmembranen transferiert (CYP 2C). Anschließend erfolgte die Hybridisierung mit 

radioaktiv (32P) markierten CYP 2C8/2C9 bzw. TRPV4-spezifischen cDNA 

Fragmenten. Das Absättigen unspezifischer Bindungsstellen erfolgte durch 

vierstündige Inkubation in einem Hybridisierungspuffer aus 50% Formamid, 5 x 

Denhardt’s Lösung (1 g Ficoll, 1 g Polyvinylpyrrolidon, 1 g BSA), 5 x SSPE-Lösung 

(0,9 mol/L NaCl, 0,05 mol/L NaH2PO4 und 0,005 mol/L EDTA; pH 7,4), 0,2% SDS 

und 250 µg /ml denaturierter Lachsspermien-DNA bei 42 °C. Die prähybridisierten 

Membranen wurden dann mit der markierten DNA-Sonde (ca. 1,0 Mio cpm/ml) für 16 

Stunden bei 42 °C hybridisiert. Danach wurde zweimal für 30 Minuten bei 22 °C, 

zweimal für 15 Minuten bei 42 °C und einmal für 30 Minuten bei 55 °C in 6 x SSPE-
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Lösung mit 0,1% SDS gewaschen. Die radioaktiv markierten cDNA-Fragmente auf 

den Membranen wurden durch Autoradiographie mit Röntgenfilmen visualisiert. 

 

2.5. Proteinisolation 
Die Proteinisolation erfolgte mittels Solubilisierung der detergenzlöslichen Proteine 

mit Triton-X100. Nach dem Waschen der Zellen mit phosphatgepufferter Salzlösung 

(PBS, bestehend aus 140 mM NaCl, 2,68 mM KCl, 10 mM Na2HPO4, 1,47 mM 

KH2PO4; pH 7,0) wurden die Zellen durch Zugabe des Lysispuffers (20 mM TRIS-

HCl, pH 7.5, 1% Triton-X100, 25 mM β-Glycerophosphat, 150 mM NaCl, 10 mM 

Natriumpyrophosphat, 20 mM NaF, 2 mM Natriumorthovanadat, 10 nM 

Okadainsäure, und einem Protease-Inhibitorenmix (2 µg/ml Antipain, 2 µg/ml 

Aprotinin, 2 µg/ml Chymostatin, 2 µg/ml Leupeptin, 2 µg/ml Pepstatin, 2 µg/ml 

Trypsininhibitor und 40 µg/ml Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)) für 10 Minuten auf 

Eis lysiert. Nach Abzentrifugieren (10.000 g, 4°C, 10 Minuten) der unlöslichen Anteile 

wurde der Proteingehalt des Überstandes nach Bradford (Bradford 1976) 

quantifiziert, wobei eine Standardreihe aus Serumalbumin als Referenz diente. 

Gleiche Mengen an Protein wurden in der nachfolgend beschriebenen SDS-PAGE 

aufgetrennt. 

 

2.6. Western Blot-Analyse 
Die nach der Aufarbeitung erhaltenen Proteinextrakte wurden zur 

immunochemischen Detektion auf denaturierenden Polyacrylamidgelen 

elektrophoretisch aufgetrennt (Laufpuffer bestehend aus 190 mM Glycin, 0,1% SDS 

und 25 mM TRIS-HCl) und auf Nitrozellulosemembranen (Biorad) transferiert. Der 

Transfer erfolgte 70-90 Minuten bei einer festgelegten Stromstärke von 250mA pro 

Apparatur (zwei Gele) in einem Puffer aus 190 mM Glycin, 25 mM TRIS-HCl und 

20% Methanol. Die Membranen wurden anschließend eine Stunde entweder in 5% 

fettfreier Milch oder in 3% Rinderserumalbumin in TRIS gepufferter Kochsalzlösung 

mit 0.3% Tween-20 (TBST, zusammengesetzt aus 50 mmol/L TRIS/HCl, pH 7,5, 150 

mmol/L NaCl, 0.3% Tween) geschüttelt, um unspezifische Bindungsstellen der 

Membranen abzublocken. Über Nacht wurden sie mit dem entsprechenden Erst-

Antikörper inkubiert, dessen Überschuß danach durch mehrfaches Waschen mit 
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TBST vollständig entfernt wurde. Nach einem zweiten Blockschritt folgte die 

Inkubation mit Meerrettichperoxidase-konjugiertem Zweit-Antikörper und wiederum 

mehrere Waschvorgänge. Die Detektion der Proteine erfolgte durch Auflegen eines 

Röntgenfilms (Fuji RX-Film, Du Pont de Nemours) nach Auslösen der 

Chemilumineszenz-Reaktion mittels „Enhanced Chemiluminescence“ 

(Amersham/Pharmacia) oder Lumi Light Plus (Pierce). Die verwendeten Erst-

Antikörper waren gegen BKCa (Sigma), PECAM-1 (Santa Cruz Biotechnology) und 

CYP 2C9 gerichtet. Der CYP 2C9-Antikörper wurde in Hasen generiert, die mit einem 

spezifischen CYP 2C9-Peptid (RRRKLPPGPTPLPIC, Eurogentec, Seraing, Belgien) 

immunisiert worden waren. Die Peroxidase konjugierten Zweit-Antikörper wurden von 

Calbiochem-Novabiochem (Bad Soden, Deutschland) bezogen. 

 

2.7. Messung der intrazellulären Calciumkonzentration 
Zur Messung der intrazellulären Ca2+-Konzentration wurden die Zellen auf 

Fibronektin-beschichteten Quarzplättchen kultiviert. Konfluent bewachsene 

Quarzplättchen wurden in das entsprechende Kulturmedium mit 0,1% BSA und 

Antibiotika überführt und mit Fura-2/AM (5 µML) eine Stunde bei 37°C beladen. 

Danach wurden die Quarzplättchen zweimal fünfzehn Minuten in phosphatfreier 

HEPES-Tyrode-Lösung (mmol/L: NaCl 132, KCl 4, CaCl2 1.6, MgCl2 0.98, NaHCO3 

11.9 und Glukose 10)  bei 37°C gewaschen und zur Messung in eine Quarzküvette 

überführt, die entweder mit phosphatfreier HEPES-Tyrode-Lösung oder 

phosphatfreier und gleichzeitig calciumfreier HEPES-Tyrode-Lösung gefüllt war. Das 

Plättchen wurde dabei auf einem Halter fixiert, so dass mittels Magnetrührer die 

Durchmischung der Lösung in der Küvette möglich war. Die Temperatur wurde bei 

37°C konstant gehalten. Im Falle der Verwendung der phosphatfreien und 

gleichzeitig calciumfreien HEPES-Tyrode-Lösung wurde 400 Sekunden nach Beginn 

der Messung eine CaCl2-Lösung zugegeben, bis die Endkonzentration des 

extrazellulären Calciums 1,5 mM betrug. Die Fluoreszenz wurde bei einer 

Wellenlänge von 510 nm aufgezeichnet, wobei die Zellen im Wechsel (Intervalle 0,6 

Sekunden) mit Licht der Wellenlänge 380 nm oder 340 nm angeregt wurden. Aus 

dem Verhältnis der Fluoreszenz bei 340 nm und 380 nm (340/380 nm) wurde die 

intrazelluläre Calziumkonzentration [Ca2+
i] berechnet (151;152). Zur Kalibrierung der 

einzelnen Messungen wurde die maximale Fluoreszenz nach Permeabilisierung der 
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Zellen mit Ionomycin (10-15 µmol/L), die minimale nach Gabe des Ca2+-Chelators 

EGTA (1,8 mmol/L) bestimmt. Die basale Fluoreszenz wurde nach Zugabe von 

Manganchlorid (0,1 mmol/L) gemessen und von der Fura-2-Fluoreszenz subtrahiert. 

 

2.8. Elektrophysiologische Messungen 
Membranpotentialmessungen von kultivierten Endothelzellen wurden mit Hilfe der 

Patch-Clamp-Technik durchgeführt. Diese Technik ermöglicht die Charakterisierung 

einzelner Ionenkanäle in Zellmembranen, aber auch die Messung des gesamten 

Zellstromes bzw. –potentials (Neher & Sakmann 1976). Dazu wird eine hauchfein 

ausgezogene Glaskapillare mit einem Öffnungsdurchmesser von  ca. 1 µm auf einen 

kleinen Abschnitt der Zellmembran aufgesetzt und durch Ansaugen  ein leichter 

Unterdruck angelegt, der zu einer dichten Anlagerung der Zellmembran an die 

Öffnung der Glaskapillare mit einem Abdichtungswiderstand im GΩ-Bereich 

(Gigaohmseal) führt. Das Membranstück ist nun elektrisch effektiv von der 

Umgebung isoliert, und eine Erfassung von einzelnen Ionenkanalströmen in diesem 

Membranareal ist möglich. Ein Durchbrechen der Membran mit Hilfe eines 

Unterdruckes führt zur whole-cell-Konfiguration. Man misst nun den Strom, der durch 

die Membranfläche der gesamten Zelle fließt. Da sich nach kurzer Zeit das 

Zytoplasma mit der Pipettenlösung austauscht, erhält man eine definierte 

Zusammensetzung der Flüssigkeit im Zellinneren. Für  Membranpotentialmessungen 

wird der Patch-Clamp Verstärker von der whole-cell-Konfiguration ausgehend in den 

current-clamp-Modus umgeschaltet. Dabei wird der durch die Membran fließende 

Strom über einen Rückkopplungsverstärker konstant gehalten („geklemmt“). Die 

hierzu erforderliche angelegte Spannung entspricht dem Membranpotential der Zelle.  

Für die Membranpotentialmessungen wurden die Zellen auf Fibronektin-

beschichteten Glasplättchen kultiviert. Die Glasplättchen wurden in einer 

beheizbaren Kammer (37°C) befestigt und mit modifizierter Tyrode-Lösung 

superfundiert. Ungefähr 2 Minuten nach erfolgreicher Punktion der Zelle  wurde eine 

Bolusstimulation mit Bradykinin (10 nM Badkonzentration) appliziert. 
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2.9. 32P-Markierung von Endothelzellen 
Um phosphorylierte Proteine radioaktiv zu markieren, wurden Endothelzellen 

mehrmals über 30 Minuten in phosphat-freier Tyrode-Lösung gewaschen und dann 

für 12 Stunden in Tyrode-Lösung versetzt mit [32P]-Orthophosphorsäure (0.125 

mCi/mL) bei 37°C inkubiert. Die Zellen wurden nach entsprechender Stimulation, im 

Detail beschrieben im Ergebnisteil, in RIPA-Lysispuffer lysiert, die Proteine des 

Lysates immunpräzipitiert, im SDS-Gel aufgetrennt, auf Nitrozellulosemembranen 

transferiert und die Phosphorylierung einzelner Proteine durch die Detektion der 

autoradiographischen Signale auf Röntgenfilm bestimmt. Die Phosphorylierung 

wurde densitometrisch quantifiziert anhand von Vergleichen der Autoradiographie mit 

den entsprechenden Western Blots. Protein-Aliquots des gesamten Zelllysates 

wurden nach Gelelektrophorese silbergefärbt, das Gel im Geltrockner (Bachhofer, 

Reutlingen) getrocknet und die Autoradiographie des Gels mittels Röntgenfilm 

detektiert, um die Gleichmäßigkeit der Proteingehalte und der radioaktiven 

Markierung der einzelnen Proben zu überprüfen. 

 

2.10. Immunhistochemie  
Um die Lokalisation von Proteinen in Endothelzellen mittels Immunfluoreszenz 

nachzuweisen, wurden die Zellen auf Glasplättchen angezogen, nach der 

entsprechenden Stimulation in PBS mit 2% Paraformaldehyd für 1 Stunde fixiert und 

anschliessend durch zweimaliges Waschen in PBS mit 2% Glycin neutralisiert. Nach 

nochmaligem Waschen mit PBS wurden die fixierten Zellen zunächst 30 Minuten in 

PBS mit 3% BSA geblockt, in Anwesenheit von Detergenz (0.2% Triton X-100) zur 

Permeabilisierung der Zellen, um die Proteine in den intrazellulären Kompartimenten 

für die nachfolgende Inkubation mit Antikörpern zugänglich zu machen. Im Anschluss 

wurden die Zellen nacheinander erst mit spezifischen Erst-Antikörpern (verdünnt in 

PBS mit 3% BSA), dann nach erneutem 30-minütigem Blocken mit Alexa546-

konjugierten Zweit-Antikörpern (Molecular Probes; verdünnt in PBS) jeweils für eine 

Stunde inkubiert. Unspezifisch gebundene Erst- oder Zweit-Antikörper wurden 

zwischen den Antikörperinkubationen und vor der Detektion durch mehrmaliges 

Waschen mit 0.2% (w/v) Tween 20 in PBS entfernt. Nach einem letzten Waschschritt 

mit bidestilliertem Wasser wurden die Zellen mit Mountingmedium (Dako, Carpinteria, 

CA, USA) eingebettet und die Fluoreszenz am Konfokalmikroskop detektiert und 
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dokumentiert. Alle Inkubationen der Immunfärbung wurden bei Raumtemperatur 

durchgeführt. 

 

2.11. Präparation der Koronararterien des Schweines (PCA) 
Segmente der epikardialen Arterien des Schweines (PCA) wurden aus den Herzen 

frisch geschlachteter Schweine herausgeschnitten und von Bindegewebe befreit. Je 

nach geplantem Experiment wurden sie entweder in 3-4 mm dicke Ringe geschnitten 

und unmittelbar für Organbaduntersuchungen verwendet oder die Seitenäste der 

Gefäße wurden mit chirurgischen Clips verschlossen. Die so abgedichteten 

Segmente wurden zur Modulation der CYP 2C-Expression mit entsprechenden 

Oligonukleotiden (CYP 2C Antisense: 5’GAG GAG TGG GGC CAG GAG GGA G3’, 

Nonsense: 5’GAG TGG GAC CGG AGA GGG AGG G3’; die ersten und letzten drei 

Nukleotide waren mit Thioat modifiziert) behandelt. Hierzu erfolgte die Kanülierung 

der Arteriensegmente und die Plazierung in einer Gefäßklammer. Die 

Oligonukleotide (5 µg/mL) wurden mit kationischen Lipiden (Superfekt, 20 µl/ml) in 

100 µl MEM gemischt, nach 20 Minuten mit einem ml MEM verdünnt und unter Druck 

(60-80 mmHg) in das Lumen der Gefäße appliziert. Nach vier Stunden wurden die 

Segmente mit rezirkulierendem Medium 16 Stunden perfundiert (5 mL/Stunde, MEM 

mit 2% FCS, 50 U/mL Penicillin, 50 µg/mL Streptomycin und 1 µg/mL Polymyxin B). 

Die Inkubation wurde bei 37°C und 5% CO2 durchgeführt. Nach der entsprechenden 

Inkubation wurde die eine Hälfte der Segmente in Ringe geschnitten und für 

Organbaduntersuchungen verwendet. Von der anderen Hälfte erfolgte die Isolation 

von RNA und Protein für RT-PCR und zur Western Blot-Analyse 

2.12. Organbadversuche 
Zur Messung der isometrischen Kontraktion bzw. Relaxation wurden die Gefäßringe 

an Haken mit Kraftaufnehmern verbunden und in Organbäder mit Tyrode-Lösung 

(130 mmol/L NaCl; 4 mmol/L KCl; 1,6 mmol/L CaCl2; 0,95 mmol/L MgCl2; 11,9 

mmol/L NaHCO3; 0,36 mmol/L NaH2PO4; 10 mmol/L Glukose; 0,05 mmol/L Ca2+ -

EDTA), die mit einem Gemisch aus 20% Sauerstoff, 5% CO2 und 75% Stickstoff 

begast wurde, gehängt. Die maximale Kontraktion der Gefäße wurde mit 80 mmol/L 

KCl im Bad bestimmt. Nach dem Auswaschen des KCl wurden die Gefäßringe mit 

U46619 auf 80% der Maximalkontraktion (0.1-0.3 µmol/L) vorkontrahiert. Nach 
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Erreichen eines stabilen Plateaus wurde Bradykinin in aufsteigenden 

Konzentrationen zugegeben, um die Dosiswirkungskurve aufzuzeichnen. Zur 

Bestimmung der NO-unabhängigen Relaxation wurde dem Organbad Nω-Nitro-L-

Arginin (300 µM) zugesetzt. 

 

2.13. Statistik 
Alle Daten sind als Mittelwerte ± des Standardfehlers der Standardabweichung 

(standard error of the mean (SEM)) angegeben. Die statistische Analyse 

erfolgte mit dem Student’s t-Test für paarige und unpaarige Stichproben, mit der 

einseitigen Varianzanalyse (ANOVA), gefolgt von einem Bonferroni Test oder 

ANOVA für wiederholte Messungen. Eine Irrtumswahrscheinlichkeit von p<0.05 

wurde als signifikant und von p<0.01 als hochsignifikant betrachtet. 
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3. Ergebnisse 

3.1. Effekt von CYP 2C auf das endotheliale Calciumsignalling 
Obwohl die Expression von CYP 2C in nativen Endothelzellen überzeugend 

demonstriert werden konnte (Fisslthaler et al. 1999), nimmt sowohl die CYP 2C 

mRNA als auch das Protein nach der Zellisolation mit Beginn der Zellkultivierung 

deutlich ab. Dies geht soweit, dass bereits nach einer Passage die Proteinexpression 

kaum noch detektiert werden kann (Lopez-Garcia 1998; Vernia et al. 2001). Um aber 

dennoch die Rolle der EET für biologische Funktionen im Zellkulturmodell studieren 

zu können, besteht, neben der Verwendung nativer Zellen oder eines 

Überexpressionssystems, die Möglichkeit der Induktion der Enzymexpression durch 

Behandlung der Zellen mit bekannten CYP-Induktoren wie ß-Naphtoflavon, Nifedipin 

oder Cortisol (Graier et al. 1995; Fisslthaler et al. 2000; Bauersachs et al. 2002). Aus 

diesem Grund wurde, sofern keine nativen oder CYP 2C9-überexprimierenden 

Endothelzellen verwendet wurden, die Expression von CYP 2C durch die Inkubation 

humaner Endothelzellen aus der Nabelschnurvene (HUVEC) mit Nifedipin, einem 

Inhibitor von L-Typ-Calciumkanälen, induziert (Fisslthaler et al. 2000). 

Die Inkubation mit Nifedipin steigerte die Expression der CYP 2C-mRNA in diesen 

Zellen (Abb.5 A). Trotz der Tatsache, dass Endothelzellen keine L-Typ 

Calciumkanäle besitzen und Nifedipin zudem den Bradykinin-induzierten 

Calciumeinstrom in humanen sowie porcinen Endothelzellen nicht beeinflusst 

(Fisslthaler et al. 2000), wurden die Experimente in der Abwesenheit von Nifedipin 

durchgeführt. Die Induktion von CYP 2C durch Nifedipin korrelierte mit einer 

Erhöhung der basalen [Ca2+]i in den Endothelzellen (Abb.5 A). Um darüber hinaus 

den Effekt der CYP 2C-Induktion auf die Agonisten-vermittelte Calciumantwort zu 

ermitteln, wurden die Endothelzellen mit Bradykinin stimuliert. 

Die Stimulation von Endothelzellen mit Bradykinin führt zu einem biphasischen 

Anstieg der [Ca2+]i, bestehend aus einer initialen schnellen Zunahme, der 

Peakphase, welche gefolgt wird von einer lang anhaltenden Plateauphase. Die 

Peakphase ist auf eine Calciumfreisetzung aus intrazellulären Speichern 

zurückzuführen, während die Plateauphase auf einem Calciumeinstrom aus dem 

Extrazellulärraum beruht. 
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Innerhalb unserer Experimente zeigten sowohl die mit Nifedipin als auch die lediglich 

mit Lösungsmittel inkubierten Endothelzellen diese charakteristische Antwort auf 

Bradykinin (Abb.5 B). Allerdings zeigten die mit Nifedipin behandelten und CYP 2C-

exprimierenden Endothelzellen im Vergleich zu den Kontrollzellen eine deutlich 

verstärkte Calciumantwort nach Stimulation mit Bradykinin (Abb.5 B).  
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Abb.5: Steigerung der CYP 2C Expression verstärkt die Agonisten-induzierte Calciumantwort 
in humanen Endothelzellen. A, Southern Blot von RT-PCR-Produkten für CYP 2C aus Gesamt-RNA 
von HUVEC drei und 12 Stunden nach deren Isolation sowie nach Inkubation mit Nifedipin. B, Nach 
18-stündiger Inkubation mit Lösungsmittel (Solvent) bzw. Nifedipin (0,1 µM) wurden HUVEC P1 mit 
Fura-2-AM (3 µM; 30 min) behandelt. Die Bradykinin-induzierte Calciumantwort (10 nM) wurde in An- 
bzw. Abwesenheit von Sulfaphenazol (1 µM) bestimmt. Die Ergebnisse sind als statistische 
Zusammenfassung von jeweils sechs voneinander unabhängigen Versuchen dargestellt. ***P<0.001 
vs Solvent. 

Um sicherzustellen, dass dieser Effekt eine spezifische Konsequenz der CYP 2C-

Expression war, wurden die Endothelzellen mit Sulfaphenazol, einem spezifischen 

CYP 2C9-Inhibitor (Mancy et al. 1996) behandelt. Die Inkubation der CYP 2C-

exprimierenden Endothelzellen mit Sulfaphenazol senkte sowohl die basale [Ca2+]i 

als auch die Bradykinin-induzierte Calciumantwort dieser Zellen auf das Niveau der 

Kontrollzellen. Dahingegen hatte die Behandlung der Kontrollzellen mit 

Sulfaphenazol weder Einfluss auf die basale [Ca2+]i noch auf die Bradykinin-

induzierte Calciumantwort dieser Zellen (Abb.5 B).  
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3.2. Einfluss von CYP 2C auf das endotheliale Membranpotential 
Vor dem Hintergrund, dass die Expression von CYP 2C offensichtlich das 

Calciumsignalling von Endothelzellen beeinflusst, liegt es nahe, dass auch das 

Membranpotential dieser Zellen durch die Expression von CYP 2C moduliert wird. So 

resultiert ein Anstieg der [Ca2+]i in einer Aktivierung von KCa, was zu einer 

Hyperpolarisation der Zelle führt. Auf der anderen Seite erhöht eine 

Zellhyperpolarisation, die in Endothelzellen infolge einer Aktivierung von KCa auftritt, 

die elektrochemische Triebkraft für einen Calciumeinstrom und führt somit zu einem 

Anstieg der [Ca2+]i (Lückhoff & Busse 1990a). Aufgrund dieser Wechselwirkung 

wurde der Effekt der CYP 2C-Induktion auf das Ruhemembranpotential und die 

Agonisten-induzierte Hyperpolarisation von HUVEC untersucht. Dabei zeigte sich, 

dass die Induktion von CYP 2C durch Nifedipin keinen Einflusss auf das 

Ruhemembranpotential der Endothelzellen hatte (Abb.6). 
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 Abb.6: Eine erhöhte CYP 2C Expression steigert die Agonisten-induzierte Hyperpolarisation in 
HUVEC. Die Messungen wurden an HUVEC (P0) durchgeführt, die zuvor mit Lösungsmittel (Solvent; 
18h) oder Nifedipin (0,1 µM; 18h) inkubiert worden waren. Die Bradykinin-induzierte Hyperpolarisation 
(Bk; 10 nM) wurde in An- bzw. Abwesenheit von Sulfaphenazol (1 µM) bestimmt. Dargestellt sind 
Membranpotentialregistrierungen, die repräsentativ für fünf weitere Aufzeichnungen sind. 

 
 
Die Stimulation mit Bradykinin führte sowohl in den mit Nifedipin behandelten und 

CYP 2C- exprimierenden Endothelzellen als auch in den Kontrollzellen zu einer 

Hyperpolarisation des Membranpotentials (Abb.6). Hierbei korrelierte die Expression 

von CYP 2C mit einer Vergrößerung der Amplitude der Bradykinin-vermittelten 
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Hyperpolarisation. Dieser Effekt erwies sich als sensitiv gegenüber dem CYP 2C9-

Inhibitor Sulfaphenazol und somit als CYP 2C9-vermittelt (Abb.6). Während 

Sulfaphenazol keinen Effekt auf die Bradykinin-induzierte Hyperpolarisation der 

Kontrollzellen hatte (Abb.6). 

 

3.3. Effekt der sEH-Hemmung auf das Calciumsignalling und  
Membranpotential von Endothelzellen 
Die oben beschriebenen Ergebnisse zeigen deutlich, dass die Expression des CYP 

2C-Proteins neben dem endothelialen Calciumsignalling auch das endotheliale 

Membranpotential beeinflusst. Trotzdem lässt sich aus diesen Ergebnissen nicht 

ableiten, dass diese Effekte durch EET vermittelt werden. Dies liegt in der Tatsache 

begründet, dass viele CYP-Epoxygenasen neben EET auch biologisch relevante 

Menge von Sauerstoffradikalen bilden (Kuthan & Ullrich 1982, Fleming et al. 2001). 

Sauerstoffradikale aber beeinflussen die [Ca2+]i auf vielfältige Weise. So konnte 

gezeigt werden, dass Sauerstoffradikale in Endothelzellen eine Calciumfreisetzung 

aus intrazellulären Speichern sowie einen verstärkten Einstrom von Calcium aus 

dem Extrazellulärraum (Graier et al. 1998) bewirken. Zudem ist durch zahlreiche 

Studien belegt, dass verschiedene TRP-Kanäle, u.a. der TRPC3 (Balzer et al. 1999), 

der TRPC4 (Groschner et al. 2004), der TRPM2 (Hara et al. 2002) und der TRPM7 

(Aarts et al. 2003), durch oxidativen Stress aktiviert werden.  

So war zu Beginn dieser Arbeit nicht eindeutig geklärt, ob die hier beschriebenen, 

CYP 2C-vermittelten Effekte auf der Wirkung von EET oder auf der Wirkung von 

Radikalen beruhen. Um dies differenzieren zu können, wurde selektiv die 

intrazelluläre Konzentration der EET gesteigert, indem das Schlüsselenzym des 

EET-Metabolismus, die sEH, durch spezifische Inhibitoren gehemmt wurde. Wie in 

der Einleitung bereits beschrieben metabolisiert die sEH die EET-Regiosiomere zu 

ihren korrespondierenden DHET. Die Metabolisierung durch die sEH stellt dabei für 

die 8,9-, 11,12- und 14,15-EET-Regioisomere den Hauptabbauweg dar, während das 

5,6-EET-Regioisomer bevorzugt über die Cyclooxygenase verstoffwechselt wird. Das 

sEH-Protein wird in zahlreichen Geweben wie der Leber, der Niere, der glatten 

Muskulatur und dem Endothel, einschließlich des Endothels der Nabelschnurvene, 

exprimiert (Enayetallah et al. 2004). Im Laufe der letzten Jahre wurden eine Reihe 

von potenten und selektiven sEH-Inhibitoren entwickelt (Kim et al. 2004), zu denen 
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auch die Substanz 1-Adamantyl-3-cyclohexylurea (ACU; Morisseau et al. 2002) 

zählt. Diese Substanz wurde in der vorliegenden Arbeit verwendet, um den Effekt der 

sEH-Hemmung und der daraus folgenden erhöhten intrazellulären EET-

Konzentration auf das endotheliale Calciumsignalling bzw. das endotheliale 

Membranpotential zu untersuchen. Zu diesem Zweck wurden die Endothelzellen vor 

und während der entsprechenden Messungen mit diesem Inhibitor inkubiert.  
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Abb.7: Inhibition der sEH verstärkt die Agonisten-induzierte Calciumantwort in CYP 2C 
exprimierenden Endothelzellen. Die Bradykinin-induzierte Calciumantwort (Bk; 10nM) wurde in 
Fura-2-AM beladenen HUVEC P0 bestimmt, die mit Lösungsmittel (Solvent; 18h) oder Nifedipin (0,1 
µM; 18h) vorbehandelt wurden waren. Die Messungen wurden in An- oder Abwesenheit von ACU (1 
µM) bzw. ACU (1µM) und Sulfaphenazol (Sulfa; 1µM) durchgeführt. Die Ergebnisse sind als 
statistische Zusammenfassung von jeweils 5-8 von einander unabhängigen Versuchen dargestellt.  
*P<0.05 vs Solvent, ***P<0.001 vs Solvent. 

Wie in den vorhergehenden Versuchen zeigten die CYP 2C-exprimierenden 

Endothelzellen eine deutlich erhöhte basale [Ca2+]i, sowie eine verstärkte 

Calciumantwort auf Bradykinin im Vergleich zu den Kontrollzellen (Abb.7). Die 

Behandlung der CYP 2C-exprimierenden Endothelzellen mit ACU verstärkte jedoch 

den durch Bradykinin hervorgerufenen Calciumeinstrom während der Plateauphase 

noch zusätzlich (Abb.7). Die Inkubation dieser Zellen mit ACU in Verbindung mit 

Sulfaphenazol, senkte sowohl die basale [Ca2+]i als auch die Bradykinin-induzierte 

Calciumantwort auf das Niveau der Kontrollzellen (Abb.7). Im Gegensatz dazu 
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beeinflussten weder ACU noch Sulfaphenazol die basale [Ca2+]i sowie die 

Bradykinin-vermittelte Calciumantwort der Kontrollzellen (Abb.7).  

Angesichts des Effektes der sEH-Hemmung auf das endotheliale Calciumsignalling, 

welcher offensichtlich auf der Wirkung von EET basiert, stellte sich die Frage, 

inwiefern die Inhibition der sEH auch das Membranpotential der Endothelzellen 

beeinflusst. Aus diesem Grund wurde in den folgenden Versuchen der Einfluss von 

ACU auf das Ruhemembranpotential sowie die Agonisten-vermittelte 

Hyperpolarisation von CYP 2C-exprimierenden Endothelzellen bzw. Kontrollzellen 

bestimmt.  
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 Abb.8: Hemmung der sEH verlängert die Agonisten-induzierte Hyperpolarisation in
CYP 2C exprimierenden HUVEC. Im oberen Teil (A) finden sich repräsentative
Membranpotentialaufzeichnungen, welche die Bradykinin-induzierte Hyperpolarisation (Bk;
10nM) von HUVEC (P1) in An- bzw. Abwesenheit von ACU (1 µM) zeigen. Die Zellen wurden
vor der Messung mit Lösungsmittel (Solvent; 18h) oder Nifedipin (0,1 µM; 18h) behandelt. Im
unteren Teil (B) finden sich die entsprechenden statistischen Zusammenfassungen dieser
Messungen (N= 4-6, Mittelwert ± SEM).  *P<0.05 vs Solvent (Sol), ***P<0.001 vs Solvent (Sol). 
Behandlung mit dem sEH-Inhibitor beeinflusste weder das 

emembranpotential der CYP 2C-exprimierenden Endothelzellen noch der 

trollzellen. Wie zuvor resultierte die Expression von CYP 2C in einer 
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Vergrößerung der Amplitude der Bradykinin-induzierten Hyperpolarisation, dieser 

Effekt wurde allerdings nicht durch die Inkubation mit ACU beeinflusst (Abb.8 A und 

B). Stattdessen führte die Inkubation mit ACU zu einer deutlichen Verlängerung der 

Bradykinin-vermittelten Hyperpolarisation der CYP 2C-exprimierenden Endothel-

zellen (Abb.8 A und C). Im Gegensatz dazu beeinflusste die Applikation von ACU die 

Agonisten-induzierte Hyperpolarisation der Kontrollzellen nicht (Abb.8 A und C).  

Zusammenfassend deuten diese Resultate einerseits daraufhin, dass die CYP 2C-

abhängige Modulation des Calciumsignallings sowie des Membranpotentials 

tatsächlich auf der Wirkung von EET beruhen, auf der anderen Seite betonen sie die 

Bedeutung der sEH für die biologische Verfügbarkeit und Wirksamkeit von EET. 

 

3.4. Einfluss der CYP 2C-Überexpression  
Ein Kritikpunkt an Studien, die die Bedeutung der EET für die zelluläre 

Calciumhomöostase untersuchen, ist neben dem Einsatz unspezifischer Inhibitoren 

auch die Induktion der Enzymexpression durch Substanzen wie ß-Naphtoflavon 

(Graier et al. 1995) und Clofibrat (Hoebel et al. 1997), weil Eigeneffekte dieser Stoffe 

nicht ausgeschlossen werden konnten. Da auch für Nifedipin zahlreiche Wirkungen 

beschrieben sind, die die Klärung der hier vorliegenden Fragestellung beeinflussen 

könnten (z.B. Hemmung der Proteinkinase C; Lenasi et al. 2003), wurde zusätzlich 

zu der Induktion der Enzymexpression ein Überexpressionssystem verwendet. Dabei 

wurde die Überexpression durch den Einsatz adenoviraler Vektoren mit CYP 2C9 in 

Sense bzw. Antisense Richtung, bezogen auf den CMV-Promotor, erzielt. 

Ein weiterer strittiger Punkt bezüglich des Einflusses von EET auf das zelluläre 

Calciumsignalling ist die Frage, welche Phase der Calciumantwort durch EET 

moduliert wird. So wurde sowohl eine Beeinflussung des (kapazitiven) 

Calciumeinstroms durch EET (Graier et al. 1995; Xie et al. 2002) als auch eine 

Calciumfreisetzung aus intrazellulären Speichern durch EET beschrieben (Snyder et 

al. 1986; Madhun et al. 1991). Um diese Frage zumindest für das endotheliale 

Calciumsignalling zu klären wurde gezielt zwischen einer Entleerung der 

intrazellulären Calciumspeicher und einem Calciumeinstrom aus dem 

Extrazellulärraum unterschieden, indem die Zellen in Abwesenheit von 
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extrazellulärem Calcium mit Bradykinin stimuliert wurden und erst 400 Sekunden 

nach dieser Stimulation Calcium extrazellulär zugegeben wurde. 

Bei Endothelzellen, die mit den adenoviralen Konstrukten behandelt wurden, zeigte 

sich kein Unterschied in Bezug auf die basale [Ca2+]i zwischen den CYP 2C9-

überexprimierenden Zellen und den mit Kontrollvirus behandelten Zellen (Abb.9). 

Auch beeinflusste die Überexpression von CYP 2C9 die durch Bradykinin 

hervorgerufene Calciumantwort nicht signifikant, und zwar weder die Freisetzung von 

Calcium aus den intrazellulären Speichern noch den Einstrom von Calcium aus dem 

Extrazellulärraum in die Endothelzellen (Abb.9). Allerdings führte die Inhibition der 

sEH durch ACU in CYP 2C9-überexprimierenden Zellen zu einem deutlich 

verstärkten Einstrom extrazellulären Calciums nach Stimulation mit Bradykinin. 

Dieser Effekt erwies sich als sensitiv gegenüber Sulfaphenazol und somit als CYP 

2C9- vermittelt (Abb.9). Im Gegensatz dazu blieb in den Kontrollzellen die Inkubation 

sowohl mit ACU als auch mit Sulfaphenazol ohne Folgen für das Calciumsignalling 

dieser Zellen (Abb.9).  

Auffallend ist bei diesen Versuchen, dass die Überexpression von CYP 2C9, im 

Gegensatz zu der Nifedipin induzierten CYP 2C-Expression, weder zu einem 

signifikanten Anstieg der basalen [Ca2+]i noch der Bradykinin-vermittelten 

Calciumantwort führte. Auf der einen Seite könnte dieser Sachverhalt auf 

Eigeneffekte der Substanz Nifedipin zurückzuführen sein. So ist bekannt, dass 

Nifedipin u.a. zu einer Hemmung der Proteinkinase C führt, die wiederum an der 

Regulation der Aktivität verschiedenster TRP-Kanäle beteiligt ist (Yao & Garland 

2005). Auf der anderen Seite ist zu bedenken, dass die Endothelzellen, die im 

Vorfeld mit adenoviralen Konstrukten behandelt worden waren, im Vergleich zu den 

mit Nifedipin bzw. Lösungsmittel behandelten Zellen sowohl basal als auch nach 

Stimulation mit Bradykinin eine deutlich höhere [Ca2+]i  zeigten (Abb.9). Diese 

deutliche Erhöhung der [Ca2+]i könnte ein Grund dafür sein, weshalb die EET-

Konzentration, erzielt durch CYP 2C9- Überexpression, diesen Anstieg nicht weiter 

steigern konnte. Erst eine weitere Erhöhung der EET-Konzentration, als Folge der 

kombinierten Wirkung von CYP 2C9-Überexpression und sEH-Inhibition, wäre in 

diesem Fall in der Lage gewesen, den Bradykinin-induzierten Calciumeinstrom 

signifikant im Vergleich zu den Kontrollzellen zu steigern. Nicht zuletzt kann die 

Infektion der Zellen zu einer Induktion der sEH-Expression geführt haben, mit der 
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Folge, dass erst durch die Hemmung des Enzyms biologisch wirksame EET-

Konzentrationen erzielt werden konnten. 
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Abb.9: sEH-Hemmung verstärkt den Bradykinin-vermittelten Calciumeinstrom in CYP 2C9
überexprimierenden Endothelzellen. HUVEC (P1) wurden mit CYP 2C9 Sense (CYP 2C9) bzw.
Antisense (CTL Virus) kodierenden Adenoviren infiziert. A, CYP 2C9 Proteinexpression in HUVEC (P1)
(Western Blot). B, 48 Stunden nach der Infektion wurden die Zellen mit Fura-2-AM (3 µM; 30 min)
beladen und die Bradykinin- induzierte Calciumantwort (Bk; 10 nM) bestimmt. Die Messungen wurden in
calciumfreier Hepes Tyrode-Lösung begonnen, 400 Sekunden nach Beginn wurde Calcium hinzugefügt
(Endkonzentration:1,5 mM). Die Experimente wurden in An- oder Abwesenheit von ACU (1 µM) bzw.
ACU (1 µM) und Sulfaphenazol (Sulfa; 1 µM) durchgeführt. Die Darstellung repräsentiert die Ergebnisse
von fünf unabhängigen Messungen. ***P<0.001 vs Solvent (Sol). 
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durch die Behandlung mit Sulfaphenazol aufgehoben wurde (Abb.10 C). Im 

Gegensatz dazu beeinflussten weder ACU noch Sulfaphenazol signifikant die 

Agonisten-vermittelte Hyperpolarisation der Kontrollzellen (Abb.10 A, B und C). 
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Abb.10: Effekt der CYP 2C-Überexpression auf die Amplitude und Dauer der Agonisten-
vermittelten Hyperpolarisation in humanen Endothelzellen. Im oberen Teil (A) finden sich 
repräsentative Membranpotentialaufzeichnungen, welche die Bradykinin-induzierte Hyperpolarisation 
(Bk; 10 nM) CYP 2C9-überexprimierender (CYP 2C9) bzw. mit Kontrollvirus (CTL Virus) behandelter 
HUVEC (P1) zeigen. Die Messungen wurden in Gegenwart oder Abwesenheit von ACU (A; 1 µM) 
bzw. ACU (A; 1 µM) und Sulfaphenazol (Sulfa/S; 1 µM) durchgeführt. Im unteren Teil (B) sind die 
entsprechenden statistischen Zusammenfassungen dieser Messungen dargestellt (N= 7-9, Mittelwert 
± SEM).vs CTL Virus ***P<0.001 vs Solvent (Sol). 
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3.5. Effekt der mEH-Inhibiton 
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit kommt den Versuchen, die auf der Hemmung 

der sEH basieren, eine besondere Bedeutung zu. Dies liegt in der zentralen Rolle 

des Enzyms für die EET-Metabolisierung begründet, die ermöglicht, mittels der 

Inhibition des Enzyms selektiv die EET-Konzentration zu steigern und somit gezielt 

Rückschlüsse auf die Wirkung intrazellulär generierter EET zu ziehen. Aufgrund 

dieser besonderen Bedeutung der sEH-Inhibition für die vorliegende Arbeit ist es 

notwendig sicherzustellen, dass die mit der Substanz ACU erzielten Effekte 

tatsächlich auf der spezifischen Wirkung der sEH-Hemmung basieren. Aus diesem 

Grund wurde eine Reihe weiterer Versuche durchgeführt, um die Selektivität der 

Effekte zu überprüfen.  

Um auszuschliessen, dass es sich bei den durch sEH-Inhibition erzielten Effekten um 

unspezifische Wirkungen der Substanz ACU handelt, wurde ein weiterer sEH 

Inhibitor, nämlich N,N'-dicyclohexylurea (DCU; Fang et al. 2001) verwendet. Die 

Hemmung der sEH durch DCU beeinflusste das endotheliale Calciumsignalling in 

derselben Weise wie es zuvor ACU getan hatte (Abb.11).  

Neben möglichen unspezifischen Wirkungen der Substanz ACU musste außerdem 

ausgeschlossen werden, dass die beschriebenen Effekte nicht durch die besondere 

Struktur der Inhibitoren von Epoxidhydolasen hervorgerufen werden. Da die 

Inhibitoren der sEH und der mEH bezüglich ihrer Struktur sehr ähnlich sind 

(Morisseau et al. 2001; Morisseau et al. 2002; Morisseau & Hammock 2005), die 

mEH aber für den EET-Metabolismus zu vernachlässigen ist, sollte die Inkubation mit 

einem Inhibitor der mEH Aufschluss geben über eventuelle unspezifische Effekte und 

über die Selektivität der Inhibitoren von Epoxidhydrolasen. Aus diesem Grund wurde 

die Wirkung der mEH-Inhibition auf die Bradykinin-vermittelte Calciumantwort in 

HUVEC untersucht. Die Hemmung der mEH wurde durch die Inkubation mit 

Elaidamid, einem spezifischen Inhibitor der mEH  (Morisseau et al. 2001), erzielt. Die 

Behandlung mit Elaidamid hatte keinen Einfluss auf die Bradykinin-vermittelte 

Calciumantwort der CYP 2C9-überexprimierenden Endothelzellen bzw. der mit dem 

Kontrollvirus behandelten Endothelzellen (Abb.11). 
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Abb.11: Effekt der mEH-Hemmung auf die Agonisten-vermittelte Calciumantwort humaner 
Endothelzellen. HUVEC (P1) wurden mit CYP 2C9 Sense (CYP 2C9) bzw. Antisense (CTL Virus) 
kodierenden Adenoviren infiziert. 48 Stunden nach der Infektion wurden die Zellen mit Fura-2-AM (3 
µM; 30 min) beladen, daraufhin wurde die Bradykinin-induzierte Calciumantwort (Bk; 10 nM) bestimmt. 
Die Messungen wurden in calciumfreier HEPES-Tyrode-Lösung begonnen, 400 Sekunden nach 
Beginn wurde Calcium hinzugefügt (Endkonzentration:1,5 mM). Die Experimente wurden in An- oder 
Abwesenheit von DCU (1 µM) bzw. Elaidamid (1 µM) durchgeführt. Dargestellt ist die statistische 
Zusammenfassung von jeweils fünf von einander unabhängigen Versuchen dargestellt. *P<0.05 vs 
Solvent. 

Im Ganzen belegen diese Ergebnisse, dass die durch Inkubation mit ACU bzw. DCU 

erzielten Effekte tatsächlich auf der spezifischen Wirkung der sEH-Inhibition basieren 

und unterstreichen somit die Bedeutung der sEH für die biologische Verfügbarkeit 

und Wirksamkeit von EET. 

 

3.6. Effekt des EET-Antagonisten 14,15-EEZE 
Um die Frage der Beteiligung der EET an den durch CYP 2C-Expression 

hervorgerufenen Effekten abschliessend zu klären, wurde der Einfluss des selektiven 

EET-Antagonisten 14,15-Epoxyeicosa-5(Z)-ensäure (14,15-EEZE; Gauthier et al. 

2002a) auf das endotheliale Calciumsignalling sowie das endotheliale         

Membranpotential untersucht. Die Inkubation CYP 2C9-exprimierender 

Endothelzellen mit 14,15-EEZE hob die verstärkende Wirkung der sEH Hemmung 

auf die Bradykinin-vermittelte Calciumantwort dieser Zellen auf. Letzteres führte 

dazu, dass die CYP 2C9-exprimierenden Zellen und die Kontrollzellen nach 

Inkubation mit 14,15-EEZE dieselbe Bradykinin-vermittelte Calciumantwort zeigten 

(Abb.12). 
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Abb.12: Der EET-Antagonist 14,15-EEZE hebt den Effekt der sEH-Inhibition auf den kapazitiven 
Calciumeinstrom in CYP 2C9-überexprimierenden Endothelzellen auf. Die Bradykinin-induzierte 
Calciumantwort (Bk; 10 nM) Fura-2-AM-beladener HUVEC (P1) wurde 48 Stunden nach der Infektion 
der Zellen mit CYP 2C9-Sense (CYP 2C9) bzw. Antisense- (CTL Virus) kodierenden Adenoviren 
bestimmt. Die Messungen wurden in calciumfreier Hepes Tyrode-Lösung begonnen, 400 Sekunden 
nach Beginn wurde Calcium hinzugefügt (Endkonzentration:1,5 mM). Die Experimente wurden in An- 
oder Abwesenheit von ACU (1 µM) bzw. ACU (1 µM) und EEZE (10 µM) durchgeführt. Die Darstellung 
repräsentiert die Ergebnisse von 6-11 unabhängigen Messungen. ***P<0.001 vs Solvent  *P<0.05 vs 
Solvent. 

Hinsichtlich des Einflusses von 14,15-EEZE auf das endotheliale Membranpotential 

wurden ähnliche Ergebnisse erzielt. Der EET-Antagonist verminderte signifikant 

sowohl die Amplitude als auch die Dauer der Bradykinin-vermittelten 

Hyperpolarisation in CYP 2C9- überexprimierenden Zellen nach ACU-Behandlung 

(Abb. 13). Im Gegensatz zu den Wirkungen auf CYP 2C9-exprimierende 

Endothelzellen, beeinflusste die Inkubation mit ACU bzw. ACU und 14,15-EEZE die 

Bradykinin-induzierte Hyperpolarisation der Kontrollzellen nicht (Abb.13). 
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Abb. 13: Der Effekt der sEH-Hemmung auf die Bradykinin-induzierte Hyperpolarisation CYP 
2C9- überexprimierender HUVEC wird durch 14,15-EEZE aufgehoben. Die Bradykinin-induzierte 
Hyperpolarisation (Bk; 10 nM) von HUVEC (P1) wurde 48 Stunden nach der Infektion der Zellen mit 
CYP 2C9 Sense- (CYP 2C9) bzw. Antisense- (CTL Virus) kodierenden Adenoviren bestimmt. Die 
Experimente wurden in An- oder Abwesenheit von ACU (1 µM) bzw. ACU (1 µM) und EEZE (10 µM) 
durchgeführt. Dargestellt ist die statistische Zusammenfassung von jeweils sieben von einander 
unabhängigen Versuchen ( Mittelwert±SEM). **P<0.01 vs CTL Virus, ***P<0.001 vs Solvent (Sol). 

Diese Experimente sprechen dafür, dass der hier beschriebene Einfluß der CYP 2C-

Expression auf das Calciumsignalling sowie das Membranpotential auf der Wirkung 

von EET basiert. Nachdem somit der Auslöser der Effekte identifiziert werden 

konnte, stellt sich nun die Frage, welche Signalwege den EET-vermittelten Effekten 

zugrunde liegen. 

 

3.7. Beteiligung der PKA 
Verschiedenste zelluläre Effekte der EET basieren auf einer Aktivierung der 

Adenylatzyklase, dem nachfolgenden Anstieg der intrazellulären Konzentration 

zyklischen Adenosinmonophosphats (cAMP) und der darausfolgenden Aktivierung 

der Proteinkinase A (PKA) (Wong et al. 1997; Imig et al. 1999; Popp et al. 2002). Um 

aufzuklären, welche Rolle die PKA innerhalb der oben beschriebenen, EET-

vermittelten Effekte spielt, wurde die PKA durch Behandlung von HUVEC mit dem 

spezifischen PKA-Inhibitor Rp-Adenosin-3‘,5‘-cyclisches Monophosphorothioat (Rp-

cAMPs) (Dostmann et al. 1990; Wang et al. 1991) gehemmt. 

Unabhängig davon, ob die Endothelzellen CYP 2C9 exprimierten oder nicht, 

beeinflusste die Inkubation mit Rp-cAMPs weder die basale [Ca2+]i noch die 
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Entleerung der intrazellulären Calciumspeicher nach Stimulation der Endothelzellen 

mit Bradykinin (Daten nicht gezeigt). Allerdings verhinderte der PKA-Inhibitor in CYP 

2C9-überexprimierenden Zellen den Effekt der sEH-Hemmung auf die Plateauphase 

der Bradykinin-vermittelten Calciumantwort, während diese Phase bei den 

Kontrollzellen weder durch die kombinierte Gabe von Rp-cAMPs und ACU noch 

durch ACU alleine beeinflusst wurde (Abb.14). 
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Abb. 14: Inhibition der PKA hebt den Effekt der sEH-Hemmung auf den kapazitiven 
Calciumeinstrom in CYP 2C9-überexprimierenden Endothelzellen auf. 48 Stunden nach der 
Infektion mit CYP 2C9 Sense-(CYP 2C9) bzw. Antisense- (CTL Virus) kodierenden Adenoviren wurde 
die Bradykinin-vermittelte Calciumantwort Fura-2-AM-beladener HUVEC P1 bestimmt. Die 
Messungen wurden in calciumfreier Hepes Tyrode-Lösung begonnen, 400 Sekunden nach Beginn 
wurde Calcium hinzugefügt (Endkonzentration:1,5 mM). Die Experimente wurden in An- oder 
Abwesenheit von ACU (1 µM) bzw. ACU (1µM) und Rp-cAMPs (Rp; 10µM) durchgeführt. Die 
Ergebnisse sind als statistische Zusammenfassung von jeweils 6-9 von einander unabhängigen 
Versuchen dargestellt. **P<0.01 vs Solvent. 

Bezüglich der Wirkung von Rp-cAMPs auf die Agonisten-induzierte Hyperpolarisation 

der Endothelzellen wurden vergleichbare Ergebnisse erzielt. So verminderte der 

PKA-Antagonist signifikant sowohl die Amplitude als auch die Dauer der Bradykinin-

vermittelten Hyperpolarisation in CYP 2C9-überexprimierenden Zellen nach ACU-

Behandlung  (Abb.15 A und B). Im Gegensatz dazu blieb die Behandlung mit ACU 

alleine sowie in Kombination mit Rp-cAMPs für die Bradykinin-induzierte 

Hyperpolarisation der Kontrollzellen ohne Folgen  (Abb.15 A und B). 
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Abb.15: Der PKA-Antagonist Rp-cAMPs hebt den Effekt der sEH-Inhibition auf die Bradykinin-
vermittelte Hyperpolarisation CYP 2C9-überexprimierender HUVEC auf. Die Bradykinin- (Bk; 10 
nM) induzierte Hyperpolarisation von HUVEC P1 wurde 48 Stunden nach der Infektion der Zellen mit 
CYP 2C9 Sense (CYP 2C9) bzw. Antisense (CTL Virus) kodierenden Adenoviren bestimmt. Die 
Experimente wurden in An- oder Abwesenheit von ACU (1 µM) bzw. ACU (1 µM) und Rp-cAMPs (R; 
10 µM) durchgeführt. Dargestellt ist die statistische Auswertung von jeweils acht von einander 
unabhängigen Versuchen. Mittelwert±SEM). **P<0.01 vs CTL Virus, **P<0.01 vs Solvent (Sol). 

Diese Resultate deuten daraufhin, dass ein Teil des Signalweges über den EET das 

Calciumsignalling ebenso wie das Membranpotential von Endothelzellen 

beeinflussen, auf der Aktivierung der PKA basiert.  

 

3.8. Identifikation der beteiligten Ionenkanäle 
Im Folgenden sollte untersucht werden welche Ionenkanäle an den oben 

beschriebenen, EET vermittelten Effekten beteiligt sind. Auf diese Weise sollte auch 

geklärt werden ob die Hyperpolarisation oder der Calciumeinstrom das initiale 

Ereignis innerhalb dieser Effekte darstellt. Vor diesem Hintergrund ist zu bedenken, 

dass EET die Aktivität verschiedenster Ionenkanäle durch EET modulieren. So ist 

bekannt, dass EET die Öffnungswahrscheinlichkeit von BKCa (Zou et al. 1996b) 

beeinflussen. Ferner steigern EET die Aktivität ATP-abhängiger Kaliumkanäle (K+
ATP) 

(Lu et al. 2001; Ye et al. 2005; Lu et al. 2005) sowie des TRPV4-Kanals (Watanabe 

et al. 2003; Earley et al. 2005). Zwar ist für den IKca bzw. SKca noch keine Regulation 

durch EET beschrieben wurden, aber zumindest ist für letzteren eine PKA abhängige 

Translokation nachgewiesen wurden (Ren et al. 2006), womit auch dieser an den 

hier beschriebenen Effekten beteiligt sein könnte. 
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Um zu klären, welche Rolle diese Kanäle bei den oben beschriebenen, EET-

vermittelten Effekten spielen, wurde zunächst der K+
ATP  mit Hilfe von Glibenclamid 

und der TRPV4-Kanal mittels Ruthenium Rot gehemmt. Eine Kombination aus 

Charybdotoxin und Apamin wurde dazu verwendet den IKCa, den SKCa sowie den 

BKCa zu hemmen. Als Modell wurde die Bradykinin-induzierte Hyperpolarisation CYP 

2C9-überexprimierender bzw. mit Kontrollvirus behandelter Endothelzellen gewählt. 

Wie zuvor führte die Expression von CYP 2C9 zu einer signifikanten Vergrößerung 

der Amplitude (Abb.16). Dieser Effekt  war sensitiv gegenüber der Kombination von 

Charybdotoxin und Apamin, mit dem Resultat, dass sich die Antworten der 

Kontrollzellen und der CYP 2C9-überexprimierenden Zellen entsprachen (Abb. 16 A). 

Im Gegensatz dazu beeinflusste weder die alleinige Behandlung mit ACU noch die 

kombinierte Inkubation von ACU und Glibenclamid bzw. Ruthenium Rot die 

Amplitude der Bradykinin-induzierten Hyperpolarisation der Kontrollzellen bzw. der 

CYP 2C9-überexprimierenden Endothelzellen (Abb.16 A).  
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Abb. 16: Effekt der
Hemmung von Kca, KATP und
TRP-Kanälen auf die
Agonisten induzierte
Hyperpolarisation humaner
Endothelzellen. HUVEC (P1)
wurden mit CYP 2C9 Sense-
(CYP 2C9) bzw. Antisense-
(CTL Virus) kodierenden
Adenoviren behandelt. 48
Stunden nach der Infektion
wurde die Bradykinin-
induzierte Hyperpolarisation
(10 nM) dieser Zellen in An-
bzw. Abwesenheit von ACU (1
µM) bzw. ACU (1 µM) in
Kombination mit Glibenclamid
(G; 10 µM), Charybdotoxin und
Apamin (CA; je 100 nM) oder
Ruthenium Rot (RR; 1 µM)
bestimmt. Die Darstellung
repräsentiert die Ergebnisse
von fünf unabhängigen
Messungen. Mittelwert±SEM).
**P<0.01 vs CTL Virus,.
**P<0.01 vs Solvent (Sol). 
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Wie bereits zuvor resultierte die Inhibition der sEH mittels ACU in einer Verlängerung 

der Agonisten-induzierten Hyperpolarisation in CYP 2C9-überexprimierenden Zellen 

(Abb.16 B). Dieser Effekt wurde sowohl durch Ruthenium Rot als auch durch die 

kombinierte Gabe von Charybdotoxin und Apamin aufgehoben, durch Glibenclamid 

aber nicht beeinflusst (Abb.16 B). 

Die Resultate implizieren, dass die endothelialen calciumabhängigen Kaliumkanäle 

massgeblich an der Bradykinin-induzierten Hyperpolarisation beteiligt sind. 

Darüberhinaus wird deutlich, dass diese Kanäle den Effekt der EET auf die 

Bradykinin-induzierte Hyperpolarisation vermitteln. 

Zudem deuten die Ergebnisse, erzielt durch den Einsatz von Ruthenium Rot, 

daraufhin, dass der TRPV4-Kanal entscheidenden Anteil an der EET-vermittelten 

Verlängerung der Agonisten- induzierten Hyperpolarisation haben könnte. In diesem 

Fall wäre der Effekt von EET auf das endotheliale Membranpotential nur indirekt und 

würde sekundär aus einer EET-vermittelten Verstärkung des Calciumeinstroms 

resultieren. Allerdings ist zu beachten, dass Ruthenium Rot kein „spezifischer“ 

Inhibitor des TRPV4-Kanals ist. So ist neben der Hemmung des mitochondrialen 

Ca2+-Uniporters (Bae et al. 2003) auch die Inhibition des Ryanodinrezeptors 

(Langhorst et al. 2004) durch Ruthenium Rot beschrieben. Selbst innerhalb der TRP-

Familie ist Ruthenium Rot nicht selektiv für den TRPV4-Kanal, sondern hemmt auch 

andere Kanäle der TRPV-Unterfamilie (Peier et al. 2002; Jordt et al. 2004).  

Aufgrund dieser unspezifischen Wirkungen von Ruthenium Rot konnte nicht mit 

letzter Sicherheit eine Aussage darüber getroffen werden, ob tatsächlich ein 

verstärkter Calciumeinstrom das initiale Ereignis innerhalb der in der vorliegenden 

Arbeit beschriebenen Effekte darstellt. Um diese Frage abschließend zu klären, 

wurde das Ausmaß der Beteiligung von Kca an der EET-abhängigen Verstärkung des 

Calciumeinstroms untersucht. Zu diesem Zweck wurden CYP 2C9-

überexprimierende bzw. mit Kontrollvirus behandelte HUVEC verwendet, die mit 

ACU sowie Charybdotoxin/Apamin bzw. einem Solvent vorbehandelt wurden. Wie 

zuvor zeigten die mit ACU behandelten und CYP 2C9-überexprimierenden HUVEC 

einen deutlich verstärkten Calciumeinstrom im Vergleich zu den mit ACU 

behandelten Kontrollzellen. Durch die kombinierte Inkubation mit Charybdotoxin und 

Apamin wurde die Verstärkung des Calciumeinstroms nach Hemmung der sEH in 

den CYP 2C9-überexprimierenden Zellen zwar abgeschwächt, aber nicht vollständig 
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gehemmt  (Daten nicht dargestellt). Dabei ist eine geringgradige Verminderung des 

Calciumeinstroms nicht verwunderlich, da durch Hemmung der Kca die treibende 

Kraft für den Calciumeinstrom erheblich verringert wird (Lückhoff & Busse 1990b). 

Zusammenfassend belegen diese Ergebnisse, dass EET einen verstärkten 

Calciumeinstrom, möglicherweise über den TRPV4-Kanal, in Endothelzellen 

induzieren, der zur Aktivierung von Kca und somit zur Verstärkung der endothelialen 

Hyperpolarisation führt. Somit stellt die Steigerung des Calciumeinstroms durch EET 

das initiale Ereignis dar, aus der erst sekundär die Verstärkung der 

Membranhyperpolarisation  hervorgeht. 

 

3.9. Einfluß von TRP-Kanälen 
Die oben beschriebenen Ergebnisse deuten daraufhin, dass die EET-abhängige 

Steigerung des kapazitiven Calciumeinstroms über den Kationenkanal TRPV4 

vermittelt wird. Vor dem Hintergrund, dass die PKA ebenfalls in die Verstärkung des 

kapazitiven Calciumeinstroms durch EET involviert ist, ist zu bedenken, dass die 

Aktivität von TRP-Kanälen, neben anderen Möglichkeiten, auch durch 

Phosphorylierung reguliert wird (Yao & Garland 2005). So besitzen nahezu alle TRP-

Kanäle Phosphorylierungsstellen sowohl für die Proteinkinase C (PKC) als auch für 

die PKA (Pedersen et al. 2005). Auch das TRPV4-Protein weist 

Phosphorylierungsstellen für PKA und PKC auf, allerdings konnte bislang noch keine 

PKA abhängige Phosphorylierung des Kanals gezeigt werden (Pedersen et al. 2005). 

Da aber zumindest theoretisch die Möglichkeit einer PKA-abhängigen 

Phosphorylierung des Kanals besteht, wurde untersucht, ob EET eine PKA-

abhängige Phosphorylierung des TRPV4-Kanals bewirken können. Zu diesem Zweck 

wurden Versuche an humanen embryonalen Nierenzellen (Human Embryonic Kidney 

Cells; HEK 293) durchgeführt, die nach erfolgreicher Kotransfektion ein TRPV4-myc-

Fusionsprotein in Kombination mit CYP 2C9 bzw. einem LacZ-myc- Fusionsprotein 

(Kontrolle) exprimierten (Abb.17). Diese Zellen wurden über 12 Stunden mit 

radioaktivem Phosphat markiert, um dann mit Arachidonsäure und ACU 

vorbehandelt zu werden. Daraufhin wurden die Zellen lysiert und das TRPV4-Protein 

immunpräzipitiert. Die Autoradiographie im Vergleich zum Western Blot zeigt 

deutlich, dass das TRPV4-Protein phosphoryliert vorliegt (Abb.17). Allerdings nahm 
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weder die CYP2C9-Überexpression noch die Vorinkubation der Zellen mit dem PKA-

Aktivator Sp-Adenosin-3‘,5‘-cyclisches Monophosphorothioat (Sp-cAMPs) bzw. mit 

den PKA-Inhibitoren H89 bzw. KT5720 Einfluss auf die Phosphorylierung des 

Kationenkanals (Abb.17).  

 

CTL KT Sp KT

32P

WB: Myc
LacZ -
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Abb.17:  Einfluss von PKA-Aktivierung und CYP 2C9-Überexpression auf die Phosphorylierung 
des TRPV4-Kanals. Repräsentative Autoradiographie (32P) und Western Blot (Myc), die die 
Phosphorylierung eines TRPV4-Myc-Fusionsproteins in TRPV4-Myc-Immunpräzipitaten aus 32P-
markierten HEK 293-Zellen zeigen. Die HEK 293-Zellen wurden zuvor mit einem TRPV4-Myc-
Überexpressionsplasmid in Verbindung mit einem CYP 2C9- bzw. einem Lac-Z-Myc-(Kontrolle) 
Überexpressionsplasmid kotransfiziert. Die Experimente wurden nach Inkubation mit Arachidonsäure 
(10 µM) und ACU (1 µM) und in An-bzw. Abwesenheit von Sp-cAMPS (10 µM), H89 (10 µM) sowie KT 
5720 (1 µM) durchgeführt. Dargestellt ist eine Abbildung die repräsentativ ist für zwei weitere 
Experimente. WB: Western Blot 

Dieses Ergebnis schließt sowohl eine CYP 2C-vermittelte als auch eine PKA-

abhängige Phosphorylierung des TRPV4-Proteins aus. Es besteht aber die 

Möglichkeit einer EET-abhängigen Modulation der TRPV4-Aktivität über einen 

anderen Mechanismus als die direkte Phosphorylierung des Proteins. 

Die Bedeutung des TRPV4-Kanals für zelluläre Effekte zu studieren ist im 

allgemeinen schwierig. Dies liegt zum einen darin begründet, dass es keinen Inhibitor 

mit einer besseren Selektivität für den TRPV4-Kanal als Ruthenium Rot gibt (Peier et 

al. 2002; Bae et al. 2003; Jordt et al. 2004). Zum anderen kommt ein si-RNA-Ansatz 

aufgrund der mangelnden Qualität der zu erwerbenden TRPV4-Antikörper nicht in 

Frage. Aus diesem Grund wurde nach einer anderen Möglichkeit gesucht, um 

selektiv die Rolle des TRPV4-Kanals innerhalb der hier beschriebenen, CYP 2C-

vermittelten Effekte zu studieren, bevor eine mögliche Interaktion zwischen EET und 
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dem TRPV4-Kanal weiter untersucht werden sollte. Als Modell wurden schließlich 

COS-7-Zellen gewählt, die nach erfolgreicher Kotransfektion CYP 2C9 in 

Kombination mit einem TRPV4-Myc-Fusionsprotein bzw. einem LacZ-Myc- 

Fusionsprotein (Kontrolle) exprimierten (Abb.18). Bei COS-7-Zellen handelt es sich 

um eine von Affennierenzellen abgeleitete Zelllinie, die durch Behandlung der Zellen 

mit dem Affenvirus SV 40 entstanden ist. Die Wahl fiel auf diese Zellen, weil in ihnen 

im unbehandelten Zustand weder die Expression von CYP 2C- noch TRPV4-mRNA  

nachgewiesen werden konnte, sie andererseits aber das sEH-Protein exprimieren 

(Fang et al. 2005). Die Zellen wurden in Abwesenheit von extrazellulärem Calcium 

mit Thapsigargin stimuliert und 400 Sekunden nach dieser Stimulation wurde 

Calcium extrazellulär zugegeben (Abb.18).  Es zeigte sich, dass die TRPV4- und 

CYP 2C9-exprimierenden Zellen die gleiche Thapsigargin-vemittelte Calciumantwort 

zeigten wie die Zellen, die CYP 2C9 in Verbindung mit Lac-Z, nicht aber das TRPV4-

Protein exprimierten (Abb. 19). 
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Die gemeinsame Überexpression von CYP 2C9 und

keinen Einfluss auf das Calciumsignalling, womit 

Proteins an den in der vorliegenden Arbeit 

unwahrscheinlich erschien. 

Allerdings ist nicht auszuschließen, dass entsche

welcher in HUVEC zu den CYP 2C-vermittelten E

fehlen. Aus diesem Grund wurde untersucht inwiefe

 

Abb.18:Kombinierte Überexpression
von CYP 2C9 und TRPV4 beeinflusst
den kapazitiven Calciumeinstrom
nicht. COS-7-Zellen exprimierten CYP
2C9 in Kombination mit einem TRPV4-
Myc-Fusionsprotein bzw. einem LacZ-
Myc- Fusionsprotein (Kontrolle). Die
Zellen wurden in Abwesenheit von
extrazellulärem Calcium mit
Thapsigargin (TG; 1 µM) stimuliert; 400
Sekunden nach dieser Stimulation
wurde Calcium (Endkonzentration: 1,5
mM) extrazellulär zugegeben. Die
Abbildung ist repräsentativ für vier
weitere Experimente. 
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mit dem spezifischen TRPV4-Aktivator 4α-PDD (4α-phorbol-12,13-Didecanoate) das 

Membranpotential dieser Zellen verändert. Auch dieser Versuch deutete auf eine 

fehlende TRPV4-Beteiligung hin, denn das Membranpotential der HUVEC wurde 

durch die Applikation von 4α-PDD nicht beeinflusst (Daten nicht gezeigt). Diese 

Ergebnisse werden bestätigt durch die Tatsache, dass die TRPV4-mRNA-Expression 

in HUVEC sehr variabel ist und die EET-vermittelten Effekte auch in HUVEC 

auftreten, in denen TRPV4-mRNA nicht exprimiert wird (Abb.19).  

β-actin

TRPV4-Oligopaar 1

TRPV4-Oligopaar 2

A B
HUVEC NKHUVEC NK

 

Abb.19: TRPV4-mRNA Ex-
pression in humanen
Endothelzellen. RT-PCR-
Produkte von 2
verschiedenen TRPV4-
Oligonukleotidpaaren und ß-
Actin aus Gesamt-RNA von
zwei voneinander
unabhängigen Proben
zweier unterschiedlicher
HUVEC P1-Isolationen (A
und B). Dargestellt sind die
Ethidiumbromid-gefärbten 
Gele. NK= Negativkontrolle  

 
Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse, dass eine Beteiligung des TRPV4-

Kanals an der EET-abhängigen Steigerung des kapazitiven Calciumeinstroms und 

der daraus folgenden Membranhyperpolarisation sehr unwahrscheinlich ist. 

Mit dieser Erkenntnis stellte sich erneut die Frage, über welchen Ionenkanal es EET-

vermittelt zu einem verstärkten endothelialen Calciumeinstrom kommt. Aus zwei 

Gründen erschienen insbesondere die Kanäle der TRPC-Unterfamilie als mögliche 

Kandidaten. Neben der Tatsache, dass sie, wie der TRPV4-Kanal, im Endothel 

exprimiert werden, werden die Mitglieder dieser Unterfamilie regelmäßig als 

speicherabhängige Calciumkanäle diskutiert (Wu et al. 2000; Liu et al. 2000; Brough 

et al. 2001). Es wurde daher im Folgenden untersucht, ob der TRPC3- bzw. der 

TRPC6-Kanal an der EET-abhängigen Modulation der [Ca2+]i beteiligt ist. 

Auch im Falle des TRPC3- bzw. TRPC6-Kanals wurde zuerst die Möglichkeit einer 

CYP 2C-vermittelten, PKA-abhängigen Phosphorylierung dieser beiden 

unspezifischen Kationenkanäle untersucht. Dazu wurde dieselbe Vorgehensweise 

gewählt wie bei den Phosphorylierungsstudien des TRPV4-Kanals. So wurden HEK 

293–Zellen verwendet, die nach erfolgreicher Kotransfektion ein TRPC3-Myc-
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Fusionsprotein bzw. TRPC6-V5-Fusionsprotein in Kombination mit CYP 2C9 bzw. 

einem LacZ-Myc- Fusionsprotein (Kontrolle) exprimierten (Abb.20). Nach 12-

stündiger Inkubation mit radioaktivem Phosphat wurden die Zellen mit 

Arachidonsäure und ACU vorbehandelt. Daraufhin wurden die Zellen lysiert und das 

TRPC3- bzw. TRPC6-Protein immunpräzipitiert. Aus der Autoradiographie im 

Vergleich zum Western Blot geht hervor, dass das TRPC3 bzw. TRPC6-Protein, 

ebenso wie das TRPV4-Protein, bereits im unstimulierten Zustand phosphoryliert 

vorliegt (Abb.20). Aber auch im Fall des TRPC3- bzw. TRPC6-Kanals nahm weder 

die Überexpression von CYP 2C9 noch die Vorinkubation der Zellen mit dem PKA-

Aktivator Sp-cAMPs bzw. mit dem PKA-Inhibitor KT5720 Einfluss auf die 

Phosphorylierung der Kationenkanäle (Abb.20). Somit ist auch für das TRPC3- bzw. 

TRPC6-Protein eine CYP 2C-vermittelte und/oder PKA-abhängige Phosphorylierung 

unwahrscheinlich.  

 

TrpC6 + CYP2C9

- V5

- 32P

Sol KT SpH89 IP: V5

A

B

TrpC3 + CYP2C9

- c-myc

- 32P

Sol KT Sp IP: MycH89

 

Abb.20: Einfluss von PKA-Aktivierung
und CYP 2C9-Überexpression auf die
Phosphorylierung von TRPC3 und
TRPC6. Repräsentative Autoradiographie
(32P) und Western Blot (Myc;V5), die die
Phosphorylierung eines (A) TRPC3-Myc-
Fusionsproteins und eines (B) TRPC6-V5-
Fusionsproteins in 32P-markierten HEK
293-Zellen zeigen. Die HEK 293-Zellen
wurden zuvor mit einem (A) TRPC3-Myc-
Überexpressionsplasmid bzw. einem (B)
TRPC6-V5-Überexpressionsplasmid in
Verbindung mit einem CYP 2C9-
Überexpressionsplasmid kotransfiziert. Die
Experimente wurden nach Inkubation mit
Arachidonsäure (10 µM) und ACU (10 µM)
und in Abwesenheit (Sol ) bzw. Gegenwart
von Sp-cAMPS (10µM), H89 (10 µM) sowie
KT 5720 (1 µM) durchgeführt. Dargestellt
ist eine Abbildung die repräsentativ ist für
zwei weitere Experimente. 

 
Die direkte Phosphorylierung eines Ionenkanals stellt nur eine Möglichkeit dar, 

mittels derer der Ionenstrom durch den entsprechenden Kanal reguliert werden kann. 

Im Hinblick auf die Regulation des Calciumeinstroms durch TRP-Kanäle scheint 

insbesondere der Translokation der Kanäle eine wichtige Bedeutung zu zukommen 

(Bezzerides et al. 2004; Singh et al. 2004; Cayouette et al. 2004). Aus diesem Grund 
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sollte im Folgenden der Einfluß der CYP 2C9-Überexpression und sEH-Inhibition auf 

die intrazelluläre Lokalisation des TRPC3- sowie des TRPC6-Kanals untersucht 

werden. Zu diesem Zweck wurden Versuche an HUVEC durchgeführt, die ein 

TRPC3-Myc-Fusionsprotein in Kombination mit CYP 2C9 bzw. lediglich das TRPC3-

Myc-Fusionsprotein exprimierten. Die Zellen wurden mit ACU vorbehandelt, um dann 

mit Ionomycin stimuliert zu werden. Ionomycin ist ein Calciumionophor und führt zu 

einem verstärkten Calciumeinstrom. Es ersetzt in diesem Versuch Bradykinin, 

welches nicht benutzt werden konnte, da die verwendeten HUVEC aufgrund einer 

höheren Passagierung den Bradykininrezeptor nicht mehr exprimierten. 

Unter basalen Bedingungen war das TRPC3-Myc-Fusionsprotein hauptsächlich 

perinukleär lokalisiert, wobei die Myc-spezifische Färbung der Zellmembran in CYP 

2C9-exprimierenden Endothelzellen im Vergleich zu den Kontrollzellen geringgradig 

verstärkt war (Abb.21). In Folge der Stimulation mit Ionomycin kam es zu einer 

Translokation des TRPC3-Myc-Fusionsproteins von der perinukleären Region an die 

Zellmembran (Abb.21). Die Translokation war dabei wesentlich ausgeprägter in den 

CYP 2C9-exprimierenden Endothelzellen als in den Kontrollzellen und konnte 

gehemmt werden durch Inkubation mit Rp-cAMPs (Abb.21). 

Um den Einfluß der CYP 2C9-Überexpression und sEH-Hemmung auf die 

intrazelluläre Lokalisation des TRPC6-Proteins zu untersuchen, wurde dieselbe 

Vorgehensweise gewählt wie zuvor bei dem TRPC3-Protein. Dabei zeigte sich, dass 

die Translokation des TRPC6-V5-Fusionsproteins nach Stimulation mit Ionomycin in 

CYP 2C9-überexprimierenden HUVEC im Vergleich zu den Kontrollzellen verstärkt 

war; dieser Effekt wurde durch Inhibition der PKA gehemmt (Daten nicht dargestellt). 

Somit zeigte auch der TRPC6-Kanal eine CYP 2C9- und PKA-abhängige 

Translokation, allerdings war der Effekt der CYP 2C9-Expression auf die 

Translokation des TRPC3-Kanal ausgeprägter. 
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Angesichts des Ausmaßes der CYP 2C9-abhängigen

sowie des TRPC6-Kanals an die Zelloberfläche, ist es

beschriebenen, EET-vermittelten Effekte auf dieser V

anzunehmen, dass es durch die CYP 2C-abhängige 

Kanals an die Zelloberfläche zu einem verstärkten C

kommt, welcher zu der Aktivierung der calciumabhängi

zu der Hyperpolarisation der Endothelzellen führt. 

 

 

Abb.21: Einfluß von CYP 2C9
Überexpression und PKA
Hemmung auf die
intrazelluläre Lokalisation von
TRPC3 in humanen
Endothelzellen. Nach der
Transfektion mit einem TRPC3-
Myc-Überexpressionsplasmid 
wurden HUVEC (P4) mit CYP
2C9 Sense- (CYP 2C9) bzw.
Antisense- (CTL Virus)
kodierenden Adenoviren infiziert.
48 Stunden später wurden die
Zellen mit ACU (10 µM; 30 min)
in An- bzw. Abwesenheit von Rp-
cAMPs (10 µM; 30 min) inkubiert
und mit Ionomycin (0,1µM; 15
min) bzw. Lösungsmittel (0,01%
EtOH; 15 min) stimuliert. Mittels
Immunhistochemie für c-Myc
wurde die intrazelluläre
Verteilung der überexprimierten
TRC3-Myc-Fusionsproteine (rot)
ermittelt. Eine zusätzliche
Färbung mit Phalloidin (blau)
zeigt das Actin-Zytoskelett. 
 Translokation des TRPC3 

 naheliegend, dass die hier 

erlagerung basieren. So ist 

Translokation des TRPC3-

alciumeinstrom in die Zelle 

gen Kaliumkanäle und somit 

53



Ergebnisse 
 
 

3.10. Einfluß von CYP 2C auf die Hyperpolarisation nativer  
Endothelzellen 
Das initiale Ereignis aller EDHF-vermittelter Effekte stellt eine Hyperpolarisation des 

Endothels dar, die infolge einer Aktivierung endothelialer SKca und IKca auftritt und 

aus der sekundär die Hyperpolarisation der glatten Gefäßmuskulatur hervorgeht. 

Diese Tatsache wurde lange Zeit als Argument gegen eine Anerkennung von EET 

als klassisches EDHF angeführt, denn zahlreiche Studien zeigen, dass EET zwar zu 

einer Hyperpolarisation von Endothelzellen (Baron et al. 1997) bzw. glatten 

Muskelzellen (Campbell et al. 1996) führen, diese Hyperpolarisation aber nicht wie 

bei den EDHF-vermittelten Effekten über SKCa und IKCa, sondern über BKCa vermittelt 

wird.  

Aus diesem Grund wurde ein Modell gesucht, anhand welchem einerseits untersucht 

werden konnte, inwiefern EET in der Lage sind, die Aktivität von SKCa und IKCa zu 

beeinflussen und andererseits eine Aussage über die Bedeutung der EET sowie der 

sEH für die Hyperpolarisation in vivo gemacht werden konnte. 

Zu diesem Zweck wurden native Endothelzellen (Schweinekoronarendothelzellen; 

PCAEC) ausgewählt. Die Verwendung nativer Endothelzellen bietet sich aus zwei 

Gründen an; einerseits exprimieren diese Zellen aufgrund ihres nativen Zustandes 

zwar das CYP 2C-Protein, nicht aber den BKCa, dessen Expression in 

Endothelzellen, im Gegensatz zu der Expression in glatten Muskelzellen, erst durch 

Kultivierung induziert wird (Gauthier et al. 2002b). Sowohl die Expression des CYP 

2C-Proteins als auch die mangelnde Expression des BKca in den hier verwendeten 

PCAEC konnte durch Western Blot-Analysen bestätigt werden (Abb. 22).  

72 hrs

PCAEC

48 hrs24 hrs4 hrs

BKCa

PECAM-1

 

Abb.22: Expression des BKCa in
nativen und kultivierten
Endothelzellen. BKCa Protein-
expression in Schweine-
koronarendothelzellen (PCAEC)
vier, 24, 48 und 72 Stunden nach
Beginn der Kultivierung. PECAM-1
zeigt die gleichmäßige Protein-
ladung. Der dargestellte Western
Blot ist stellvertretend für zwei
weitere Experimente. 
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Die Stimulation mit Bradykinin führte in den nativen Endothelzellen zu einer 

Membranhyperpolarisation, die sensitiv gegenüber einer Kombination der Toxine 

Apamin und Charybdotoxin war (Abb.23). Dabei ist Apamin ein spezifischer Inhibitor 

von SKCa, während Charybdotoxin IKCa und BKCa hemmt. Im Gegensatz dazu nahm 

Iberiotoxin, als ein spezifischer Inhibitor von BKCa keinen signifikanten Einfluss auf 

die Agonisten-induzierte Hyperpolarisation (Abb.23). Somit wird die Bradykinin-

induzierte Hyperpolarisation der PCAEC offensichtlich zum größten Teil durch SKca 

und IKca vermittelt, während Bkca nicht beteiligt sind. 
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Um die Bedeutung von CYP 2C für die Agon

Zellen evaluieren zu können, wurde der Ef

sEH-Inhibition auf die Bradykinin-vermi

untersucht. Dabei zeigte sich, dass die 

dieser Zellen durch die Behandlung mit Su

während die Hemmung der sEH zu einer V

Hyperpolarisation führte (Abb.24). Auch le

Sulfaphenazol (Abb.24). 

 

 

Abb. 23: Die Agonisten-induzierte
Hyperpolarisation von PCAEC ist sensitiv
gegenüber Sulfaphenazol sowie einer
Kombination von Charybdotoxin und
Apamin. Der Effekt von Sulfaphenazol
(Sulfa; 1 µM), einer Kombination von
Charybdotoxin und Apamin (CA; je 100 nM)
sowie von Iberiotoxin (IbTx, 100nM) auf die
Bradykinin-induzierte Hyperpolarisation (100
nM) von PCAEC. Die Kontrolle ist mit „Solv“
gekennzeichnet. Dargestellt ist die
statistische Zusammenfassung von 3-6
unabhängigen Messungen (Mittelwert±SEM).
isten-induzierte Hyperpolarisation dieser 

fekt der CYP 2C9-Hemmung sowie der 

ttelte Hyperpolarisation der PCAEC 

Bradykinin-induzierte Hyperpolarisation 

lfaphenazol vermindert wurde (Abb.24), 
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Abb. 24: Hemmung der
sEH verlängert die
Bradykinin- vermittelte
Hyperpolarisation in
PCAEC. Es wurde die
Bradykinin-induzierte 
Hyperpolarisation (Bk; 100
nM) von PCAEC in
Anwesenheit von Lösungs-
mittel (Solv), von ACU (1µM)
bzw. von  ACU (1µM) in
Kombination mit
Sulfaphenzol (Sulfa, 1µM)
bestimmt. Im oberen Teil (A)
sind repräsentative
Membranpotentialauf-
zeichnungen dargestellt, im
unteren Teil (B und C) finden
sich die entsprechenden
statistischen Zusammen-
fassungen von vier
unabhängigen Messungen. 

 
Zusammenfassend belegen diese Ergebnisse die Bedeutung von EET für die 

Hyperpolarisation nativer Endothelzellen und verdeutlichen zudem, dass EET 

Endothelzellen über eine Aktivierung von SKCa und IKCA hyperpolarisieren können. 

 

3.11. Einfluss von CYP 2C auf die Relaxation nativer Arterien 
 Die oben beschriebenen Daten belegen, dass EET durchaus in der Lage sind 

Endothelzellen über die alleinige Aktivierung von IKCa und SKCa zu hyperpolarisieren. 

Allerdings zeichnet sich ein Faktor, der als EDHF wirkt, dadurch aus, dass er neben 

dem Auslösen einer endothelialen Hyperpolarisation auch zu einer Dilatation von 

Arterien führt, die durch Charybdotoxin-/Apamin-Gabe gehemmt wird. 

Um dies zu klären und um die physiologische Relevanz unserer Ergebnisse 

beurteilen zu können wurde untersucht, in welchem Maße die Bradykinin-induzierte 

Relaxation isolierter, nativer Arterien durch CYP 2C-vermittelt wird und außerdem  

wie die CYP 2C-vermittelte Relaxation durch Inhibitoren unterschiedlicher Kca 

(Charybdotoxin, Apamin, Iberiotoxin) beeinflusst wird. 

Die Bradykinin-induzierte Relaxation wurde an isometrisch vorkontrahierten Ringen 

isolierter endothelintakter Schweinekoronararterien (PCA) bestimmt. Die Behandlung 
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der PCA-Segmente mit NωNitro-L-Arginin, einem Inhibitor der NOS, verminderte die 

Bradykinin-vermittelte Gefäßrelaxation nur in geringem Maße (Abb.25 A). Die nach 

der Inkubation mit NωNitro-L-Arginin verbleibende, NO-unabhängige Relaxation 

wurde durch die Inkubation mit Sulfaphenazol größtenteils aufgehoben (Abb.25 A). 

Neben der Verwendung von Sulfaphenazol zur Hemmung von CYP 2C wurde 

zusätzlich ein nicht-pharmakologischer Ansatz gewählt, indem untersucht wurde 

inwiefern die selektive Verminderung des CYP 2C Proteins einen Einfluss auf die 

EDHF-vermittelte Relaxation hat. Zu diesem Zweck wurden Antisense-

Oligonukleotide, die aus einer komplementären DNA-Sequenz des humanen CYP 

2C8/9 (GAGGAGTGGGGCCAGGAGGGAG) stammen, generiert. Diese DNA-

Sequenz befindet sich 50 Basenpaare unterhalb der Translationsinitiierungsstelle 

inmitten der kodierenden Region. Homologie besteht nur für Sequenzen innerhalb 

der CYP 2C-Familie, welche das CYP 2C34 des Schweines mit einbezieht. 

Antisense-Oligonukleotide führten zu einer deutlichen Verminderung der CYP 2C- 

Expression in den Endothelzellen der PCA (Daten nicht dargestellt). Die NO-

unabhängige Relaxation wurde durch die Behandlung der PCA-Ringe mit Antisense-

Oligonucleotiden, ebenso wie zuvor durch die Inkubation mit Sulfaphenazol, zu 

einem erheblichen Teil gehemmt (Abb.25 A). Um einen unspezifischen Effekt des 

Transfektionsreagenzes bzw. der Nucleinsäuren auszuschließen, wurde ein 

Vorversuch mit Liposomen und Nonsense-Oligonucleotiden durchgeführt. Dabei 

zeigte sich, dass die Inkubation mit den Komplexen aus Liposomen und Nonsense-

Oligonukleotiden weder einen Einfluss auf die Vorkontraktion noch auf die maximale 

Relaxation der Gefäßringe hatte (Daten nicht gezeigt).  

Im Ganzen belegen diese Versuche, dass ein Großteil der Agonisten-vermittelten 

Relaxation von PCA nicht auf einer Aktivierung der NOS, sondern auf der Wirkung 

von CYP 2C basiert.  
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Abb.25: Kombinierte Inhibition von IKCa und SKCa  hemmen die CYP 2C-vermittelte Relaxation 
in PCA. PCA wurden in Ringe geschnitten und im Organbad mit dem Thromboxananalogon U46619 
vorkontrahiert. Durch kumulative Applikation von Bradykinin wurde die endothelabhängige Agonisten-
induzierte Relaxation bestimmt. A, Die PCA-Ringe stammten entweder von unbehandelten 
Segmenten oder von PCA die mit Antisense-Oligonukleotiden (CYP 2C AS) vorbehandelt worden 
waren. Die endothelabhängige Bradykinin-induzierte Relaxation aller PCA-Ringe wurde in Gegenwart 
von Lω-Nitro-L-Arginin (300 µM), im Falle der unbehandelten PCA-Ringe zusätzlich noch in An- (L-NA) 
bzw. Abwesenheit von Sufaphenazol (L-NA+Sulfa; 1 µM) bestimmt. B, Die endothelabhängige 
Bradykinin-induzierte Relaxation der PCA-Ringe wurde in Gegenwart von Lω-Nitro-L-Arginin (L-NA; 
300 µM) bzw. von Lω-Nitro-L-Arginin (300 µM) in Kombination mit Iberiotoxin (IbTx; 100 nM), 
Charybdotoxin (CbTx; 100 nM) oder Charybdotoxin und Apamin (CbTx/Apa; je 100 nM) bestimmt. 

Um zu untersuchen welche Kaliumkanäle an dieser CYP 2C-abhängigen Relaxation 

beteiligt sind, wurde die NO-unabhängige Relaxation der PCA in Anwesenheit von 

Inhibitoren unterschiedlicher Kca (Charybdotoxin, Apamin, Iberiotoxin) bestimmt. 

Dabei zeigte sich, dass die NO-unabhängige Relaxation der PCA durch die 

kombinierte Gabe der Toxine Charybdotoxin und Apamin fast vollkommen gehemmt 

wurde, während Iberiotoxin keinen Effekt hatte (Abb.25 B). 

Aus diesen Daten wird deutlich, dass diese CYP 2C-abhängige Relaxation vermittelt 

wird über die Aktivierung von SKca und IKca, womit das Enzym CYP 2C die Kriterien 

einer EDHF-Synthase erfüllt. 
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3.12. Bedeutung der sEH für die Kontrolle der EHDF-vermittelten  
Relaxation 
Um sicherzustellen, dass die verminderte Relaxation nach Inhibition von CYP 2C 

tatsächlich auf der Hemmung der EET-Synthese basiert, wurde der Effekt der sEH-

Inhibition auf  die Relaxation der nativen PCA untersucht. Mit diesen Versuchen 

sollte auch die Bedeutung der sEH für das Gefäßsystem unter möglichst 

physiologischen Bedingungen erfaßt werden. Die Behandlung der PCA-Segmente 

mit ACU rief keine Veränderung der kombinierten EDHF-/NO-vermittelten Relaxation 

hervor (Abb.26). Im Gegensatz dazu war die EDHF-vermittelte Relaxation nach der 

Inkubation mit ACU verstärkt (Abb.26). 
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Abb. 26: Die Inhibition der sEH verstärkt die EDHF-vermittelte Relaxation in Koronararterien 
des Schweines (PCA). A und B, PCA wurden unmittelbar nach der Isolation in Ringe geschnitten und 
in einer Organbadanlage nach Vorkontraktion mit U46619 (0,1-1 µM) untersucht. Bestimmt wurde die 
endothelabhängige Bradykinin-induzierte Relaxation. Die Experimente wurden in An- oder 
Abwesenheit von ACU (1 µM) durchgeführt. B, EDHF-vermittelte Relaxationen wurden in Gegenwart 
von Nω-Nitro-L-Arginin (300 µM) bestimmt. Die Ergebnisse sind jeweils als statistische 
Zusammenfassung von je 6 voneinander unabhängigen Versuchen dargestellt. 

Diese Versuch belegen, ebenso wie die Versuche an kultivierten Endothelzellen, die 

Bedeutung der sEH für das Ausmaß EET-vermittelter Effekte. Da diese Ergebnisse 

durch Untersuchungen an nativen Arterien erhalten wurden, ist davon auszugehen, 

dass der sEH auch in vivo eine große Bedeutung in der Kontrolle der biologischen 

Wirkung der EET und somit für die vaskuläre Homöostase zukommt. 
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4. Diskussion 

4.1. Ist der Calcium Influx Factor ein EET? 
Die in der vorliegenden Arbeit erhobenen Befunde dokumentieren die Bedeutung des 

endothelialen Enzyms CYP 2C9 und seiner, aus Arachidonsäure gebildeten 

Produkte, den EET, für das endotheliale Calciumsignalling und das endotheliale 

Membranpotential. Darüber hinaus konnte nachgewiesen werden, dass EET in den 

Koronararterien des Schweines die Kriterien eines klassischen EDHF erfüllen. Nicht 

zuletzt gibt die Arbeit Hinweise auf die zentrale Bedeutung der sEH für die Kontrolle 

der biologischen Wirkung von EET und somit für die vaskuläre Homöostase. 

Erste Untersuchungen, die belegen, dass EET in der Lage sind die [Ca2+]i nicht-

erregbarer Zellen zu beeinflussen, wurden bereits Mitte der 80-iger Jahre an Zellen 

der Hypophyse durchgeführt (Snyder et al. 1986). Dieser Studie folgten bis heute 

zahlreiche weitere, die zeigen, dass EET das Calciumsignalling verschiedenster 

Zelltypen einschließlich Thrombozyten, Fibroblasten, glatten Muskelzellen, 

Endothelzellen etc., modulieren (Alvarez et al. 1991; Alonso et al. 1991; Sargeant et 

al. 1992; Alonso-Torre et al. 1993; Fang et al. 1999). Trotz dieser Veröffentlichungen 

gab es immer wieder Zweifel bezüglich des Einflusses von EET auf das 

Calciumsignalling.  

Dies liegt zum einen darin begründet, dass ein Großteil der Studien auf der 

Verwendung unspezifischer CYP-Inhibitoren basiert. Diese Substanzen hemmen 

neben den verschiedenen CYP P450-Enzymen auch Kca (Alvarez et al. 1992). Eine 

Hemmung von Kca nimmt aber immer auch negativen Einfluss auf den kapazitiven 

Calciumeinstrom (Lückhoff & Busse 1990a).  

Zum anderen wurde die Aussagekraft der Veröffentlichungen dadurch eingeschränkt, 

dass Zellen verwendet wurden, die keine oder nur in geringem Maße eine CYP-

Epoxygenase exprimieren. So haben die Autoren vieler Studien nicht beachtetet, 

dass Endothelzellen zwar in situ das CYP 2C Protein exprimieren, die Expression mit 

Beginn der Kultivierung aber so rapide sinkt, dass nach 24-stündiger Kultivierung nur 

noch geringe Mengen der CYP 2C-mRNA zu detektieren sind (Fisslthaler et al. 

1999). Die wenigen Studien, die diese Tatsache berücksichtigen, basieren nicht auf 

einem Überexpressionssystem, sondern auf der pharmakologischen Induktion der 
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Enzymexpression, womit Eigeneffekte der verwendeten Substanzen nicht 

ausgeschlossen werden konnten. 

Nicht zuletzt wurde außer Acht gelassen, dass CYP-Epoxygenasen eine biologisch 

relevante ROS-Quelle darstellen (Fleming et al. 2001). Sauerstoffradikale aber 

beeinflussen die [Ca2+]i auf vielfältige Weise. So konnte gezeigt werden, dass 

Sauerstoffradikale in Endothelzellen eine Calciumfreisetzung aus intrazellulären 

Speichern sowie einen verstärkten Einstrom von Calcium aus dem Extrazellulärraum 

bewirken (Graier et al. 1998). Zudem ist durch zahlreiche Studien belegt, dass 

verschiedene TRP-Kanäle, u.a. der TRPC3-Kanal (Balzer et al. 1999), der TRPC4-

Kanal (Groschner et al. 2004), der TRPM2-Kanal (Hara et al. 2002) und der TRPM7-

Kanal (Aarts et al. 2003), durch oxidativen Stress aktiviert werden. Da dieser 

Sachverhalt nicht berücksichtigt wurde, ist nicht geklärt, ob die beschriebenen CYP-

vermittelten Effekte bezüglich des Calciumsignallings auf der Bildung von EET oder 

auf der Produktion von ROS beruhen. 

Aufgrund dieser offensichtlichen Schwachstellen in der Beweisführung wurde in der 

vorliegenden Arbeit die Bedeutung der EET für das endotheliale Calciumsignalling 

mittels unterschiedlicher Methoden neu evaluiert. Zu ihnen gehörten neben der 

pharmakologischen Induktion auch die Überexpression des CYP 2C-Proteins, durch 

die eine angemessene endogene EET-Synthese sichergestellt werden konnte. Die 

Selektivität der Effekte wurde überprüft, indem ein spezifischer CYP 2C9-Inhibitor, 

ein Hemmstoff der EET-Degradation sowie ein EET-Antagonist verwendet wurden. 

Durch die Kombination dieser unterschiedlichen Ansätze konnte in der vorliegenden 

Arbeit die Bedeutung der EET für das endotheliale Calciumsignalling nachgewiesen 

werden.  

Nachdem die grundsätzliche Frage nach einer Modulation des endothelialen 

Calciumsignallings durch EET bejaht werden konnte, sollte geklärt werden, welche 

Phase der Agonisten-induzierten Calciumantwort EET beeinflussen. Beim Studium 

der Literatur wird deutlich, dass kein Konsens darüber besteht, ob der EET-

vermittelte Anstieg der [Ca2+]i auf einem verstärkten (kapazitiven) Calciumeinstrom in 

die Zelle oder einer vermehrten Entleerung der intrazellulären Speicher 

zurückzuführen ist. So konnte gezeigt werden, dass EET und im Besonderen 5,6-

EET eine Freisetzung von Calcium aus intrazellulären Speichern bewirken (Snyder et 

al. 1986; Madhun et al. 1991). Im Gegensatz dazu stehen Veröffentlichungen, die in 
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verschiedenen Zelltypen (Hildebrandt et al. 1995; Graber et al. 1997; Fang et al. 

1999), einschließlich Endothelzellen (Graier et al. 1995; Xie et al. 2002), eine 

Beeinflussung des kapazitiven Calciumeinstroms durch EET berichten. Außerdem ist 

zumindest für das 5,6-EET-Regioisomer beschrieben, dass es zu einem verstärkten 

Calciumeinstrom in Endothelzellen führt und zwar ohne die vorherige Entleerung 

intrazellulärer Calciumspeicher (Graier et al. 1995; Watanabe et al. 2003; Vriens et 

al. 2005).  

Bei der Interpretation der Studien ist zu bedenken, dass ein Großteil der 

Veröffentlichungen die Wirkung exogen applizierter EET untersucht. Nur ein geringer 

Teil der Studien basiert auf der Behandlung von Zellen mit CYP-Induktoren, wie z.B. 

ß-Naphtoflavon (Graier et al. 1995) oder Dexamethason und Clofibrat (Hoebel et al. 

1997), um die Wirkungen endogen generierter EET auf das zelluläre 

Calciumsignalling zu erfassen. Insbesondere die Unterschiede bezüglich des 

„Applikationsortes“ könnten aber ein entscheidender Grund für die widersprüchlichen 

Ergebnisse sein und wären nicht die ersten Hinweise darauf, dass sich die 

Wirkungsweise endogen generierter EET erheblich von der Wirkungsweise exogen 

applizierter EET unterscheidet (siehe unten). Aus diesem Grund basiert die 

vorliegende Arbeit auf einer Steigerung der intrazellulären Produktion von EET, die 

entweder durch die pharmakologische Induktion des CYP 2C-Proteins oder durch 

eine adenoviral vermittelte Überexpression von CYP 2C9 erreicht wurde. Des 

weiteren wurde gezielt zwischen einer Entleerung der intrazellulären 

Calciumspeicher und einem Calciumeinstrom aus dem Extrazellulärraum 

unterschieden, um aufzuklären welche Phase der Calciumantwort durch EET 

beeinflusst wird. Durch die Kombination dieser Ansätze konnte gezeigt werden, dass 

die Modulation des endothelialen Calciumsignallings durch EET auf einer 

Verstärkung des kapazitiven Calciumeinstroms beruht.  

Ebenso kontrovers wie die Frage danach, welche Phase der Calciumantwort durch 

EET moduliert wird, wird die Frage diskutiert, welches der vier EET-Regioisomere 

den größten Einfluss auf die [Ca2+]i nimmt. Von allen EET-Regioisomeren ist 5,6-EET 

das Regioisomer, welches am häufigsten mit einer Modulation des 

Calciumsignallings in Verbindung gebracht wird, während den Regioisomeren 8,9-, 

11,12- und 14,15-EET, zumindest nach exogener Applikation, eine geringere 

Bedeutung beigemessen wird (Force et al. 1991; Madhun et al. 1991). Allerdings 
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sprechen die in der vorliegenden Arbeit beschriebenen Ergebnisse gegen die 

Annahme, dass der Agonisten-vermittelte Calciumeinstrom in Endothelzellen 

hauptsächlich durch das 5,6 EET-Regioisomer reguliert wird. So werden durch die 

überexprimierte CYP 2C-Epoxygenase vor allem 11,12- und 14,15-EET gebildet 

(Rifkind et al. 1995; Michaelis et al. 2005), aber nur sehr wenig 5,6-EET. 

Desweiteren wird das 5,6-EET-Regioisomer hauptsächlich durch die 

Cyclooxygenase, aber nur in sehr geringem Maße durch die sEH verstoffwechselt 

(Carroll et al. 1992). Somit ist nach Inhibition der sEH keine nennenswerte Erhöhung 

der 5,6-EET-Konzentration zu erwarten. Aus diesen Gründen kann die in der 

vorliegenden Arbeit beschriebene Steigerung des kapazitiven Calciumeinstroms 

nach sEH-Hemmung, nicht auf das 5,6-EET-Regioisomer zurückzuführen sein. 

Stattdessen ist es wahrscheinlicher, dass die hier diskutierten Effekte auf der 

Wirkung der 8,9-, 11,12- und 14,15-EET-Regioisomere basieren. Diese Annahme 

wird unterstützt durch Studien, die zeigen, dass nicht nur die exogene Applikation 

von 5,6-EET, sondern auch von 8,9- und 11,12-EET zu einem verstärkten 

Calciumeinstrom, z.B. über eine Aktivitätszunahme des TRPV4-Kanals, führen 

(Watanabe et al. 2003; Vriens et al. 2005; Earley et al. 2005). 

Nachdem in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden konnte, dass EET den 

kapazitiven Calciumeinstrom in Endothelzellen verstärken, stellte sich die Frage, 

welche Signalwege den EET-vermittelten Effekten zugrunde liegen. Obwohl gezeigt 

wurde, dass EET intrazelluläre Signaltransduktionsmoleküle darstellen und als 

solche eine Reihe von Signalwegen beeinflussen (Fleming 2001; Roman 2002), ist 

die Aufklärung der molekularen Mechanismen schwierig. In einigen Studien an 

monozytären Zellinien wurde auf der Basis von EET-Bindungsstudien ein EET-

Rezeptor vorgeschlagen (Wong et al. 1993; Wong et al. 1997; Wong et al. 2000). 

Ferner wird die Hypothese diskutiert, dass es durch Veresterung von EET mit Lipiden 

zur Inkorperation in die Plasmamembran kommt, wodurch die Aktivität bestimmter 

Kanäle (Chen et al. 1999; Zhang et al. 2001) und Effektormoleküle, wie der ADP- 

Ribosyltransferasen (Li et al. 1999) oder des GTP-bindenden Proteins Ras (Muthalif 

et al. 2001) moduliert wird. Ein dritter postulierter Weg für die EET-induzierte 

Zellaktivierung beinhaltet die Aktivierung des EGF-Rezeptors. Zusammenfassend 

bleibt zu sagen, dass es zwar zahlreiche Hypothesen darüber gibt, wie EET die 

Effekte auf Signaltransduktionswege initiieren könnten, aber bislang konnte weder 

 63



Diskussion 
 
 

ein spezifischer EET-Rezeptor noch ein EET-Bindungsmolekül überzeugend 

identifiziert werden. Nicht zuletzt aufgrund der Tatsache, dass EET einen Anstieg der 

intrazellulären cAMP-Konzentration bewirken, gilt ein GαS-gekoppelter            

(Orphan-)Rezeptor als wahrscheinlichster Kandidat für den Posten des 

extrazellulären EET-Rezeptors. 

Zahlreiche Wirkungen von EET werden auf diesen Anstieg der cAMP-Konzentration 

und die darauf folgende Aktivierung der PKA zurückgeführt. So ist die PKA involviert 

in der 11,12-EET vermittelten Vasodilatation von afferenten Arteriolen 

juxtamedullärer Nephrone (Imig et al. 1999). Ferner beruht die EET-vermittelte 

Verstärkung der interendothelialen Kommunikation über gap-junctions auf einem 

Anstieg von cAMP und der darauf folgenden Aktivierung der PKA (Popp et al. 2002).  

Die in der vorliegenden Arbeit beschriebenen Ergebnisse deuten daraufhin, dass 

auch die EET-vermittelte Steigerung des kapazitiven Calciumeinstroms und die 

nachfolgende Modulation des Membranpotentials in Endothelzellen auf einer 

Aktivierung der PKA beruht. Dabei ist das Konzept einer PKA-abhängigen Regulation 

des kapazitiven Calciumeinstroms nicht neu und wurde bereits für verschiedene 

Zelltypen einschließlich Lymphozyten (De la Rosa et al. 2001) und Astrozyten (Ju et 

al. 2003) beschrieben. Letzterer Studie ist besondere Beachtung zu schenken, da 

sich Astrozyten besonders gut eignen, um den Einfluß von CYP 2C auf biologische 

Funktionen im Allgemeinen und auf das zelluläre Calciumsignalling im Besonderen 

zu untersuchen. Dies liegt zum einen darin begründet, dass Astrozyten das CYP 2C-

Protein in hohem Maße exprimieren  (Alkayed et al. 1996; Malaplate-Armand et al. 

2005) und so EET in biologisch wirksamen Konzentrationen bilden (Murphy et al. 

1988; Amruthesh et al. 1993; Munzenmaier & Harder 2000). Zum anderen wird der 

kapazitive Calciumeinstrom in Astrozyten zu einem großen Teil durch EET vermittelt 

(Rzigalinski et al. 1999). Diese Studie ist im völligen Einklang mit der hier 

vorliegenden Arbeit, denn die Autoren zeigen, neben der Tatsache, dass der 

kapazitive Calciumeinstrom durch PKA positiv reguliert wird, auch, dass er gehemmt 

wird durch Behandlung der Zellen mit dem nicht-selektiven CYP P450-Inhibitor 

Miconazol (Lin Wu et al. 1999; Ju et al. 2003).   

Trotz der Tatsache, dass der PKA in der Regulation des kapazitiven 

Calciumeinstroms bestimmter Zelltypen eine zentrale Bedeutung beigemessen wird, 

ist der zugrunde liegende Mechanismus nicht bekannt. Allerdings sind die 
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Möglichkeiten vielfältig und da eine Membranhyperpolarisation immer auch die 

treibende Kraft für den Calciumeinstrom erhöht (Lückhoff & Busse 1990a) könnte die 

hier beschriebene EET-vermittelte und PKA-abhängige Verstärkung des 

Calciumeinstroms nur die indirekte Folge einer verstärkten 

Membranhyperpolarisation sein. Dies ist insbesondere deshalb denkbar, weil eine 

Beeinflussung verschiedener Kaliumkanäle sowohl durch EET als auch durch die 

PKA beschrieben wurde (Zou et al. 1996b; Lu et al. 2001; Tian et al. 2004; Ye et al. 

2005; Lu et al. 2005; Ren et al. 2006). Allerdings konnte in der vorliegenden Arbeit 

durch den Einsatz von Inhibitoren unterschiedlicher Kaliumkanäle gezeigt werden, 

dass EET direkten Einfluss auf den kapazitiven Calciumeinstrom in Endothelzellen 

nehmen. Des weiteren lassen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit vermuten, 

dass die Effekte der EET auf die endotheliale Hyperpolarisation nur indirekt sind. So 

liegt der Schluss nahe, dass es durch die EET vermittelte Steigerung des kapazitiven 

Calciumeinstroms und die daraus folgende Erhöhung der [Ca2+]i zu einer Aktivierung 

von KCa kommt, aus der die Hyperpolarisation der Membran resultiert. 

Eine weitere Möglichkeit, wie die Aktivierung der PKA zu einem verstärkten 

Calciumeinstrom führen könnte, stellt die Aktivierung eines TRP-Kanals  über dessen 

direkte Phosphorylierung dar. Nahezu alle TRP-Proteine weisen 

Phosphorylierungsstellen für unterschiedliche Kinasen, PKC und PKA 

eingeschlossen, auf (Mohapatra & Nau 2003; Bhave et al. 2003). Dabei kann die 

Phosphorylierung der Kationenkanäle sowohl zu einer Senkung als auch zu einer 

Steigerung der Aktivität führen (Yao & Garland 2005). In Bezug auf den TRPV1-

Kanal (De Petrocellis et al. 2001; Rathee et al. 2002; Distler et al. 2003) sowie den 

TRPV2-Kanal (Stokes et al. 2004) konnte bereits mehrfach gezeigt werden, dass die 

PKA-abhängige Phosphorylierung dieser Proteine zu einem Anstieg des TRPV1- 

bzw. TRPV2-abhängigen Calciumeinstroms führt. Die Interaktion zwischen PKA und 

dem jeweiligen Kanalprotein (TRPV1/2) ist dabei nicht direkt, sondern wird über ein 

Proteinkinase A-Ankerprotein (AKAP) (Distler et al. 2003; Stokes et al. 2004) 

vermittelt. Die Autoren lassen offen, ob der verstärkte Calciumeinstrom auf einer 

Steigerung der Öffnungswahrscheinlichkeit dieser Kanäle oder auf einem anderen 

Mechanismus, wie z.B. einer verstärkten Expression des jeweiligen Kanals an der 

Zelloberfläche basiert. Für letzteren Mechanismus spricht die Tatsache, dass kürzlich 
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eine cAMP-abhängige Translokation des TRPV2-Kanals an die Zellmembran 

berichtet wurde (Stokes et al. 2005). 

Neben Kanälen der TRPV-Unterfamilie wurde auch für den TRPM7-Kanal eine PKA-

abhängige Aktivitätssteigerung berichtet (Takezawa et al. 2004). Im Gegensatz dazu 

konnte für die Mitglieder der TRPC-Unterfamilie bisher noch keine PKA-abhängige 

Phosphorylierung nachgewiesen werden. Dennoch ist eine Modulation dieser Kanäle 

durch PKA wahrscheinlich, denn neben Phosphorylierungsstellen für PKA besitzen 

z.B. der TRPC4- bzw. TRPC5-Kanal C-terminal eine Bindungsstelle für den NHE 

Regulierenden Faktor (NHERF). NHERF ist ein Protein, dessen Rolle, ähnlich der 

eines AKAPs, unter anderem darin besteht, eine Verbindung zwischen PKA und 

deren Substraten zu ermöglichen (Weinman et al. 2000; Shenolikar et al. 2004). 

Zusammenfassend belegen diese Veröffentlichungen, dass die Phosphorylierung 

von TRP-Kanälen eine verbreitete Möglichkeit darstellt, um die Aktivität dieser 

Kanäle zu regulieren. 

Vor diesem Hintergrund lag es nahe die Rolle des TRPV4-Kanals zu studieren, denn 

einerseits besitzt dieses Protein Phosphorylierungsstellen für PKA (Pedersen et al. 

2005) und andererseits wurde eine Aktivierung des Kanals durch verschiedene EET- 

Regioisomere beschrieben (Watanabe et al. 2003; Earley et al. 2005). 

In der vorliegenden Arbeit konnte jedoch gezeigt werden, dass die EET-vermittelten 

Effekte, die hier beschrieben werden, nicht auf einer Aktivierung des TRPV4-Kanals 

beruhen. Einen ersten Hinweis darauf lieferte die Tatsache, dass weder die 

Überexpression von CYP 2C9 noch die Vorinkubation der Zellen mit einem PKA-

Aktivator bzw. PKA-Inhibitor Einfluss auf die Phosphorylierung des Kationenkanals 

nahm, womit sowohl eine CYP 2C-vermittelte als auch eine PKA-abhängige 

Phosphorylierung des TRPV4-Proteins ausgeschlossen werden konnte.  

Nicht auszuschließen ist hingegen, dass die TRPV4-Aktivität über einen anderen 

Mechanismus als die direkte Phosphorylierung moduliert wird. Aus diesem Grund 

wurden weitere Versuche durchgeführt, um die Bedeutung des TRPV4-Kanals für die 

in der vorliegenden Arbeit beschriebenen Effekte aufzuklären. Aber auch die 

gleichzeitige Überexpression des TRPV4- und des CYP 2C9-Proteins resultierte 

nicht in einer Zunahme des Calciumeinstroms in diesen Zellen im Vergleich zu den 

TRPV4-exprimierenden Kontrollzellen. Zudem zeigte die Stimulation von HUVEC mit 
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dem TRPV4-Aktivator 4-α-PDD keine Auswirkungen auf das Membranpotential 

dieser Zellen. Nicht zuletzt zeigte sich, dass die TRPV4-mRNA-Expression in 

HUVEC sogar innerhalb derselben Charge sehr variabel ist und die EET-vermittelten 

Effekte auch in HUVEC auftreten, die das TRPV4-Protein nicht exprimieren. Im 

Ganzen belegen diese Ergebnisse, dass die hier beschriebenen Effekte auf der 

Aktivierung eines anderen Kationenkanals als dem TRPV4-Kanal beruhen. Auf 

diesen Sachverhalt deutet auch eine weitere Studie hin. So führt die Inhibition der 

sEH durch ACU auch in Endothelzellen von TRPV4-/- -Mäusen zu einem signifikant 

verstärkten Calciumeinstrom. Dieser Sachverhalt ist am ehesten durch die Existenz 

eines weiteren EET-sensitiven TRP-Kanals zu erklären (Vriens et al. 2005). 

Mit dieser Erkenntnis stellte sich erneut die Frage, welcher Ionenkanal für den 

verstärkten endothelialen Calciumeinstrom durch EET verantwortlich ist. Aus zwei 

Gründen erschienen insbesondere die Kanäle der TRPC-Unterfamilie als mögliche 

Kandidaten. Neben der Tatsache, dass sie, wie der TRPV4-Kanal, im Endothel 

exprimiert werden, werden die Mitglieder dieser Unterfamilie regelmäßig als 

speicherabhängige Calciumkanäle diskutiert (Moore et al. 1998; Wu et al. 2000; Liu 

et al. 2000). Es wurde daher untersucht, ob der TRPC3- bzw. der TRPC6-Kanal an 

der EET-abhängigen Modulation der [Ca2+]i beteiligt ist. Auch im Falle des TRPC3- 

bzw. TRPC6-Kanals wurde zuerst die Möglichkeit einer CYP 2C- vermittelten, PKA-

abhängigen Phosphorylierung der beiden Kationenkanäle untersucht. Allerdings 

konnte auch für diese Kanäle weder eine CYP 2C-vermittelte noch eine PKA-

abhängige Phosphorylierung nachgewiesen werden.  

Die direkte Phosphorylierung eines Ionenkanals stellt natürlich nur eine Möglichkeit 

dar, mittels derer der Ionenstrom durch den entsprechenden Kanal reguliert werden 

kann. Im Hinblick auf TRP-Kanäle scheint insbesondere der Translokation eine 

Bedeutung für die Regulation des Calciumeinstroms durch die häufig konstitutiv-

aktiven Kanäle zu zukommen. So konnte gezeigt werden, dass die Stimulation von 

Neuronen mit Wachstumsfaktoren zu einer raschen Translokation und Insertion des 

TRPC5-Kanals in die Plasmamembran führt (Bezzerides et al. 2004). Darüber hinaus 

konnte gezeigt werden, dass die Entleerung des ER nach Stimulation mit Carbachol 

bzw. Thapsigargin zur Translokation des TRPC3- bzw. TRPC6-Kanals an die 

Plasmamembran führt (Singh et al. 2004; Cayouette et al. 2004). Vor dem 

Hintergrund dieser Studien wurde untersucht inwiefern die Expression von CYP 2C 
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und die Hemmung der sEH die intrazelluläre Lokalisation des TRPC3-Kanals sowie 

des TRPC6-Kanals beeinflussen. Dabei zeigte sich, dass es infolge einer Erhöhung 

der [Ca2+]i zu einer Verlagerung des TRPC3- sowie des TRPC6-Kanals aus dem 

perinukleären Raum in die Plasmamembran kommt. Diese Translokation war in CYP 

2C-exprimierenden Zellen im Vergleich zu den Kontrollzellen deutlich verstärkt und 

wurde durch Inhibition der PKA verhindert. So ist anzunehmen, dass es durch die 

CYP 2C-abhängige Translokation des TRPC3-Kanals an die Zelloberfläche zu einem 

verstärkten Calciumeinstrom in die Zelle kommt, welcher zu der Aktivierung von KCa 

und somit zu der Hyperpolarisation der Endothelzellen führt. 

Die genauen Mechanismen, welche der Translokation von TRP-Kanälen zugrunde 

liegen sind noch weitgehend ungeklärt. Zumindest im Falle der TRP-Kanäle TRPC1, 

TRPC3, TRPC4 sowie TRPV6 ist zu vermuten, dass an dieser Translokation 

Caveolae beteiligt sind, da für diese Kanäle bereits in verschiedenen Zelltypen eine 

Assoziation mit Caveolae beschrieben wurde (Lockwich et al. 2001; Nilius et al. 

2003; Uehara 2005). In Bezug auf den TRPC1-Kanal konnte nicht nur dessen 

Assoziation mit Caveolae gezeigt werden, sondern auch, dass in Zellen der 

Speicheldrüse die Insertion dieses Kanals in die Plasmamembran Caveolin-1-

abhängig ist und diese Insertion den kapazitiven Calciumeinstrom in diesen Zellen 

vermittelt (Brazer et al. 2003). 

Darüberhinaus konnte im Falle des TRPC3-Kanals gezeigt werden, dass für die 

Translokation des Kanals die Anwesenheit von VAMP2 (vesicle-associated 

membrane protein 2), notwendig ist (Singh et al. 2004). VAMP2 zählt zu den 

SNARE-Proteinen, welche eine zentrale Rolle in der Exozytose spielen, indem sie 

über die Bildung eines SNARE-Komplexes die Anlagerung sowie die Fusion von 

Vesikeln mit der Plasmamembran vermitteln. Vor dem Hintergrund, dass in 

verschiedenen Zelltypen der PKA in der Regulation der Ausbildung von SNARE-

Komplexen eine Schlüsselrolle zukommt (Nagy et al. 2004; Baba et al. 2005), könnte 

die CYP 2C-abhängige Translokation des TRPC3-/C6-Kanals auf einer EET- 

vermittelten Phosphorylierung von VAMP2 oder anderen SNARE-Proteinen durch 

PKA beruhen.    

Nicht zuletzt ist neben den oben genannten Faktoren auch das Zytoskelet an der 

Kontrolle der intrazellulären Lokalisation von TRP-Kanälen beteiligt. So konnte 

innerhalb verschiedener Veröffentlichungen nachgewiesen werden, dass sich die 
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Lokalisation des TRPC3-Kanals und anderer Mitglieder der TRPC-Unterfamilie 

innerhalb der Zelle abhängig von dem Status des Actin-Zytoskelets verändert 

(Lockwich et al. 2001; Itagaki et al. 2004). Desweiteren konnte gezeigt werden, dass 

eine Inhibition der Actin-Polymerisation zur Hemmung des 5,6-EET- vermittelten 

Calciumeinstroms in Thrombozyten führt. Somit könnte die in der vorliegenden Arbeit 

beschriebene CYP 2C-abhängige Translokation des TRPC3-Kanals auch auf einer 

EET-vermittelten Reorganisation des Aktin-Netzwerkes beruhen. 

 

4.2. Ist EDHF ein EET? 
Wie bereits in der Einleitung beschrieben ist EDHF per Definition eine Substanz, die 

vom Endothel gebildet und eine Hyperpolarisation der glatten Gefäßmuskulatur 

auslöst, die in einer Relaxation resultiert. Ursprünglich wurde die Hyperpolarisation 

der glatten Muskelzellen auf eine Freisetzung des EDHF aus den Endothelzellen, 

welcher dann zu den glatten Muskelzellen diffundiert, um dort calciumabhängige 

Kaliumkanäle zu aktivieren, zurückgeführt (Taylor et al. 1988; Chen et al. 1988; Chen 

& Suzuki 1989). Allerdings zeigen neuere Studien, dass das charakteristische 

Merkmal EDHF-vermittelter Effekte ist, dass sie aufgehoben werden durch eine 

Kombination der Toxine Apamin und Charybdotoxin (Zygmunt & Högestätt 1996; 

Corriu et al. 1996). Im Gegensatz dazu hat Iberiotoxin keinen Einfluss auf die EDHF-

Antwort (Zygmunt & Högestätt 1996; Chataigneau et al. 1998). Offensichtlich sind 

also SKCa und IKCa massgeblich an der EDHF-Antwort beteiligt, während BKCa dafür 

eher unbedeutend sind. IkCa und SkCa werden aber nur in Endothelzellen exprimiert, 

nicht aber in glatten Muskelzellen (Marchenko & Sage 1996; Cai et al. 1998; 

Burnham et al. 2002). Im Gegensatz dazu werden BKCa nicht in nativen 

Endothelzellen, wohl aber in der glatten Muskulatur und nach einiger Zeit der 

Kultivierung auch in Endothelzellen exprimiert. Dies bedeutet, dass der initiale Schritt 

der EDHF-vermittelten Relaxation die Hyperpolarisation des Endothels infolge einer 

Aktivierung endothelialer SKCa und IKCa. Diese Tatsache wurde lange Zeit als 

Argument gegen eine Anerkennung von EET als EDHF angeführt. Ursprünglich 

wurde angenommen, dass EET zwar in Endothelzellen generiert, dann aber 

freigesetzt werden, um zu den benachbarten glatten Muskelzellen zu diffundieren, 

wo sie über eine Aktivierung von BKCa zu einer Hyperpolarisation führen. Diese 

Hypothese basiert auf Studien in denen gezeigt wurde, dass exogen auf Arterien 
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applizierte EET über eine Aktivierung von BKCa lediglich zu einer Hyperpolarisation 

der glatten Muskulatur führen, das Membranpotenial der Endothelzellen aber nicht 

beeinflussen (Campbell et al. 1996).   

Spätere Studien an isolierten kultivierten Endothelzellen zeigten dann zwar, dass 

exogen applizierte EET in der Lage sind auch kultivierte Endothelzellen zu 

hyperpolarisieren, allerdings war diese Hyperpolarisation Folge einer Aktivierung von  

BKCA (Baron et al. 1997), deren Expression erst in passagierten Endothelzellen 

auftritt (Gauthier et al. 2002b; LeDoux et al. 2006). Dieser scheinbare Widerspruch 

zwischen der Wirkungsweise der EET und der Wirkungsweise des EDHF wird als 

wesentliches Argument gegen eine Klassifikation von EET als klassischer EDHF 

angeführt. 

Mit dem Ziel einerseits aufzuklären, inwiefern EET die Kriterien eines EDHF erfüllen 

und um andererseits die physiologische Relevanz der oben beschriebenen 

Ergebnisse beurteilen zu können, wurden Versuche an nativen Koronarerterien des 

Schweins (PCA) sowie an den nativen Endothelzellen dieser Arterien durchgeführt.  

Dabei zeigten die Versuche an nativen, ebenso wie an kultivierten Endothelzellen, 

dass EET durchaus in der Lage sind Endothelzellen über eine alleinige Aktivierung 

von SKCa und IKCa zu hyperpolarisieren. Darüber hinaus belegen die Versuche an 

nativen Zellen, dass ein nicht unerheblicher Teil der Agonisten-induzierten 

Hyperpolarisation nativer Endothelzellen durch EET vermittelt wird. Durch 

Experimente an PCA konnte zudem gezeigt werden, dass ein Großteil der 

Agonisten-vermittelten, endothelabhängigen Relaxation von PCA auf die Wirkung 

von EET zurückzuführen ist. Zum anderen wird deutlich, dass diese EET-abhängige 

Relaxation über die Aktivierung von SKCa und IKCa  vermittelt wird. Vor diesem 

Hintergrund und angesichts der Tatsache, dass glatte Muskelzellen weder IKCa noch 

SKCa exprimieren, ist davon auszugehen, dass die EET-abhängige Relaxation von 

PCA auf einer Hyperpolarisation der Endothelzellen durch Aktivierung von SKCa und 

IKCa basiert. Somit erfüllen EET in PCA das Kriterium für die Charakterisierung als 

EDHF, nämlich das Auslösen einer Apamin-/Charybdotoxin-sensitiven 

Hyperpolarisation in Endothelzellen, die sekundär auf die glatte Gefäßmuskulatur 

übertragen wird, und so schließlich zu einer Relaxation des Gefäßes führt. 
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Des weiteren zeigen die Versuche, dass die Bradykinin-vermittelte Hyperpolarisation 

sowohl der nativen PCAEC als auch der kultivierten Endothelzellen auf der 

Aktivierung von SKCa und IKCa beruht. Es liegt daher nahe, dass auch die EET-

vermittelte Hyperpolarisation der hier verwendeten nativen Endothelzellen als Folge 

einer EET-vermittelten Steigerung des kapazitiven Calciumeinstroms auftritt. Dies 

würde weiter bedeuten, dass die CYP 2C-abhängige Relaxation initiiert wird durch 

eine EET-vermittelte Steigerung des endothelialen Calciumeinstroms.

Die Versuche an nativen Endothelzellen bzw. Arterien unterstreichen auch die 

Bedeutung der sEH für die vaskuläre Wirkung von EET. 

Nicht zuletzt wird deutlich, dass sich die Wirkungsweise endogen generierter EET 

erheblich von der Wirkungsweise exogen applizierter EET unterscheidet. Aus diesem 

Grund basieren die Versuche, die in der vorliegenden Arbeit durchgeführt wurden, 

ausschließlich auf der Untersuchung der Effekte endogen generierter EET. Ein 

weiterer Grund auf exogen applizierte EET zu verzichten ist die Tatsache, dass 

extrazelluläre EET nicht den physiologischen Bedingungen im Gefäß entsprechen, 

da eine Freisetzung von EET aus den Endothelzellen durch ihren lipophilen 

Charakter sowie durch eine schnelle intrazelluläre Metabolisierung nur in sehr 

geringem Umfang auftritt.  
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5. Zusammenfassung 
Die im nativen Endothel exprimierte CYP 450-Epoxygenase (CYP 2C9) synthetisiert 

aus der Arachidonsäure vier Regioisomere der Epoxyeicosatriensäure (EET), die 

durch Aktivierung verschiedener Signalwege vielfältige Effekte auf die vaskuläre 

Homöostase ausüben. Inwieweit endogen gebildete EET an der Regulation des 

Calciumeinstroms in nicht-erregbaren Zellen beteiligt sind, ist nicht eindeutig geklärt. 

Aus diesem Grund wurde in der vorliegenden Studie untersucht, inwiefern EET das 

Calciumsignalling humaner Endothelzellen beeinflussen. Hierzu wurden kultivierte 

Endothelzellen eingesetzt. Im Gegensatz zu der deutlichen CYP 2C-Expression in  

nativen Endothelzellen, kommt es in kultivierten Endothelzellen zu einer drastischen 

Reduktion der CYP 2C-Expression. Aus diesem Grund wurde in der vorliegenden 

Arbeit, sofern keine nativen Zellen verwendet wurden, die Expression von CYP 2C 

entweder durch die Inkubation mit Nifedipin induziert oder durch die Verwendung 

adenoviraler Vektoren vermittelt. 

In humanen Endothelzellen, die infolge der Kultivierung das CYP 2C-Protein nicht 

mehr exprimieren, führte die Stimulation mit Bradykinin zu einem Calciumeinstrom 

sowie zu einer Hyperpolarisation des Membranpotentials. Diese Effekte wurden 

durch ACU, einem Inhibitor der löslichen Epoxydhydrolase (sEH), welche EET 

metabolisiert, nicht beeinflusst. 

Hingegen führte die Hemmung der sEH durch ACU in CYP 2C-exprimierenden 

Endothelzellen zu einer Zunahme des kapazitiven Calciumeinstroms sowie zu einer 

Verlängerung der Bradykinin-vermittelten Hyperpolarisation. Diese Effekte der sEH-

Inhibition wurden neben Sulfaphenazol, einem spezifischen CYP 2C9-Inhibitor, auch 

durch 14,15-EEZE, einem EET-Antagonisten und durch den PKA-Inhibitor Rp-

cAMPs aufgehoben. Im Gegensatz dazu beeinflussten diese Substanzen weder 

alleine noch in Kombination mit ACU die Bradykinin-induzierte Calciumantwort bzw. 

Hyperpolarisation der Kontrollzellen. Des weiteren konnte demonstriert werden, dass 

es infolge einer Erhöhung der [Ca2+]i zu einer Verlagerung des TRPC3- sowie des 

TRPC6-Kanals vom perinukleären Raum zur Plasmamembran kommt. Diese 

Translokation war in CYP 2C9-exprimierenden Zellen im Vergleich zu den 

Kontrollzellen deutlich verstärkt und wurde durch Hemmung der PKA verhindert. 

Im Ganzen belegen diese Befunde, die Bedeutung der EET für die Kontrolle des 

kapazitiven Calciumeinstroms und daraus folgend für die Regulation des 
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Membranpotentials in humanen Endothelzellen. Darüber hinaus deuten die in der 

vorliegenden Arbeit erzielten Ergebnisse daraufhin, dass die EET-vermittelte 

Steigerung des Calciumeinstroms auf der Translokation von TRPC-Kanälen, 

wahrscheinlich dem TRPC3-Kanal, beruht. 

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit bestand darin, aufzuklären, inwiefern EET die Kriterien 

eines EDHF erfüllen. In den meisten arteriellen Gefäßen bleibt nach der Inhibition der 

NO-Synthase (NOS) und der Cyclooxygenase eine endothelabhängige Dilatation 

bestehen, welche durch einen bis jetzt nicht identifizierten endothelialen Faktor, dem 

„endothelium-derived hyperpolarizing factor“ (EDHF) ausgelöst wird. Den initialen 

Schritt aller EDHF-abhängigen Dilatationen stellt die Hyperpolarisation des 

Endothels, ausgelöst durch eine Aktivierung endothelialer, calciumabhängiger 

Kaliumkanäle mit kleiner (SKCa) und mit mittlerer Leitfähigkeit (IKCa) dar. Diese 

Hyperpolarisation wird sekundär auf die glatte Gefäßmuskulatur übertragen, wodurch 

es schließlich zur Relaxation kommt.  

Um die Frage zu beantworten ob EET ihre relaxierenden Effekte im Sinne eines 

EDHF auslösen, wurden Versuche an nativen Koronararterien des Schweines (PCA) 

sowie an nativen Endothelzellen dieser Arterien (PCAEC) durchgeführt. Es zeigte 

sich, dass die Bradykinin-vermittelte Hyperpolarisation der nativen Endothelzellen 

durch Hemmung der sEH verlängert wird; ein Effekt der durch Sulfaphenazol 

aufgehoben wurde. Zudem war die Agonisten-induzierte Hyperpolarisation dieser 

Zellen sensitiv gegenüber einer Kombination der Toxine Apamin und Charybdotoxin, 

aber insensitiv gegenüber Iberiotoxin. Apamin ist ein spezifischer Inhibitor von SKCa, 

während Charybdotoxin  IKCa und BKCa hemmt und Iberiotoxin, ein spezifischer 

Inhibitor von BKCa ist. 

Die Inkubation von PCA mit NωNitro-L-Arginin, einem Hemmstoff der NOS, 

verminderte die Bradykinin-vermittelte Gefäßrelaxation nur in geringem Maße. Die 

nach der Inkubation mit NωNitro-L-Arginin verbleibende, NO-unabhängige Relaxation 

wurde durch die Inkubation mit Sulfaphenazol, ebenso wie durch die kombinierte 

Behandlung mit Charybdotoxin und Apamin, größtenteils aufgehoben, während sie 

durch Iberiotoxin nicht beeinflusst wurde. Im Gegensatz dazu wurde die NO-

unabhängige Relaxation durch Inhibition der sEH mit ACU verstärkt.  
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Im Ganzen belegen diese Ergebnisse, dass EET in den Koronararterien des 

Schweines die Kriterien eines klassischen EDHF erfüllen und in diesen Gefäßen 

einen Großteil der endothelabhängigen Relaxation vermitteln. Darüberhinaus 

belegen diese Untersuchungen die zentrale Bedeutung der sEH für die Kontrolle der 

vaskulären Wirkung von EET. 
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7. Abkürzungsverzeichnis 
 
ACU   1-Adamantyl-3-cyclohexylurea 

Apa;A   Apamin  

AS   Antisense 

ATP   Adenosintriphosphat 

BKCa   calciumabhängiger K+-Kanal mit hoher Leitfähigkeit 

BSA   Bovines Serumalbumin 

Ca2+   Calcium 

cAMP   zyklisches Adenosinmonophosphat 

CbTx;C   Charybdotoxin  

COX   Cyclooxygenase 

CTL     Kontrolle 

CYP   Cytochrom P450 

CYP 2C   Cytochrom P450 2C 

CYP 2J   Cytochrom P450 2J 

DCU   N,N'-dicyclohexylurea 

DHET   Dihydroxyeicosatriensäuren 

EDHF   Endothelium-derived hyperpolarizing factor 

EDTA   Ethylen-diamin-tetraessigsäure 

EET   Epoxyeicosatriensäure 

14,15-EEZE  14,15-Epoxyeicosa-5(Z)-ensäure 

EGTA   Ethylenglykol-bis-(β-aminoethylether)-tetraessigsäure 

eNOS   endotheliale NO-Synthase 

FCS   Fetales Kälberserum 

bFGF   Basic fibroblast growth factor 
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GFP   Green Fluorescent Protein 

HEPES  N-2-Hydroxyethylpiperazin-N´-2-ethansulfonsäure 

HETE   Hydroxyeicosatetraensäuren 

HT   HEPES-Tyrode 

HUVEC   Humane Umbilikalvenenendothelzellen 

IbTx    Iberiotoxin 

IKCa    calciumabhängiger K+-Kanal mit mittlerer Leitfähigkeit 

IP3   Inosit-1,4,5-triphosphat 

IP3R   IP3-Rezeptor 

KCa   calciumabhängiger K+-Kanal 

L-NA   Lω-Nitro-L-Arginin 

mEH    mikrosomale Epoxidhydrolase 

MEM   Minimum essential medium 

NADPH  Nicotinamidadenindinukleotidphosphat 

NF-κB   Nuclear factor kappa B 

NO   Stickstoffmonoxid 

eNOS   endotheliale NO-Synthase 

17-ODYA  17-Oktadekansäure 

PCA   Schweinekoronararterie 

PCAEC  Endothelzellen aus Schweinekoronararterien 

PCR   Polymerasekettenreaktion 

PECAM-1  Platelet and endothelial cell adhesion molecule-1 

PGI2   Prostazyklin 

PKA   Proteinkinase A 

PKC   Proteinkinase C 
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ROS   Reaktive Sauerstoffspezies 

Rp-cAMPs    Rp-Adenosin-3‘,5‘-cyclisches Monophosphorothioat 

RT   Reverse Transkriptase 

SDS   Natriumdodekylsulfat 

sEH    lösliche Epoxidhydrolase 

Se    Sense 

SKCa    calciumabhängiger K+-Kanal mit geringer Leitfähigkeit 

Sp-cAMPs   Sp-Adenosin-3‘,5‘-cyclisches Monophosphorothioat 

SSPE   Lösung aus Natriumchlorid, Natriumphosphat und EDTA 

Sulfa   Sulfaphenazol 

TAE   Puffer aus TRIS, Eisessig und EDTA  

TBE   Puffer aus TRIS, Borsäure und EDTA 

TNF-α   Tumornekrose Faktor alpha 

TRIS   Tris-Hydroxymethyl-Aminomethan 

TRP    Transient receptor potential  

VCAM-1  Vascular cell adhesion molecule-1 

VEGF   Vascular endothelial growth factor 
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