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1 Einleitung

1.1 Das Endothel

Das Endothel kleidet im gesamten kardiovaskuldren System des Korpers als einzellige
Grenzschicht die Innenseite der Gefdlle aus. Urspriinglich nur als einfache, das Blut vom
Gewebe trennende Barriere angesehen, kann das Endothel heute als eigenstindiges und
metabolisch hochaktives Organ verstanden werden. Es ist wesentlich an der Regulation des
Transports von gelosten Stoffen und Makromolekiilen, an immunologischen Prozessen und an
Blutgerinnungsvorgéngen beteiligt und nimmt eine Schliisselfunktion bei der Kontrolle des
Gefafltonus und damit der Aufrechterhaltung eines addquaten Blutflusses ein (Furchgott &
Zawadztki, 1980; Busse et al., 1985; Vanhoutte, 1988; Busse und Fleming, 1993; Pohl et al.,
1993). Als Grenzfliche zwischen Blut und dem extravasalen Raum reagiert das Endothel auf
eine Vielzahl gefdBtonusmodulierender Reize, wie z.B. die hamodynamischen Krifte des
flieBenden Blutes und zirkulierende humorale Faktoren (u.a. Acetylcholin, ATP, Bradykinin),
mit der Bildung von Lokalhormonen (Autakoiden), die in ihrer Wirkung den
Kontraktionszustand der glatten GefdBmuskulatur regulieren (Busse et al., 1985; Busse &
Fleming, 1993; Furchgott & Zawadzki, 1980; Pohl et al., 1986; Vanhoutte, 1988). Zu den
wichtigsten vasodilatatorischen Faktoren gehoren NO (Stickstoffmonoxid), PGI,
(Prostacyclin) und EDHF (endothelium derived hyperpolarizing factor). Als klassisches
vasokonstriktorisches Autakoid des Endothels gilt Endothelin-1.

Erst in den letzten Jahren konnte gezeigt werden, welche entscheidende Rolle das Endothel
sowohl bei der embryonalen Angiogenese, als auch bei der physiologischen und
pathophysiologischen Angiogenese im adulten Organismus spielt (Schiffrin, 1994; Griendling
& Alexander, 1996; Folkman, 2001).

1.2 Endothel und Angiogenese

Neben der embryonalen Vaskulo- und Angiogenese ist die Angiogenese im adulten
Organismus ein pathophysiologisch wichtiger Prozess bei der Tumorvaskularisation, bei der
Bildung von Kollateralgefdflen, bei Entziindungsprozessen und der Wundheilung (Folkman,

2001; Risau, 1997). Aus klinischer Sicht stellt in der Behandlung von Tumorerkrankungen die
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Unterdriickung der Tumorvaskularisation eine wichtige alternative Therapieform dar. Im
erwachsenen Organismus und insbesondere bei der Tumorvaskularisation scheint die
Neoangiogenese vorwiegend auf der Aussprossung von Endothelzellen (EC) zu beruhen.
Dahingegen erfolgt bei der embryonalen Angiogenese die GefaBineubildung durch die sog.
Intussuszeption (Folkman, 2001). Wie in Abb. 1 schematisch dargestellt, kommt es bei der
Aussprossung von Endothelzellen zunédchst zu einer proteolytischen Degradation der
extrazelluldren Matrix der GefdBwand und nachfolgend zur Migration und Proliferation der
Endothelzellen. Im Anschluss erfolgt dann eine Lumenbildung und GefaBstabilisierung mit
Anlagerung von Perizyten und glatten GefiBmuskelzellen und Ausbildung einer

gefdBwandspezifischen extrazelluldren Matrix (Risau, 1997).

1. 2, 3. 4,

Abb. 1: Modellhafte Darstellung der Tumorvaskularisation. 1. Einfluss tumorinduzierter
Wachtumsfaktoren (z.B. bFGF, VEGF); 2. Degradation der extrazelluliren Matrix;
3. Aussprossung (sprouting); 4. Endothelzellproliferation und Gefifistabilisierung.

Zu den potentesten von Tumoren gebildeten proangiogenetischen Faktoren gehoéren der
basische und saure Fibroblastenwachstumsfaktor (bFGF, aFGF) sowie der vaskulére
endotheliale Wachstumsfaktor (VEGF) (Folkman, 2001). Diese Wachstumsfaktoren binden
an spezifische Oberflichenrezeptoren des Endothels, wodurch iiber die Tyrosinkinasefunktion
dieser Rezeptoren mitogenaktivierte Proteinkinase (MAPK)-Signaltransduktionskaskaden
und Transkriptionsfaktoren aktiviert und die Endothelzellen letztlich zur Proliferation

stimuliert werden.
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Die Aktivierung dieser Signaltransduktionskaskaden wird wesentlich durch Verdanderungen
der intrazelluldren Ca”*-Konzentration reguliert (Kohn et al., 1995). So induziert z.B. VEGF
durch die Stimulation membranstindiger Rezeptortyrosinkinasen und anschlieBender
Aktivierung der Phospholipase Cy eine Erhohung der intrazelluliren Ca*'-Konzentration
durch Freisetzung von Ca®" aus intrazelluliren Speichern und konsekutiver Aktivierung eines
speichergesteuerten, sog. kapazitativen Ca*"-Einstroms bei gleichzeitiger Aktivierung eines
monovalenten Kationenausstroms zum Ladungsausgleich. Hierfiir ist neben der Freisetzung
von Ca”™" aus intrazelluliren Speichern ein Einstrom von extrazellulirem Ca®" in die Zelle
notwendig, der durch ein komplexes Zusammenspiel sehr unterschiedlicher Kationenkanéle
entsteht. Diese Ca’’-Mobilisierung gilt als ein zentraler Stimulus zur Zellproliferation
(Berridge et al., 2000). So konnte in verschiedenen Zelltypen wie z.B. mitogenstimulierten
Lymphozyten oder glatten GefdBmuskelzellen gezeigt werden, dass eine anhaltend erhdhte
Ca*"-Signalgebung iiber die Aktivierung von Transkriptionsfaktoren im Zytoplasma (NFkB,
NFAT) und im Nukleus (CREB) fiir die Initiierung der Zellproliferation notwendig ist
(Ghanshani et al.,, 2000; Hu et al., 1999). Ebenso kann Ca®" iiber eine Ca* -abhingige
Aktivierung der PYK2 (proline-rich tyrosine kinase 2) oder Proteinkinase C (PKC) mit
MAPK-Signaltransduktionskaskaden interagieren und somit Transkriptions- und
Zellproliferationsprozesse steuern. Des weiteren sind bestimmte Phasen des Zellzyklus (z.B.
G1-S-Ubergangspunkt) Ca”"-abhingig (Berridge et al., 2000; Ouadid-Ahidouch et al., 2004).
Insgesamt konnte fiir eine ganze Reihe von Zellarten umfassend gezeigt werden, dass die
intrazellulire Ca®"-Konzentration eine wichtige regulatorische Funktion bei der
Zellproliferation hat.

Inwieweit dies auch bei der proangiogenetischen Stimulation von Endothelzellen zutrifft und
iiber welche zelluliren Mechanismen Anderungen der [Ca®]; und der Ca*"-abhingigen

Signaltransduktionskaskaden vermittelt werden, wurde bislang nur unzureichend untersucht.
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1.3 Funktion von Ionenkanilen bei der Regulation der

. (X3 2+ .
intrazellularen Ca” -Konzentration

Im Gegensatz zur Endothelfunktion bei der Angiogenese ist bei vasoregulatorischen
Prozessen des Endothels, wie z.B. der NO-Freisetzung, die Regulation der intrazelluldren
Ca’"-Mobilisierung gut charakterisiert. Sie erfolgt hier im wesentlichen iiber drei
Mechanismen: 1. iiber die Freisetzung von Ca”" aus intrazelluldren Speichern, 2. iiber Ca*'-
permeable Kationenkanile, die einen Ca®"-Einstrom aus dem Extrazellularraum erméoglichen,
und 3. iiber die Aktivitit hyperpolarisierender Kaliumkandle (Clapham, 1995; Nilius &
Droogmans, 2001).

Insbesondere letztere haben eine Schliisselfunktion bei der Regulation der Ca**-Homdostase.
Man geht davon aus, dass erst eine langanhaltende intrazellulire Ca*"-Erhhung
(Plateauphase) eine adiquate Aktivierung Ca®’-abhingiger Signaltransduktions- und
Syntheseprozesse gewihrleistet. Kaliumkanidle ermdglichen einen Ladungsausgleich fiir den
prinzipiell depolarisierenden Kationeneinstrom und konnen durch Hyperpolarisation die
elektrische Triebkraft fiir den Ca®"-Einstrom sogar potenzieren. Ohne die enge Verkniipfung
mit K*-Kanalfunktionen wiirde sich der Ca*"-Einstrom aufgrund seines depolarisierenden
Effekts schnell selbst limitieren (Nilius & Droogmans, 2001). Die Charakteristika von
Kaliumkanélen und die zentrale Bedeutung ihrer Funktionen werden nach einer kurzen, fiir
das Verstindnis der Ca®"-Regulation wichtigen Darstellung von Ca* -permeablen Kanilen in
den nachfolgenden Abschnitten genauer beleuchtet.

Ca*"-permeable Kationenkanile ermdglichen einen Ca’’-Einstrom aus dem extrazelluldren
Raum. Es wird davon ausgegangen, dass ein Teil dieser Kandle durch Rezeptorstimulation
und in Abhingigkeit vom Fiillungszustand intrazelluldrer Ca*"-Speicher aktiviert wird. Die
funktionelle Charakterisierung und molekularbiologische Klassifizierung dieser Ca*'-
permeablen Kationenkanile im Endothel ist bislang unvollstdndig. Als potentielle Kandidaten
gelten hier Kanéle der TRP-Genfamilie (TRP = transient receptor potential). Diese bislang 56
verschiedene Kationenkanile umfassende Genfamilie besteht aus 7 Unterfamilien (Ramsey et
al., 2006; Clapham et al., 2003; Huang, 2004). Zu den drei Unterfamilien klassischer TRP-
Kanile gehoren die Familie der TRPC (Canonical)-, der TRPM (Melastatin)- und der TRPV
(Vanilloid)-Kationenkanéle. Vier weitere Unterfamilien sind die verwandtschaftlich weiter

entfernten TRPP (Polycystin), TRPA (ANKTMI1 = ankyrin-like with transmembrane
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domains 1), TRPN (NOMP-C = no mechanoreceptor potential-C) und TRPML (Mucolipin).
Einige dieser TRP-Kandle werden ubiquitir, andere hingegen stark organspezifisch
exprimiert. Die biologischen Funktionen der verschiedenen TRP-Kanaltypen erscheinen stark
variabel oder sind z.T. noch génzlich unklar.

Bestimmte Mitglieder der TRPC-Genfamilie wurden als rein speicheroperiert klassifiziert
(Clapham, 1995; Nilius & Droogmans, 2001), wohingegen andere Mitglieder dieser
Unterfamilie als receptor-second messenger-aktiviert gelten. Mitglieder der TRPV scheinen
eine wichtige Rolle bei der Rezeption einer Reihe von noxischen, chemischen oder
mechanischen Stimuli wie Hitze, pH, und osmotischem Stress zu spielen oder regulieren im
Falle der Ca*"-selektiven Subtypen TRPV5 und TRPV6 die Ca*"-Resorption vor allem in
Niere und Darm. TRPM Kanile wiederum scheinen an sehr unterschiedlichen Prozessen wie
Geschmacksempfindung, Mg” -Homdostase, Zellproliferation und Kilteempfindung beteiligt
zu sein. Fiir TRPC6 konnte in einer kiirzlich veroffentlichten Studie gezeigt werden, dass eine
Mutation des TRPC6-Gens mit der familidren fokal-segmentalen Glomerulosklerose
assoziiert ist (Winn et al., 2005).

Die genauen Funktionen der weiteren TRPA-, TRPN- und TRPML-Unterfamilien sind noch
nicht gut verstanden. Bekannt ist jedoch, dass Mutationen des TRPP-Gens (PKD2 =
polycystic kidney disease protein 2) bei der autosomal-dominant erblichen Form der
polyzystischen Nierenerkrankung zur Ausbildung von Nierenzysten fiihren (Mochizuki et al.,
1996; Huang, 2004).

Am Endothel konnten bislang einige wenige Subtypen der TRP-Kanile charakterisiert
werden. Von der TRPC-Unterfamilie scheinen TRPC1, TRPC3, und TRPC4 im Endothel
exprimiert zu werden. Es wird postuliert, dass diese Subtypen den speicheroperierten oder
receptor-second messenger-gesteuerten Ca’"-Einstrom vermitteln. Von den weiteren
Unterfamilien konnten TRPM4, TRPM7 und TRPV4 am Endothel nachgewiesen werden.
Welche genauen Funktionen diese TRP-Typen im Endothel haben und ob TRP-Kanéle an der
Steuerung von Endothelzellproliferations- und Angiogeneseprozessen beteiligt sind, ist bisher
nur unzureichend untersucht. Es gibt bislang einzelne indirekte Hinweise darauf, dass die
Funktion der die Ca**-Homéostase regulierenden Kationenkanile bei Angiogeneseprozessen
eine wichtige Rolle spielen konnte. So scheint z.B. an kultivierten Endothelzellen eine
Beteiligung von speichergesteuerten Ca®-permeablen Kanilen (TRPC1) an endothelialen

Formverdnderungen bzw. an der Endothelzellproliferation vorzuliegen (Moore et al., 1998).
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Durch Inhibition dieser Ca®’-permeablen TRPCl-Kanile konnten mit Angiogenese

assoziierte morphologische Verdnderungen in vitro unterdriickt werden.

1.4 Endotheliale K'-Kaniile und Angiogenese

Kaliumkanéle sind ein wichtiger Bestandteil der Zellmembran sdmtlicher erregbarer und nicht
erregbarer Sdugetierzellen und spielen hier u.a. eine zentrale Rolle bei der Erhaltung des
Ruhemembranpotentials und der Ca**-Homdostase. Die Unterschiede zwischen den einzelnen
K'-Kanaltypen sind charakterisiert durch die unterschiedlichen Aktivierungsmechanismen,
Einzelkanalleitfahigkeiten und Verteilungsmuster in den verschiedenen Zelltypen.
Hinsichtlich ihrer Funktion im Endothel gibt es Anhaltspunkte, dass die den Ca’’-Einstrom
indirekt regulierenden K'-Kanile an Endothelzellproliferations- und Angiogeneseprozessen
beteiligt sein kdnnten. So konnte in einer in vitro-Untersuchung an kultivierten umbilikalen
Endothelzellen gezeigt werden, dass die Stimulation mit bFGF zu einer Aktivierung eines
Ca’"-abhingigen Kaliumkanals hoher Leitfihigkeit, des sog. BKc,, fiihrte (Wiecha et al.,
1998). In dieser Studie hatte die Inhibition des Kanals mittels des spezifischen BKc,-
Kanalblockers Iberiotoxin eine Hemmung der Zellproliferation in vitro zur Folge. In der
eigenen Arbeitsgruppe wurden vergleichende Untersuchungen zu endothelialen Kc,-
Expressionsmustern und -Funktionen in tumorassoziierten Mesenterialarterien von Kolon-
Adenokarzinompatienten und Mesenterialarterien von Nicht-Tumorpatienten in situ
durchgefiihrt (Kohler et al.,, 2000). Es zeigte sich, dass im Endothel humaner
Mesenterialarterien iberwiegend Kc,-Kanidle vom IKCal-Typ exprimiert werden. Weitere in
situ Untersuchungen demonstrierten, dass eine Inhibition dieses Kanals die agonisten-
induzierte Hyperpolarisation des Endothels vollstindig unterdriicken kann. BK¢,-Stréme und
BKc,-mRNA-Expression konnten im Endothel dieses Stromgebiets (Kohler et al., 2000), wie
auch in umbilikalen Endothelzellen in situ (Kohler et al., 1998), nur sehr selten beobachtet
werden. Es scheint somit, dass diesen Kaliumkandlen vom BKc,-Typ keine wesentliche
Bedeutung fiir die endotheliale Hyperpolarisationsfahigkeit zukommt (Kohler et al., 2000).
Im Rahmen der Vergleichsuntersuchungen zum Kc,-Expressionsmuster bei Kolon-
Adenokarzinompatienten und Nicht-Tumorpatienten konnte festgestellt werden, dass im
Endothel der Tumorpatienten eine 2,5-fache Erhohung der IKCal-exprimierenden

Endothelzellen vorlag. Diese gesteigerte IKCal-Expression fiihrte funktionell zu einer
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signifikant erhohten Hyperpolarisationsfihigkeit des Endothels. Interessanterweise konnte
zuvor in einer Studie von Dirix und Mitarbeitern gezeigt werden, dass bei Kolon-
Adenokarzinompatienten die Serumspiegel der proangiogenetischen Wachstumsfaktoren
bFGF und VEGF im Vergleich zu tumorfreien Patienten signifikant erhoht waren (Dirix et al.,
1996). Die Serumspiegel korrelierten dabei mit der Progression der Erkrankung. Es kann
daher vermutet werden, dass die bei Adenokarzinompatienten beobachtete Hochregulation der
endothelialen  IKCal-Expression  Folge einer  gesteigerten  Stimulation  durch
proangiogenetische Wachstumsfaktoren ist. Diese Vermutung wird durch neuere Studien an
anderen Zelltypen unterstiitzt, in denen ein Zusammenhang zwischen IKCal-Expression und
mitogeninduzierten Zellproliferationsprozessen z.B. in T-Lymphozyten (Ghanshani et al.,
2000) und neointimalen Zellen (Kohler et al., 2003) gezeigt werden konnte.

Inwiefern K'-Kanile an den Signaltransduktionsmechanismen nach Stimulation durch
proangiogenetische Faktoren beteiligt sind und ob Expressions- und Funktionsmuster der
endothelialen K'-Kanile durch diese mitogene Stimulation geindert werden, ist bislang nur
unzureichend untersucht. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte daher geklédrt werden,
inwieweit das Expressions- und Funktionsmuster der K¢,-Kanéle die endotheliale Mitogenese
und Angiogenese beeinflusst und ob eine selektive Inhibition dieser Kanidle zur

Unterdriickung von Endothelzellproliferations- und Angiogeneseprozessen fiihren kann.

1.5 Funktion der K -Kanile im Endothel

Im folgenden sollen die spezifischen elektrophysiologischen, molekularbiologischen und
pharmakologischen Eigenschaften von endothelialen K'-Kanilen vorgestellt werden:
Kaliumkanile sind maBgeblich an der Regulation des Membranpotentials und der Ca*'-
Homoostase in Endothelzellen beteiligt. Quantitativ und qualitativ variiert die Expression der
verschiedenen K'-Kanaltypen zwischen den einzelnen Endothelzelltypen in verschiedenen
GefaBprovinzen und ist zudem speziesabhingig. Diese Variationsvielfalt scheint auch mit
dem jeweiligen Stadium des Zellzyklus zusammenzuhidngen. So werden beispielsweise
einwirts-rektifizierende K-Kanile (IRK, Kj, inwardly rectifying), denen man eine zentrale
Bedeutung fiir die Aufrechterhaltung des Ruhemembranpotentials insbesondere in
unstimulierten Endothelzellen zuschreibt (Fransen et al., 1995; Voets et al., 1996; Colden-

Stanfield, 1990), haufiger in kultivierten als in primiren Endothelzellen beobachtet (Colden-
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Stanfield et al., 1992). Die Offenwahrscheinlichkeit dieses Kanaltyps wird durch shear stress
und durch Hyperpolarisationen im allgemeinen erhoht (Jacobs et al., 1995; Hoyer et al.,
1991). Dariiber hinaus fungiert der K;; als K'-Sensor, dessen Einzelkanalleitfihigkeit von
normalerweise 23 - 30 pS (Inazu et al., 1994; Kamouchi et al., 1997; Nilius et al., 1997, Silver
& Decoursey, 1990) bei erhohten extrazelluliren K'-Konzentrationen deutlich zunimmt
(Nilius et al., 1990; Silver et al.,, 1994; Ziinkler et al., 1995). Zu den typischen, von
extrazellular wirkenden Blockern des K;; zdhlen Ba2+, TEA, TBA und Cs".

Unter ischamischen/hypoxischen Bedingungen gewinnt ein anderer K'-Kanaltyp, der ATP-
sensitive K'-Kanal (Katp), an Bedeutung. Die durch Ischimie/Hypoxie bedingte Reduktion
intrazellularer ATP-Spiegel [ATP]; fithrt zu einer Aktivierung der Karp mit konsekutiver
endothelialer Hyperpolarisation. Eine Vasodilatation und somit verbesserte Durchblutung des
potentiell ischdmischen/hypoxischen Areals sind die Folge (Nilius & Droogmans, 2001).
Neben erniedrigten [ATP]; wirkt auch Pinacidil, ein experimentelles Antihypertensivum der
Cyanoguanidin-Klasse, als Offner des Kutp, der sich durch eine Einzelkanalleitfahigkeit von
~ 25 pS auszeichnet (Janigro et al., 1993). Glibenclamid und erh6hte [ATP]; fiihren hingegen
zu einer reversiblen Blockade dieses K'-Kanals (Katnik & Adams, 1995 & 1997).

Die Antwort auf die meisten EC-Stimuli ist ein lokalisierter, diskreter Anstieg der
intrazelluliren Ca”’-Konzentration (sog. sparks) durch eine Ca2+—Entleerung aus
intrazelluliren Ca”**-Speichern, der einen Ca*'-Einstrom von extrazellulir zur Folge hat.
Dieser Einstrom ist in erster Linie vom elektrochemischen Gradienten abhédngig, welcher
wiederum primdr durch das Membranpotential bestimmt wird. Der depolarisierende Effekt
eines Ca”"-Einstroms auf das Membranpotential wird in verschiedenen Endothelzellen durch
die Aktivierung Ca’"-abhingiger K'-Kanile (Kc,) kompensiert, indem die K-
Offenwahrscheinlichkeit durch den [Ca*"]i-Anstieg erhoht und somit die Zellmembran iiber
einen K'-Ausstrom re- bzw. hyperpolarisiert wird. Neben ihrer wichtigen Rolle bei der
Gefalltonusregulation wird auch eine Beteiligung der K¢, an anderen Endothelfunktionen wie
z.B. der GeféaBproliferation diskutiert (Kohn et al., 1995; Wiecha et al., 1998).

Die Einteilung der K¢, erfolgt auf der Grundlage ihrer unterschiedlichen
Einzelkanalleitfahigkeiten sowie biophysikalischen und pharmakologischen Eigenschaften in
drei Untergruppen (Blatz & Magleby, 1987): 1. big K¢, (BKc,, big conductance; Syn.: Maxi-
K'-Kanile, MK¢,; Gen: Slo) mit einer hohen Leitfihigkeit von 165 - 240 pS, 2. intermediate

Kca (IKc,, intermediate conductance; Gen: IKCal, IK1 oder sK4) mit einer intermedidren
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(mittleren) Leitfahigkeit von 30 - 80 pS und 3. small K¢, (SKc,, Small conductance; Gen:
sK1-3) mit einer niedrigen Leitfdhigkeit von = 10 pS (Haburcék et al., 1997; Hoyer et al.,
1994; Kamouchi et al., 1999; Ling & O’Neill, 1992; Rusko et al., 1992; Suh et al., 1999). Die
Expression dieser Kandle zeigt eine ausgeprdgte Heterogenitit in unterschiedlichen EC-

Klassen (Nilius et al., 1997).

1.5.1 Ca*"-aktivierte K'-Kaniile hoher Leitfihigkeit (BKc,)

Ca”"-aktivierte K'™-Kanile hoher Leitfahigkeit werden in der vorliegenden Studie unter
elektrophysiologischen Gesichtspunkten als ,,BKc,“ bezeichnet, wihrend das Genprodukt
dieses Kanals im molekularbiologischen Kontext ,,Sl0* genannt wird.

BKc, sind im physiologisch-relevanten Bereich des Membranpotentials nicht-rektifizierende
K'-Kanile, die eine hohe Selektivitit fir K™ aufweisen mit einem Permeabilititsverhiltnis
Pk : Pnar von 1 : 0,01 (Hoyer et al., 1996; Latorre et al., 1989). Neben einer Ca’'-
Abhéngigkeit zeichnen sie sich durch eine zusitzliche Spannungsabhingigkeit aus. Ihre
Aktivitdit wird durch humorale Faktoren wie Acetylcholin, ATP oder Bradykinin, durch
[Ca®"]; und insbesondere durch das Membranpotential reguliert (Baron et al., 1996; Daut et
al., 1994; Haburcdk et al., 1997; Kamouchi et al., 1999). Agonisten wie das
Benzimidazolonderivat NS1619 (Gribkoff et al., 1996; Olesen et al., 1994; McManus et al.,

i und die

1993) oder intrazelluldres Dehydrosoyasaponin (DHS-I), eine erhohte [Ca
Depolarisation der Zellmembran steigern die Offenwahrscheinlichkeit der BK,, worauthin
K'-Tonen nach extrazellulir strdmen und die Zelle hyper- bzw. repolarisiert (Gribkoff et al.,
1996; Papassotiriou et al., 2000). Untersuchungen an einigen EC-Typen zeigten, dass die
ryanodinsensitive Ca’"-Freisetzung wihrend der Agonistenstimulation den Haupt-
aktivierungsmechanismus der BK, in diesen Zellen darstellt. Dies deutet darauf hin, dass die
Kanile einen subplasmalemmalen Komplex mit Ca®'-Freisetzungseinheiten in ihrer
unmittelbaren Nachbarschaft bilden (Frieden & Graier, 2000). Interessanterweise verschiebt
ein Anstieg der [Ca*']; die Spannungsabhingigkeit der BK¢,-Aktivierung hin zu negativeren
Potentialen (Papassotiriou et al., 1999). Spezifisch inhibiert werden diese Kanile durch
Charybdotoxin (ChTx; Toxin des Skorpions Leirus quinquestriatus, s. Abb. 2a & 2¢) (Galvez
et al.,, 1990; Giangiacomo et al., 1992), Iberiotoxin (IbTx; Toxin des Skorpions Buthus

tamulus, s. Abb. 2b & 2c) (Kaczorowski et al., 1996; Galvez et al., 1990), TEA, d-
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Tubocurarin und Quinin. Die Blockade durch extrazellulires Mg”" ist spannungsabhingig
(Rusko et al., 1992 & 1995; Baron et al., 1996; Gimenez-Gallego et al., 1988; Barrett et al.,
1982; Miller et al., 1985; Cooke et al., 1991; Daut et al., 1994).

Abb. 2a: Skorpion Leirus quinquestriatus. Abb. 2b: Skerpion Buthus tamulus. Sein
Sein Hauptgift ist ChTx (FW: 4295,9). Hauptgift ist IbTx (FW: 4231,8).

Abb. 2c: Dreidimensionale Isopotentialformationen von ChTx und IbTx. Die roten Oberflichen
reprisentieren negative, die blauen Oberflichen positive Isopotentiale. Die Ausrichtung der
Toxine ist so gewiihlt, dass die unten gelegenen Anteile mit der Porenregion des BK¢,-Kanals
interagieren wiirden.
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Mittels RT-PCR-Analysen konnten BK¢, in einigen humanen Endothelzellen als hSlo-Kanéle
identifiziert werden (Kamouchi et al., 1997), die sich aus anndhernd 1200 Aminosiuren
zusammensetzen. Sie sind aus einem Komplex von zwei Untereinheiten aufgebaut, denen
jeweils unterschiedliche Funktionen zugeschrieben werden. Der porenbildende
Proteinkomplex setzt sich aus einem Homotetramer von vier a-Untereinheiten zusammen, die
jeweils sieben transmembranire Segmente (SO - S6) und vier intrazelluldre Segmente (S7 -
S10) am COOH-terminalen Ende aufweisen. Wéhrend das positiv geladene S4-Segment die
Rolle eines Spannungssensors libernimmt (Vergara et al., 1998), bilden die Segmente S5 und
S6 nach tetramerer Zusammenlagerung die Kanalpore (5. Abb. 3). Die Ca*"-Aktivierung des
Kanals erfolgt tiber das negativ geladene Verbindungsstiick zwischen S9 und S10 mit einer
Lange von 28 Aminosduren. Dieser als Ca**-bowl bezeichnete Bereich stellt eine
hochselektive Bindungsstelle fiir Ca®” dar und scheint somit fiir die Ca®-Sensitivitit des
BKc,-Kanals verantwortlich zu sein (Schreiber & Salkoff, 1997). Das zusitzliche
membranstindige SO0-Segment am NHj-terminalen Ende fungiert vermutlich als
Verbindungsdoméne zur zweiten Untereinheit, der sog. [B-Untereinheit, die aus zwei
transmembrandren Segmenten besteht. Sie scheint durch Wechselwirkungen mit der
a-Untereinheit die Ca**-Sensitivitit des Kanals zu modulieren. So konnte in diversen Studien
an glatten GefaBmuskelzellen, EC und neuronalen Zellen gezeigt werden, dass das Fehlen der
B-Untereinheit eine erhebliche Reduktion der Ca’"-Sensitivitdt des Kanals zur Folge hat

(Papassotiriou et al., 1999 & 2000; McManus et al., 1995; Tanaka et al., 1997).
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Abb. 3: Schematische Darstellung der molekularen Topologie des BKc,/hSlo-Kanals
(modifiziert nach Nilius & Droogmans, 2001).

BKc, konnten im vaskuldren System in EC und VSMC identifiziert werden (Gollasch et al.,
1996; Nelson & Quayle, 1995; Hoyer et al., 1994 & 1996; Nilius & Riemann, 1990). In
VSMC haben sie unmittelbaren Einfluss auf den Kontraktionszustand der Myozyten (Nelson
& Quayle, 1995), da ihre Aktivierung zu einer Hyperpolarisation der Zelle, Reduktion des
spannungsgesteuerten Ca” -Influx und somit zu einer Relaxation der GefaBmuskulatur fiihrt.

In Endothelzellen des Schweins und des Rinds wurden BK¢, mit Hilfe der Patch-Clamp-
Technik erstmals detektiert (Rusko et al., 1992; Nilius & Riemann, 1990; Hoyer et al., 1994),
wo sie ebenfalls eine wichtige Funktion fiir die Gefafltonusregulation zu haben scheinen. So
konnte sowohl die fluss- wie auch die bradykinininduzierte Vasodilatation durch die
spezifische Blockade endothelialer BK¢, inhibiert werden (Cooke et al., 1991; Hardy et al.,
1998). Nach Edwards et al. konnte ein K "-Efflux iiber endotheliale BK¢, zu einer Aktivierung

der angrenzenden K" -sensitiven Kj, glatter GefdBmuskelzellen fithren und somit ebenfalls eine
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Hyperpolarisation der VSMC bewirken. Dieser umstrittenen Hypothese zufolge wére der

EDHF mit K* gleichzusetzen (Edwards et al., 1998).

1.5.2 Ca*"-aktivierte K'-Kaniile intermediirer Leitfihigkeit (IKc,)

Ca*"-aktivierte K'-Kanile intermediirer Leitfahigkeit werden unter elektrophysiologischen
Gesichtspunkten als ,IKc,“ bezeichnet, wihrend das Genprodukt dieses Kanals im
molekularbiologischen Kontext ,JKCal*“ (= IK1, KCa4, SK4, KCNN4, Gardos Kanal)

genannt wird.

1.5.2.1 Eigenschaften des IKc,

Im Vergleich zu BK¢, wurden IK¢, bisher weit weniger gut untersucht, sie konnten aber in
verschiedenen Zelltypen wie z.B. Lymphozyten, Erythrozyten, intestinalen und
respiratorischen Epithelzellen und Endothelzellen nachgewiesen werden (Ishii et al., 1997;
Logsdon et al., 1997; Vandorpe et al., 1998; Ghanshani et al., 2000; van Renterghem et al.,
1995; Nilius & Droogmans, 2001). Mit einer halbmaximalen Aktivierungskonzentration von
~ 0,3 pmol/l [C32+]frei zeichnen sich IK¢, durch eine deutlich hohere Ca*'-Sensitivitit als
endotheliale BK, aus (Latorre et al., 1989). Sie sind leicht einwarts-rektifizierend und zeigen
keine Spannungsabhingigkeit. Physiologischerweise werden sie durch eine IPs;-vermittelte
Ca’'-Freisetzung aktiviert. Diese wiederum kann durch humorale Agonisten wie Bradykinin,
Acetylcholin oder ATP induziert werden (Sauvé et al., 1990, Nilius et al., 1997). Es kommt
zum K'-Ausstrom und einer Hyperpolarisation der Zelle. Die mittlere Einzelkanalleitfahigkeit
des IK ¢, betrdgt 30 - 80 pS.

Es gibt Anhaltspunkte, die darauf hindeuten, dass G-Proteine an der Regulation endothelialer
IK¢, beteiligt sind. So konnte in bovinen EC der IK¢, durch Applikation von GTP in
Kombination mit Mg*" stimuliert werden, wohingegen GDP einen gegenteiligen Effekt hatte

(Vacaetal., 1992).

1.5.2.2 Molekularer Aufbau des IK¢,/IKCal
IKc/IKCal sind hinsichtlich ihres molekularen Aufbaus mit der SK¢,-Subfamilie (Kapitel
1.5.3) verwandt, weshalb sie in fritheren Nomenklaturen auch als SK4 bezeichnet wurden. Sie

unterscheiden sich aber beziiglich der Primérsequenz zu = 50 % von SKc,, so dass sich die
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neue Zuordnung mit der Bezeichnung IK¢, bzw. IKCal etabliert hat (Ishii et al., 1997; Jensen
et al., 1998).

Die Grundstruktur der IKc,/IKCal setzt sich charakteristischerweise aus einem Homotetramer
zusammen. Jede Untereinheit besitzt sechs transmembranidre Doméinen, wobei sowohl der
COOH- als auch der NH,-terminale Bereich intrazelluldr lokalisiert sind. In Analogie zu den

BKco-Kanilen wird die Kanalpore von den Segmenten S5 und S6 gebildet (S. Abb. 4a).

Kanalpore

extrazellular

Zellmembran

intrazellular

COOH

ca*

Abb. 4a: Schematische Darstellung der molekularen Topologie des IKc,/IKCal-Kanals
(modifiziert nach Wulff et al., 2001). Die Segmente S5 und S6 bilden die Kanalpore. Anlagerung
von Ca*" an Calmodulin (CaM) aktiviert den Kanal.

Im proximalen Bereich der carboxyterminalen Enden der Kanaluntereinheiten befinden sich
Ca2+-abhéingige Bindungsstellen fiir das Ca*"-bindende Molekiil Calmodulin (CaM) (Fanger
et al, 1999; Khanna et al., 1999). Durch die Anlagerung von Ca*" an CaM wird die
Kanalaktivierung vermittelt (Khanna et al., 1999). Im Gegensatz zum BKc,/Slo weist der
IKco/IKCal keine putativen Ca®*-Bindungsstellen im Sinne von Ca”*-bowl-Motiven oder EF-
Héanden auf (s. Abb. 4b). Neuere Untersuchungen konnten zeigen (Fanger et al., 1999), dass
jede Untereinheit des tetrameren IKc,/IKCal-Kanals nur mit einem CaM-Molekiil assoziiert

. . . . + .
ist, welches wiederum bis zu vier Ca’'-Ionen binden kann.
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Abb. 4b: Modell zur Darstellung der Inter-
aktionsstellen zwischen CaM und den
COOH-terminalen Bereichen des IKc,/
IKCal (modifiziert nach Fanger et al., 2000).
Die inneren Helices siamtlicher
Kanaluntereinheiten sind zu einem Biindel
angeordnet. Die Biindel kreuzen unter-
einander an der zytoplasmatischen Ober-
fliche (bundle crossing), divergieren von der
extrazelluliren Oberfliche und bilden hier
die Porenregion. Die oberen Enden der
Helices entsprechen den S6-Segmenten, die
Regionen unterhalb der Kreuzung
reprisentieren die COOH-terminalen Reste
des IKc,/IKCal mit den entsprechenden
CaM-Bindungsstellen. Zwei CaM-Molekiile
sind in Apposition zu den COOH-Enden
dargestellt, zwei weitere sind angedeutet.

Um den IK¢,/IKCal zu aktivieren, muss jede der vier unabhéngigen Untereinheiten einen

Aktivierungsprozess in zwei Schritten durchlaufen: 1. Ca**-Bindung an das priassoziierte

CaM und 2. Anderung der Ruhekonformation der Kanaluntereinheit zu einer aktivierten

Konformation. Alle vier Untereinheiten miissen aktiviert sein bevor der Kanal 6ffnet (s. Abb.

4c). Unter energetischen Gesichtspunkten sind Konformationsanderungen des Kanals durch

CaM allein (ohne Ca®") #uBerst unwahrscheinlich. Diese Modellvorstellung von der

IKco/IKCal-Aktivierung deckt sich mit elektrophysiologischen Beobachtungen, die zeigen,

dass IK¢,-Strome bei niedrigen [Ca®']; nicht auftreten.
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# 6K o~ GK-Ca®* — GK-2Ca* « GK-3Ca®* « GK-4Ca®
7 0 0 0
GK-Ca’" « GK-2Ca?"" < GK-3Ca?" « GK-4Ca®"

7 0 0
GK-2Ca*"" « GK-3Ca®" « GK-4Ca®**”
0 0
GK-3Ca®"" « GK-4Ca®"™
0
GK-4Ca**"™"
0
OFFEN ||

Abb. 4c: Kinetisches IKCa-Offnungsmodell. GK = geschlossene Kanalkonformation; = Konfor-
mation einer aktivierten Untereinheit; horizontale Ubergange = Ca’*-CaM-Bindungen am
Kanal; vertikale Uberginge = Ca*-CaM-induzierte Konformationsinderungen der
Kanaluntereinheit; Anzahl der * entspricht der Anzahl der aktivierten Untereinheiten.

1.5.2.3 Pharmakologie des IKc,/IKCal

Pharmakologisch lédsst sich der IK¢,-Kanal durch spezifische Agonisten und Antagonisten
charakterisieren. Wihrend 1-Ethyl-2-benzimidazolinon (1-EBIO) als selektiver Offner des
Kanals wirkt (Walker et al., 2001), zeigt NS1619 am IKc¢,, ganz im Gegensatz zur Wirkung
am BKc,, einen inhibierenden Effekt (Cai et al., 1998). Zu den potentesten 1Kc,-Blockern
zahlen Charybdotoxin (ICsy = 2,5 nmol/l), Quinin und TBA (Ling & O’Neill, 1992; Sauvé et
al.,, 1988 & 1990; van Renterghem et al., 1995), aber auch eine Reihe von Triarylmethan
(TRAM)-Derivaten, zu denen auch das Antimykotikum Clotrimazol (CLT, s. Abb. 5a) und
dessen Isoform, das TRAM-34 (s. Abb. 5b), gehoren (Wulff et al., 2001; Devor et al., 1996).
Neuere Untersuchungen haben ergeben, dass insbesondere letztere Substanzen aufgrund ihrer
propellerartigen rdumlichen Struktur die IK¢,-Kanalpore (S. Abb. 4d) von intrazellulér selektiv

und effektiv verschlieen konnen (Rauer et al., 2000; Wulff et al., 2001).
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’ Kanalpore

Abb. 4d: Heuristisches Modell der IKCal-Porenregion (modifiziert nach Wulff et al., 2001). Zur
Verdeutlichung der inneren Riumlichkeiten ist die vordere Untereinheit des Kanals nicht
dargestellt. CLT und TRAM-34 blockieren die IKc,-Kanalpore von intrazellulér.

Clotrimazol TRAM-34

/3 ;

Abb. 5a: Strukturformel von Clotrimazol. Abb. 5b: Strukturformel von TRAM-34.
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1.5.2.4 Funktionen des IKc,

Obwohl der IKc, Gegenstand intensiver Forschung ist, konnten seine konkreten Funktionen
bis jetzt nur ansatzweise aufgedeckt werden. Er konnte u.a. bei der Volumenregulation von
Erythrozyten (Brugnara et al., 1997) und bei der Modulation der Wasser- und CI'-Sekretion
von intestinalen und respiratorischen Epithelzellen (Rufo et al., 1996; Devor et al., 1999)
beteiligt sein. In mitogenstimulierten Lymphozyten wird ihm eine proliferationsvermittelnde
Funktion zugeschrieben (Jensen et al., 1999; Wulff et al., 2000). Endotheliale IK¢, scheinen
an der himodynamisch und humoral induzierten Vasodilatation beteiligt zu sein (Nilius et al.,

1997).

1.5.3 Ca’"-aktivierte K'-Kaniile niedriger Leitfihigkeit (SKc,)

Der small conductance K¢, mit einer Leitfdhigkeit von ~ 10 pS wurde ebenfalls in
Endothelzellen detektiert (Groschner et al., 1992; Sakai et al., 1990; Marchenko & Sage,
1996). Ahnlich wie der K¢, zeigt auch der SK¢, eine deutlich hohere Ca’’-Sensitivitiit als der
BKc, (Latorre et al., 1989). Er ist nicht spannungsabhingig und kann typischerweise durch
das Bienengift Apamin und durch d-Tubocurarin blockiert werden (Groschner et al., 1992;
Blatz & Magleby, 1986). Die Aktivierung der SKc,-Kanidle fiihrt ebenfalls zu einer
Hyperpolarisation der Zellmembran (Ishii et al., 1997).
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1.6 Fragestellung und Zielsetzung

Uber die Bedeutung von Kc,-Kanilen fiir EC-Proliferationsprozesse ist bislang nur wenig
bekannt. Verschiedene Studien geben jedoch Hinweise darauf, dass endotheliale K¢, an
Endothelzellproliferations- und Angiogeneseprozessen beteiligt sein konnten. Wie bereits
oben erwéhnt, konnte an anderen Zelltypen wie z.B. aktivierten T-Lymphozyten und
Fibroblasten eine Hochregulation des IKc, bei mitogeninduzierter Zellproliferation gezeigt
werden (Ghanshani et al., 2000; Pefa et al., 2000; Khanna et al., 1999). In Vorarbeiten der
eigenen Arbeitsgruppe wurde bei Adenokarzinompatienten im Vergleich zu Nicht-
Tumorpatienten eine erhohte Expression und Funktion endothelialer IKc,-Kandle im
tumorversorgenden Gefdllsystem beobachtet (Kohler et al., 2000). Insgesamt betrachtet
deuten diese  Erkenntnisse auf eine  Beteiligung von  IKc,-Kandlen an
Zellproliferationsprozessen hin.

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Beantwortung der Frage, ob IKc¢,-Kandle durch
proangiogenetische Faktoren in ihrer Expression und Funktion reguliert werden und ob sie an
der Steuerung von endothelialen Zellproliferations- und Angiogeneseprozessen beteiligt sind.

Es sollten im einzelnen folgende Untersuchungsschritte durchgefiihrt werden:

a) Elektrophysiologische/pharmakologische Charakterisierung von Kc,-Funktionen in
humanen umbilikalen vendsen Endothelzellen (HUVEC) und humanen
mikrovaskuliren Endothelzellen (HMEC-1)

Hierzu sollten die Kc,-Funktionsmuster in vitro in proangiogenetisch stimulierten HUVEC

und HMEC-1 elektrophysiologisch mittels der whole-cell-Patch-Clamp-Technik und

pharmakologisch mit Hilfe spezifischer lonenkanalmodulatoren identifiziert, sowie beziiglich
der Subtypenspezifitit analysiert werden. Die Experimente sollten hierbei an HUVEC und

HMEC-1 vor bzw. 48 h nach proangiogenetischer Stimulation und an den entsprechenden

unstimulierten Kontrollen vergleichend durchgefiihrt werden.

Zudem sollte gepriift werden, welchen Einfluss spezifische Signaltransduktionsinhibitoren auf

das Kca-Funktionsmuster proangiogenetisch stimulierter Endothelzellen haben. Diese

Untersuchung sollte als Erginzung zur molekularbiologischen Analyse der Kco-

Expressionsmuster in EC dienen.
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b) Molekularbiologische Analyse von Kcy,-Expressionsmustern in HUVEC und
HMEC-1

Mit Hilfe der semiquantitativen real time-RT-PCR-Methode sollte auf molekularbiolo-

gischer Ebene die Kc,-Expression in proangiogenetisch stimulierten und unstimulierten

Endothelzellen untersucht werden. Parallel sollten mittels spezifischer Inhibitoren die

libergeordneten intrazelluldren Signaltransduktionskaskaden, die zu einer Verdnderung der

Kca-mRNA-Expressionsmuster fithren, charakterisiert werden.

¢) Videooptisch assistierte Proliferationsuntersuchungen an HUVEC und HMEC-1
Mit dieser Technik sollte in erster Linie gepriift werden, ob die mitogeninduzierte
Proliferation von Endothelzellen durch eine selektive Inhibition von Kc,-Kanilen in vitro

unterdriickt werden kann.

d) Pharmakologische Beeinflussung der Angiogenese in vivo
Unter Anwendung der Matrigel™-plug assay-Methode sollte im Tiermodell an Mausen
gezeigt werden, ob durch eine selektive Inhibition des IK¢, die mitogenstimulierte

angiogenetische Aktivitdt und Kapillarsprossung in vivo unterdriickt werden kann.
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2

Material und Methoden

2.1 Chemikalien und Gerite
2.1.1 Chemikalien

Agarose (Gelsubstrat) (Fa. Merck, Darmstadt, Deutschland)

Apamin (Fa. Sigma, Deisenhofen, Deutschland)

Aqua ad iniectabilia (Fa. Braun, Melsungen, Deutschland)

Ather (Fa. Sigma, Deisenhofen, Deutschland)

bFGF (Biochrom KG, Berlin, Deutschland)

Bromphenolblau 0,02% (Fa. Sigma, Deisenhofen, Deutschland)
Charybdotoxin (Fa. Sigma, Deisenhofen, Deutschland)

Chloroform (Fa. Sigma, Deisenhofen, Deutschland)

Clotrimazol (Fa. Sigma, Deisenhofen, Deutschland)

Dextran (Fa. Sigma, Deisenhofen, Deutschland)
Diethylpyrocarbonat (DEPC) (Fa. Sigma, Deisenhofen, Deutschland)
Dimethylsulfoxid (DMSO) (Fa. Sigma, Deisenhofen, Deutschland)
Dithiotreitol (DTT) (Fa. Life Technologies, Eggenstein, Deutschland)
DNA-Ladder (50-bp) (Gibco BRL, USA)

dNTPs (Promega, Madison, USA)

EGF (Biochrom KG, Berlin, Deutschland)

Endothelial Basal Medium (Fa. Promocell, Heidelberg, Deutschland)
Endothelial Growth Medium/ECGS (Fa. Promocell, Heidelberg, Deutschland)
Ethanol (Fa. Sigma, Deisenhofen, Deutschland)

Ethidiumbromid (Fa. Merck, Darmstadt, Deutschland)

Fetales Kalberserum (FCS) (Biochrom KG, Berlin, Deutschland)
Ficoll (15%) (Fa. Sigma, Deisenhofen, Deutschland)

Genistein (Fa. Sigma, Deisenhofen, Deutschland)

Herbimycin A (Fa. Sigma, Deisenhofen, Deutschland)

Iberiotoxin (Fa. Sigma, Deisenhofen, Deutschland)

Isopropanol (Fa. Sigma, Deisenhofen, Deutschland)
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e Matrigel™ (BD Biosciences, Erembodegem, Belgien)

e MgCl,-Losung (Gibco BRL, USA)

e M-MLV-Reverse-Transkriptase (Fa. Life Technologies, Eggenstein, Deutschland)

e PBS mit und ohne Ca*’/Mg*" (Biochrom KG, Berlin, Deutschland)

e PCR-Puffer (10x) (Gibco BRL, USA)

e PD98059 (Fa. Tocris, KéIn, Deutschland)

e Penicillin/Streptomycin (Biochrom KG, Berlin, Deutschland)

e Primerpaare (Fa. TIB MOL BIOL, Berlin, Deutschland)

e Random Hexamere Primer 100 umol/l (Fa. Boeringer, Mannheim, Deutschland)

e RNasin Ribonuklease-Inhibitor 40 U/ul (Promega, Madison, USA)

e RT-Puffer (5x) (Fa. Life Technologies, Eggenstein, Deutschland)

e SB203580 (Fa. Tocris, Kéln, Deutschland)

e SP600125 (Fa. Tocris, KoIn, Deutschland)

e TaqMan™ Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems, Darmstadt, Deutschland)

e Tag-Polymerase (Gibco BRL, USA)

e TBE-Puffer (10x): 0,9 mol/l Tris-Base, 0,9 mol/l Borsaure, 10 mmol/l EDTA
(Fa. Sigma, Deisenhofen, Deutschland)

e TRAM-34 (UC Davis, CA, USA)

e TRAM-7 (UC Davis, CA, USA)

e TRIzol™-Reagenz (Fa. Life Technologies, Eggenstein, Deutschland)

e Trypsin 0,05%/EDTA (Biochrom KG, Berlin, Deutschland)

e Trypsin 2,5% (Biochrom KG, Berlin, Deutschland)

e VEGF-165 (Biochrom KG, Berlin, Deutschland)

TRAM-34 und TRAM-7 wurden freundlicherweise von Frau Prof. Dr. Heike Wulff
(University of California at Davis, CA, USA) zur Verfligung gestellt.
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2.1.2 Gerite

Brutschrank: CO,-Inkubator BB 6060 (Heraeus, Hanau, Deutschland)

Computer Software: Pulse/Pulsefit (Heka Elektronik, Lambrecht/Pfalz, Deutschland)
Cycler: PTC-100™ (MJ Research/Biozym Maxicycler, Watertown, USA)
Experimentierbad: Badkammer fiir 1 bzw. 2 ml Volumen (Wolfgang Hampel, Neu
Isenburg, Deutschland)

Gelkammer: Bio-Rad Wide Mini Sub™ Cell (Bio-Rad, Hercules, USA)
Mess-/Referenzelektrode: Chlorierte Silberdrdhte (Silber-/Silberchlorid-Elektrode)
(Eigenbau Charité - Campus Benjamin Franklin, Berlin, Deutschland)

Messtisch: Schwingungsisolierter Tisch (Physik Instrumente, Waldborn, Deutschland)
Mikromanipulator (Luigs und Neumann GmbH, Raitingen, Deutschland)

Mikroskope: Axiovert 100 (Zeiss, Deisenhofen, Deutschland); inverses Mikroskop (Nikon
TMS, Japan)

MILLIPORE®-Wasserreinigungsanlage (MILLIPORE GmbH, Schwalbach, Deutschland)
Oszilloskop: HM1007 (Hameg Instruments, Oceanside, USA)

Patch-Pipetten: Borosilikatkapillaren; Lénge 7,5 cm/ Innendurchmesser 0,9 mm/ Wand-
starke 0,3 mm (Clark Electromedical Instruments, Pangbourne, UK)

Pipettenziehgerat: DMZ-Universal-Puller (Zeitz-Instrumente, Augsburg, Deutschland)
Priparierbesteck: Skalpelle, Pinzetten, Mikrodissektionsschere

Rithrmagnet: Typ MR 2002 (Heidolph, Deutschland)

Software zur Datenaufzeichnung und -auswertung (Patch-Clamp): Pulse/Pulse-Fit (Heka
Elektronik, Lambrecht/Pfalz, Deutschland)

Sonstiges Labormaterial: Standardlaborgerite

Spannungsgeber fiir die Gelelektrophorese: Powerpack P24 (Biometra, Gottingen,
Deutschland)

Spannungsgeber fiir die Patch-Clamp-Untersuchungen (Eigenbau Charité - Campus
Benjamin Franklin, Berlin, Deutschland)

Spektrophotometer: UV/VIS-Spektrophotometer 55 B (Perkin-Elmer Applied Biosystems,
USA)

Sterile Werkbank: Sterilbank Gemini (Karow, Berlin, Deutschland), sterile Zellschaber
(Greiner), Kulturflaschen  (Nunc), Petrischalen (Nunc), Skalpelle, Pipetten,
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Eppendorfgefde, Zentrifugenrhrchen, Spritzen und Kanilen, Nabelschnurklemmen,
Cryo Vials (Nunc)

= TagMan"™-Cycler: TagMan"" PCR Cycler mit ABI PRISM™ 7700 Sequence Detection
System (Perkin-Elmer Applied Biosystems, USA)

»  Verstirker: Computergesteuerter EPC-9 Patch-Clamp-Verstéirker mit 4-Pol-Besselfilter
(HEKA Elektronik, Lambrecht, Deutschland)

= Zentrifuge (Heraeus Instruments, Osterode, Deutschland)

2.2 Tiere

Fir die tierexperimentellen in vivo-Angiogenese-Untersuchungen wurden maénnliche
C57/BL6 Méuse aus der Zucht der Charles River Breeding Laboratories verwendet. Die
Haltung und Versorgung der Tiere erfolgte in Standardkifigen mit Standardnagerkost sowie
Wasser ad libitum. Die Tierversuche wurden am 30.06.2004 vom zusténdigen Landesamt fiir
Arbeitsschutz, Gesundheitsschutz und technische Sicherheit (LAGetSi) unter der

Zulassungsnummer G 0142/04 genehmigt.

2.3 Zellkultur

In der vorliegenden Arbeit wurden frisch isolierte humane umbilikale venose Endothelzellen
(HUVEC) und humane mikrovaskuldre Endothelzellen einer immortalisierten Zelllinie

(HMEC-1) kultiviert.

2.3.1 Humane Endothelzellen

Die aus humanen dermalen mikrovaskuldren Endothelzellen generierte Zelllinie HMEC-1
(Ades et al., 1992) wurde uns freundlicherweise vom Institut fiir Toxikologie der Charité -
Universitidtsmedizin Berlin, Campus Benjamin Franklin, zur Verfiigung gestellt.

Fiir die Isolation humaner umbilikaler venoser Endothelzellen wurden frische Nabelschniire
aus den Geburtenstationen der Campi Benjamin Franklin und Rudolph Virchow der Charité -
Universitidtsmedizin Berlin verwendet.

Die Nabelschnurvene wurde zunichst mit Ca®" /Mg -freiem PBS-Puffer gespiilt und von
Blutresten befreit. AnschlieBend wurden die Vene mit PBS-Losung und einer auf 0,8%

Trypsin verdiinnten Trypsin-Losung gefiillt, die Vene beidseits mit Klemmen verschlossen
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und bei 37°C fiir 30 - 60 Minuten inkubiert. Nach manuellem Reiben des GefdBes zur
besseren Abldsung der Endothelzellen wurde die Vene mit Ca**/Mg**-haltigem PBS-Puffer
gespiilt und die abgelosten Endothelzellen in ein Zentrifugenrohrchen (50 ml) iiberfiihrt. Nach
Zentrifugation bei 2000 UPM fiir 5 Minuten wurde der Uberstand dekantiert, das Pellet in
3 ml FCS aufgenommen und in Zellkulturflaschen mit Ndhrmedium ausgesit. 48 h vor
Durchfiihrung der Stimulationsversuche wurden die HUVEC und HMEC-1 auf ein
Mangelndhrmedium mit nur 2% FCS bzw. ohne FCS umgesetzt, um die

Zellproliferationsaktivitét zu stoppen.

2.3.2 Kultivierung der Endothelzellen

Als Nahrmedium fir HUVEC wurde EGM (endothelial cell growth medium) inkl.
Supplement-Mix bestehend aus FCS (2%), ECGS (0,4%), EGF (0,1 ng/ml), bFGF (1 ng/ml),
Hydrocortison (1 pg/ml), Amphotericin B (50 ng/ml) und Gentamicin (50 pg/ml) verwendet.
Fiir die Kultivierung der HMEC-1 wurde EBM inkl. 2% FCS jedoch ohne Supplement-Mix
verwendet. Die Zellen wurden im Brutschrank bei einer Temperatur von 37°C in
wasserdampfgesittigter Atmosphire und 5% CO, kultiviert. Zum Passagieren der Zellen
wurden konfluente HUVEC und HMEC-1 in den Kulturflaschen nach griindlichem Spiilen
mit Ca*’/Mg*'-freiem PBS-Puffer unter mikroskopischer Kontrolle mit 0,05% Trypsin
inkubiert. Nach Ablosen der Zellen wurde das Trypsin durch Zusatz von FCS inaktiviert. Die
Zellsuspension wurde fiir 5 Minuten bei 2000 UPM zentrifugiert, der Uberstand verworfen
und das Zellpellet vorsichtig in frischem Néhrmedium aufgenommen. AnschlieBend wurden

die Zellen zu gleichen Volumenanteilen auf fiinf Petrischalen verteilt.

2.4 Molekularbiologische Untersuchungen
2.4.1 RNA-Extraktion

Nach der Zellernte wurden die Zellen zunéchst mit 500 ul TRIzol™-Reagenz lysiert und das
Gemisch in ein Eppendorfgefal3 (1,5 ml) tiberfiihrt. Nach Zugabe von 100 pl Chloroform und
guter Durchmischung der Reagenzien wurde das Zelllysat fiir 15 Minuten bei 12000 UPM
und einer Temperatur von 4°C zentrifugiert. Hierbei trennte sich die Phenol-Chloroform-
Phase von der wissrigen Phase. Der klare Uberstand wurde vorsichtig abpipettiert und in ein

neues Eppendorfgefa (1,5 ml) tiberfiihrt. Zur Fillung der RNA aus der wéssrigen Phase
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wurden nun 250 pl Isopropanol hinzugefiigt. Nach einer Inkubationszeit von 10 Minuten
wurde erneut bei 12000 UPM und 4°C fiir die Dauer von 10 Minuten zentrifugiert. Das am
Gefillgrund sichtbare RNA-Pellet wurde getrocknet und in 50 pl DEPC-Wasser
aufgenommen. Mit einem Teil der Probe erfolgte anschlieBend die photometrische
Bestimmung der RNA-Konzentration bei einer Wellenldnge von 260 nm. Die isolierte RNA

wurde direkt weiterverarbeitet oder bei -80°C zwischengelagert.

2.4.2 Reverse Transkription und quantitative TagMan™-RT-PCR

Die reverse Transkription-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR) mittels TagMan™-real
time-PCR ist eine Methode zur qualitativen und semiquantitativen Bestimmung der mRNA-
Expression durch die entsprechende DNA-Detektion. Fiir die qualitative und semiquantitative
Erfassung der mRNA-Expression ist es notig, die isolierte mRNA mittels reverser
Transkription (RT) in eine stabile komplementire DNA (cDNA) umzuschreiben. Bei der
anschlieBenden PCR erfolgt die Vervielfachung der c¢cDNA in aufeinanderfolgenden
Reaktionszyklen. Hierbei gliedert sich jeder Zyklus in drei Reaktionsschritte. Zunéchst wird
doppelstrangige DNA durch Erhitzen auf 94°C aufgetrennt. Daran anschlieend erfolgt bei
einer niedrigeren Temperatur von 60°C (sog. annealing-Temperatur) die Hybridisierung der
eingesetzten Primer mit den jeweiligen komplementidren DNA-Sequenzen. Im letzten Schritt
komplettiert die DNA-Polymerase durch sukzessiven Einbau der passenden
Desoxynukleosid-5¢-triphosphate  (dNTPs) die Einzelstringe zum entsprechenden
Doppelstrang.

Zur reversen Transkription der mRNA in cDNA wurde eine RT-Reaktion mit 3 pg RNA der
jeweiligen Probe durchgefiihrt. Die RNA wurde in einem Reaktionsansatz von insgesamt
50 pl mit 5 pl RT-Puffer, 5 ul Dithiothreitol (DTT), 500 Units M-MLV-Reverse-
Transkriptase, je 1 pl der vier Desoxynukleosid-5°-triphosphate (dATP, dCTP, dGTP, dTTP),
40 Units RNasin-Ribonuklease-Inhibitor und 5 ul Random Hexamere Primer versetzt. Das
gewiinschte Gesamtvolumen von 50 pl wurde durch Zugabe von DEPC-Wasser erreicht. Zum
Ausschluss einer ¢cDNA- oder DNA-Kontamination wurde pro RT-Ansatz jeweils eine
Negativkontrolle (sog. -RT) angesetzt, bei der anstelle von M-MLV-Reverse-Transkriptase

ein entsprechender Zusatz an DEPC-Wasser verwendet wurde.
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Fiir die Transkriptionsreaktion wurde ein programmierbarer Thermo-Cycler benutzt, in dem
die mRNA-Proben bei 37°C fiir 60 Minuten transkribiert wurden. Abschlieend erfolgte eine
Erhitzung auf 94°C fiir 4 Minuten zur Denaturierung des RT-Enzyms. Die RT-Produkte
(cDNA) wurden bis zur Weiterverarbeitung bei -80°C aufbewahrt. Fiir die TagMan™-RT-
PCR wurden jeweils 3 ul des RT-Produkts eingesetzt. Der 25 pl umfassende TagMan™-RT-
PCR-Reaktionsansatz beinhaltete den TagMan™ Universal PCR Mastermix, je 500 nmol/l
eines Sense-/Antisense-Primers und 150 nmol/l der jeweiligen TagMan™-Probe. Die
Sequenzen der verwendeten genspezifischen Primer und TagMan™-Sonden wurden mit

Primer Express Software generiert und sind in Tab. 1 aufgefiihrt.

Primername | GenBank' - Sequenzen der Primer und Probes
Nummer
hIKCal AF022797 Sense: F 5’-CATCACATTCCTGACCATCG-3’

Antisense: R 5’-ACGTGCTTCTCTGCCTTGTT-3’

TagMan™-Probe: 5’-FAM-TGGTGACGTGGTGCCGGG
C-TAMRA-3’

BKc./Slo NM 002247 |Sense: F 5’-GGACTTAGGGGATGGTGGTT-3’

Antisense: R 5’-AGTGGGAGGAATGGGACAG-3’

TagMan™-Probe: 5’-FAM-TGCCGACGGACCTGATCT
TCTGC-TAMRA-3’

hGAPDH BC013310 Sense: F 5'-CACCGTCAAGGCTGAGAACG-3’

Antisense: R 5'-GCCCCACTTGATTTTGGAGG-3’

TagMan™-Probe: 5'-FAM-CCCATCACCATCTTCCAG
GAGCGA-TAMRA-3’

Tab. 1: Primer- und TagMan""-Sondensequenzen.

Die TagMan™-PCR ist dadurch charakterisiert, dass die Amplifikation und der Nachweis des
PCR-Produkts simultan in einem Reaktionsgefdll ermoglicht wird.
Initial beruht die TagMan™-Methodik auf der 5°-3‘- Exonukleaseaktivitit der AmpliTaq-

DNA-Polymerase. Hierflir wird eine spezielle fluorogene Sonde eingesetzt, die aus einem
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Oligonukleotid besteht, dessen 5°‘-Ende einen fluoreszierenden sog. Reporter-Farbstoff
(Fluoreszein-Derivat, FAM) trigt, wohingegen das 3‘-Ende mit einem sog. Quencher-
Farbstoff (Rhodamin-Derivat; TAMRA) markiert und zudem mit einem Phosphatrest
blockiert ist. Wird die intakte Sonde bei einer spezifischen Wellenldnge (488 nm) zur
Fluoreszenz angeregt, so wird die Fluoreszenz des Reporter-Farbstoffs aufgrund der
rdumlichen N#he zum Quencher durch einen Fluoreszenz-Energie-Transfer (FRET)
supprimiert. Wéhrend der PCR hybridisiert die Sonde mit den Primern zunéchst an den
Matrizen-Strang. In der darauf folgenden Extensionsphase kommt die AmpliTag-DNA-
Polymerase nun in Kontakt mit dieser Sonde und verdringt sie. Es entsteht eine Art y-formige
Sekundérstruktur, wodurch die 5°-3°‘-Exonukleaseaktivitit der AmpliTaq-DNA-Polymerase
aktiviert und die Sonde geschnitten wird. Freie, nicht-hybridisierte Sonden werden hingegen
nicht hydrolysiert. Kommt es jedoch zur Sondenhydrolyse, so wird die rdumliche Néhe und
damit auch der FRET zwischen Reporter und Quencher unterbrochen. Entsprechend der
Augmentation und Akkumulation des PCR-Produkts steigt die Fluoreszenz des Reporter-
Farbstoffs also mit jedem PCR-Zyklus exponentiell an. Das dabei entstehende Signal ist
streng sequenzspezifisch, da nicht vollstindig bindende Sondenmolekiile verdringt werden
noch bevor sich die Exonukleaseaktivitidt der Tag-Polymerase auswirkt. Die Alteration der
Fluoreszenzen wird mittels eines Sequenzen-Detektionssystems im geschlossenen
Reaktionsgefd3 Zyklus fiir Zyklus quantitativ erfasst.

Die vergleichende Ct-Methode (AACt-Methode) ermdglichte eine semiquantitative
Auswertung der Ergebnisse. Hierzu wurde zunidchst unter Verwendung der TagMan™
Auswertungssoftware ein Schwellen-Ct-Wert (cycle of threshold = Schwellenzyklus) fiir jede
Reaktion ermittelt. Der Schwellen-Ct-Wert stellt den Punkt dar, bei dem die
sequenzspezifische PCR-Reaktion in die exponentielle Phase eintritt und sich von der
Hintergrundfluoreszenz unterscheiden ldsst. Bei jeder Probe wurde zudem die Expression der
Glycerinaldehyd-3-phosphatdehydrogenase = (GAPDH) in  Endothelzellen als sog.
housekeeping-Gen bestimmt. Die GAPDH-Expression erwies sich als unabhingig von der
Wirkung der eingesetzten Wachstumsfaktoren bzw. Signaltransduktionsinhibitoren und
eignete sich dadurch als interner Standard fiir die semiquantitative Erfassung der Expression

des zu untersuchenden Gens. Demnach wurde zur relativen Quantifizierung der
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entsprechenden Genexpression beispielsweise die Differenz (ACt) zwischen dem Ct-Wert des
IKCal und dem Ct-Wert der GAPDH derselben Probe berechnet (Ct kcai - Ctgappn = ACt).
Zur Feststellung der Genexpressionsdnderung unter Wachstumsfaktorstimulation bzw.
Einfluss von Signaltransduktionsinhibitoren wurden im Vergleich zu unstimulierten
Kontrollen die entsprechenden AACt-Werte nach der Formel ACtstimulation/inhibtion = ACtkontrolle =
AACt berechnet.

Die Ergebnisse sind als Mittelwerte + Standardfehler (SE) angegeben. Die mittleren ACt-
Werte der unterschiedlichen Experimentgruppen wurden mit Hilfe des gepaarten t-Tests

verglichen. P-Werte <0,05 wurden als statistisch signifikant angesehen.

2.5 Elektrophysiologische Patch-Clamp Untersuchungen

Die Patch-Clamp-Technik wurde 1976 von Sakmann und Neher entwickelt und ermdglicht
die Charakterisierung von einzelnen lonenkanilen in Zellmembranen (Neher & Sakmann,
1976; Hamill et al., 1981). Die Bildung einer elektrisch dichten Verbindung zwischen einer
hauchfein ausgezogenen Glaskapillare und der Zellmembran erlaubt die elektrische
Ausmessung eines Membranareals von weniger als 1 pm?2 . Hierbei wird die Zellmembran
von der Glaskapillare (Patchpipette) angesaugt, wobei die dabei entstehenden
Adhésionskréifte zu einer hohen elektrischen Abdichtung fiihren. In dieser hochohmigen
Konfiguration (3 - 10 GQ), dem sog. seal, konnen einzelne Ionenkanalstrome aufgelst
werden. Mit Hilfe eines elektronischen Verstirkers wird das Membranpotential auf eine
definierte Spannung geklemmt und der hierbei flieBende Strom registriert. Das Offnen und
SchlieBen von Ionenkanédlen, die sich in dem Membranfleck, auch patch genannt, befinden,
fiihrt zu einer Anderung des Membranwiderstandes und damit dem Ohmschen Gesetz

entsprechend zu einer Anderung des gemessenen Stroms.
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2.5.1 Patch-Clamp-Konfigurationen

Fiir die Messung von lonenstromen stehen mehrere Messkonfigurationen zur Verfiigung, die
durch verschiedene Manipulationen an dem Membranfleck (Patch) ermdglicht werden.

Es konnen selektiv Ionenkanile in dem Patch selbst (cell-attached-Konfiguration) oder in der
gesamten Zelle (whole-cell-Konfiguration, Ganzzellableitung) abgeleitet werden. In der
inside-out-Konfiguration und outside-out-Konfiguration konnen durch das Herausreiflen eines
Membranstiicks Kanéle in der Membran zellfrei gemessen werden. Dabei ist entweder die
urspriinglich zytoplasmatische Seite oder die extrazellulire Oberflache der Zellmembran der
Badlosung zugewandt. Da in der vorliegenden Arbeit ausschlieBlich die Ganzzellableitung
zur Anwendung kam, wird auf diese im folgenden nidher eingegangen.

Um in die whole-cell-Konfiguration zu gelangen (S. Abb. 6), muss im ersten Schritt zunéchst
ein cell-attached-Patch erreicht werden. Hierzu wird ein leichter Sog im Inneren der Pipette
vermittelt, wodurch ein allseits dichter Kontakt zwischen Glaspipettenspitze und integrer
Zellmembran hergestellt wird (sog. gigaohm-seal). AnschlieBend legt man im Pipetteninneren
den Unterdruck so an, dass die Zellmembran im Bereich der Pipettendffnung durchbrochen
und somit ein elektrischer Zugang zum Zellinneren erreicht wird. Die Losung im Inneren der
Pipette steht hierbei direkt mit dem Zytosol in Verbindung und ermoéglicht durch das
Einbringen unterschiedlich konzentrierter Ionenlésungen eine genaue Kontrolle des
intrazellularen Milieus (Pusch & Neher, 1988; Marty & Neher, 1985).

Die bei der Ganzzellableitung gemessenen Strome und Potentiale geben die Summe der
Einzelkanalstrome der gesamten Zellmembran wieder. Einerseits ist es moglich, durch das
Klemmen der Zelle auf verschiedene Potentiale den Gesamtzellstrom zu registrieren, anderer-

seits kann tiber eine Stromklemmung das Zellpotential bestimmt werden.
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Abb. 6: Erstellen einer whole-cell-Konfiguration mittels der Patch-Clamp-Technik (modifiziert
nach Hamill et al., 1981).

2.5.2 Patchpipetten und Elektroden

Die Patchpipetten wurden aus 7,5 cm langen Borosilikatglaskapillaren mit einem Innen-
durchmesser von 0,86 mm und einer Wandstiarke von 0,32 mm mit Hilfe eines automatischen
Pipettenziehgerites in drei horizontalen Erhitzungs- und Zugintervallen gezogen und
abschlieBend poliert. Der Eingangswiderstand der Pipetten betrug 4 - 6 MQ in symmetrischen
KCI-Losungen (140 mmol/l). Als Mess- und Referenzelektroden dienten chlorierte Silber-
drihte (Ag/AgCl-Elektroden).
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2.5.3 Aufbau des Messkreises

Der schematische Aufbau des Schaltbildes ist in Abb. 3 wiedergegeben. Der Schaltkreis stellt
einen Strom-Spannungswandler dar. An den Eingédngen des Operationsverstérkers (OP) liegen
die Spannungen der Pipette (Upj,) und die Sollspannung (Usei) an. Weichen die beiden
Spannungen voneinander ab, so liegt am Ausgang des OP die Ausgangsspannung (Uays) an.
Sie ist proportional zur Differenz von Upi, und Usey, wird dabei aber noch verstirkt. Da der
invertierte Eingang des OP mit seinem Ausgang iiber einen Referenzwiderstand (Ry)
verschaltet ist, flieBt hier aufgrund der Potentialdifferenz der Kompensationsstrom
(Referenzstrom, Ig). Dieser hat bei entgegengesetzter Polaritit denselben Betrag wie der
Messstrom (I,) und flieBt so lange, bis Soll- und Pipettenspannung angeglichen sind. Die
Ausgangsspannung wird an eine Steuereinheit weitergeleitet und bei bekanntem Rf nach dem

Ohmschen Gesetz U =R - | in den Strom umgerechnet.

Computer

Ablauf Zulauf

-

Experimentierbad

DMikroskop

Abb. 7: Schematischer Patch-Clamp-Versuchsaufbau. A/D = Analog/Digital-Wandler; Cg =
Referenzkapazitit; Iy = Referenzstrom; I, = Messstrom; OP = Operationsverstirker; Ry =

Referenzwiderstand; U, = Ausgangsspannung; Up;, = Pipettenspannung; Us,, = Sollspannung.
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2.5.4 Beschreibung des Messplatzes

Die Messanordnung war auf einem schwingungsgedampften Tisch installiert und wurde durch
einen Faraday-Kéfig elektrisch abgeschirmt. Alle leitenden Gegenstéinde wurden durch einen
gemeinsamen Massepunkt geerdet.

Zur optischen Kontrolle diente ein inverses Mikroskop, in dessen Kreuztisch die
Untersuchungskammer mit einem Zu- und Ablaufsystem eingelassen war. Die
Pipettenhalterung mit dem Patch-Clamp-Vorverstiarker war an einem Mikromanipulator fiir
die Grobpositionierung der Patchpipette in alle drei Raumrichtungen befestigt. Uber
Piezoelemente wurde die Feinpositionierung der Messpipette im Mikrometerbereich
gesteuert. Die Druckverhéltnisse in der Patchpipette konnten iiber ein Schlauchsystem,
welches an eine Wassersdule gekoppelt war, definiert manipuliert werden. Alle Experimente

wurden bei Raumtemperatur, d.h. bei 21 &+ 1°C, durchgefiihrt.

2.5.5 Datenaufzeichnung und Datenauswertung

Die Datenaufzeichnungen und -auswertungen erfolgten mittels der Pulse/Pulse-Fit
Aufzeichnungs- und Auswertungssoftware. Fiir die Messung von Ganzzellstrémen wurden
Klemmspannungen in Form von Spannungsrampen (von -120 bis +100 mV) in 5-Sekunden-
Intervallen angelegt, die mit Hilfe der Pulse-Software generiert wurden. Die Messdaten
konnten nach Tiefpassfilterung (-3 dB, 1000 Hz) mit einer sog. sample time von 0,5 ms auf
einem digitalen Oszilloskop beobachtet und gleichzeitig auf der Festplatte gespeichert
werden. Die Auswertung der gespeicherten Daten erfolgte mit dem Programm Pulse-Fit.

Fir die Darstellung und den Vergleich der mittleren Stromstirken wurden Strom-
Spannungskurven erstellt, wobei die Stromwerte bei den Klemmpotentialen -120, -80, -40 , 0,
+40, und +100 mV ausgemessen wurden. Mittels Bestimmung der Zellkapazitét als Mal3 fiir
die ZellgroBe konnte eine Normierung des Stroms pro Fldcheneinheit (Strom-Kapazitit-

Quotient) erfolgen.
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2.5.6 Mathematische Verfahren
Um bei den durchgefiihrten Blockerexperimenten mit CLT, TRAM-34, ChTx und IbTx

diejenige Substanzkonzentration zu ermitteln, bei der der IK¢,-Strom halbmaximal inhibiert

war (ICsp), wurden die Datenpunkte mit Hilfe des sigmoidalen Boltzmann-Fit angeglichen.

f (X)=imin + (imax-imin)/(1+exp((1Cso-x)/K))

Hierbei stehen i, fiir die minimale Inhibition, iy, fiir die maximale Inhibition, ICs fiir die

Konzentration, bei der der Strom halbmaximal blockiert war, und k fiir den Steigungsfaktor.

2.5.7 Losungen
Die Zusammensetzungen der verwendeten Versuchslosungen sind in Tab. 2 dargestellt. Alle

Losungen wurden in doppelt destilliertem MILLIPORE®-Wasser angesetzt.

Pipettenlosung (KCl) | Badlosung (NaCl)
[mmol/l] [mmol/l]

KCl1 135 3
KH,PO, - 1,5
NaCl - 137
NazHPO4 - 4’5
MgCl, 4 0,4
HEPES 5 -
EGTA 1 -
CaCl, 0,955 0,7
pH 7,2 7.4
[C32+]frei 3,0 umol/l

Tab. 2: Zusammensetzungen der verwendeten Losungen. Die Berechnung der freien Ca’'-
Konzentration in der Pipettenlosung erfolgte nach einem Verfahren von Fabiato & Fabiato
(1979).
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2.6 Untersuchungen zur Proliferationsaktivitit humaner

Endothelzellen in vitro

Um zunichst eine Stagnation des Zellwachstums zu erreichen und gleichzeitig ein Uberleben
der Zellen fiir die Dauer von 48 Stunden zu gewdhrleisten, wurden HUVEC in EBM mit
geringem Zusatz an FCS (2%) kultiviert, bevor eine mitogene Stimulation mit bFGF
(50 ng/ml) oder VEGF-165 (50 ng/ml) erfolgte. HMEC-1 wurden 48 Stunden vor bFGF-
Stimulation (50 ng/ml) in FCS-freiem EBM kultiviert. Bei einer Konfluenz von 5 - 10%
wurden videooptisch assistierte Mikrophotographien in einem fixierten Feld vor und 48
Stunden nach Stimulation aufgenommen. Nach Auszdhlung der Zellen wurde die
Proliferation als prozentualer Anstieg der Zellzahl fiir jedes Experiment einzeln berechnet.
Fiir die Blockeruntersuchungen wurden die Zellen mit dem hochselektiven IKc,-Blocker
TRAM-34 (0,1 nmol/l - 1 umol/), dem inaktiven Analogon TRAM-7 (1 umol/l), dem IKc,-
Blocker und Cytochrom-P450-Epoxygenase-Inhibitor CLT (0,1 nmol/l - 1 pmol/l), dem
hochselektiven BKc,-Blocker IbTx (100 nmol/l) und dem MEK-Inhibitor PD98059
(20 umol/1) behandelt.

2.7 Invivo Matrigel™-plug assay-Untersuchungen an Miusen

2.7.1 Allgemeines

Der sog. Matrigel™-plug assay stellt eine etablierte Methode zur Bestimmung und zum
Vergleich von in vivo-Angiogeneseprozessen im adulten Tier dar (Passaniti et al., 1992;
Kragh et al., 2003). Die Matrigel™-Matrix ist eine 16sliche Basalmembranpréparation, die
aus dem Engelbreth-Holm-Swarm-Tumor, einem Maéusesarkom, extrahiert wird. Zu ihren
Hauptkomponenten zdhlen Laminin, Kollagen IV, Heparansulfatproteoglykan und Entaktin.
Sie bildet eine effektive Grundlage fiir die Anheftung und Differenzierung von epithelialen
Zellen und anderen Zelltypen. Zur effektiven Induktion von Angiogeneseprozessen wurde die
Matrigel ™-Matrix unmittelbar vor Verabreichung standardisiert mit 100 ng/ml bFGF

versetzt.
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2.7.2 Durchfithrung

Subkutane Injektion der Matrigel™-Matrix

Samtliche Utensilien fiir die Applikation der Matrigel™-Matrix (u.a. Spritzen, Nadeln,
Matrigel ™-Matrix-Losung) wurden vor Injektion auf Eis gelagert, um eine vorzeitige
Polymerisierung der Matrix zu verhindern. Ein definiertes Matrixvolumen von jeweils 0,7 ml

wurde den Méusen mit Hilfe von 24G-Nadeln subkutan in die Flanke injiziert.

Applikation der Blockersubstanz
Die Versuchstiere wurden fiir die Dauer von zwei Wochen einmal tiglich entweder mit
TRAM-34 (120 mg/kg KG) oder nur dem Vehikel (Erdnussol) behandelt. Hierzu erfolgten

standardisierte intraperitoneale Injektionen der entsprechenden Fliissigkeitsvolumina.

Entnahme der Matrigel ™-plugs
Zwei Wochen nach Setzen der plugs wurden die Miuse unter tiefer Athernarkose und
anschlieBendem Entbluten durch Punktion des Herzens getotet. Mit Hilfe einer

Mikrodissektionsschere wurden die Matrigel™-plugs entnommen.

Fixierung

Die ausgeschnittenen Matrigel™-plugs wurden unmittelbar nach Entnahme in 10%-iger
Formalinlosung bei Raumtemperatur fixiert. Nach Einbettung in Paraffin wurden 5 um dicke
Schnitte angefertigt und mit Hematoxylin-Eosin histochemisch geférbt. Die Bestimmung der
Angiogeneseaktivitit erfolgte durch direkte optische Quantifizierung erythrozytenhaltiger

Kapillaren pro Schnitt.

2.8 Statistische Analysen

Die Werte sind als Mittelwerte = Standardfehler (SE) des Mittelwerts angegeben. Gruppen
und Subgruppen wurden durch Anwendung des ungepaarten t-Tests verglichen. P-Werte

< 0,05 wurden als signifikant, P-Werte < 0,01 als hochsignifikant erachtet.
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3  Ergebnisse

3.1 Funktionelle Hochregulation von K¢, in proliferierenden

Endothelzellen nach mitogener Stimulation

Um Anderungen der funktionellen Kc,-Kanalexpression nach proangiogenetischer
Stimulation qualitativ und quantitativ erfassen zu konnen, wurden whole-cell-K¢,-Stréme von
HUVEC und HMEC-1, die zuvor mit dem basischen Fibroblasten Wachstumsfaktor (basic
fibroblast growth factor, bFGF) oder mit dem vaskuldren endothelialen Wachstumsfaktor
(vascular endothelial growth factor, VEGF) fiir die Dauer von 48 Stunden stimuliert worden
waren, mit den Strdmen von unstimulierten Zellen verglichen. Fiir die Aktivierung von Kc,-
Strémen in der whole-cell-Konfiguration wurden die Zellen mit einer 3 umol/l freies Ca®"

enthaltenden KCI-Pipettenlosung dialysiert.

3.1.1 Kc,in HUVEC

Mit bFGF (50 ng/ml) stimulierte HUVEC zeigten deutlich gréfere Kc,-Stromamplituden als
unstimulierte Zellen. Représentative Originalstromaufzeichnungen sind in Abb. 8a dargestellt.
bFGF-induzierte mittlere und auf die Zellkapazitit normierte Kc,-Strome waren im Vergleich
zu den Kontrollen signifikant um ca. den Faktor 7 erhoht (s. Abb. 8b und 8c). Eine
signifikante Hochregulation der Kc,-Strome wurde auch in VEGF-stimulierten (50 ng/ml)
HUVEC beobachtet (s. Abb. 8a und 8b). Diese Hochregulation war jedoch im Vergleich zu
bFGF-stimulierten Zellen weniger deutlich ausgeprigt. Der mittlere VEGF-induzierte Kc,-
Strom war im Vergleich zu den Kontrollen siginifikant um den Faktor 3 erhoht. Die
Zellkapazitdten in unstimulierten HUVEC (30 + 4 pF) und in bFGF (29 £ 5 pF)- bzw. VEGF
(25 + 3 pF)-stimulierten HUVEC waren vergleichbar.



3 Ergebnisse 49

150 | [pA]

bFGF

W VEGF

Kon

50 4

/WWMW
I L
-1 -50 50
Klemm[ V]
-50 -

Abb. 8a: bFGF und VEGF induzieren eine Hochregulation von K¢,-Funktionen in HUVEC. Die
Graphen zeigen die mittleren Kc¢,-Strome in HUVEC nach Stimulation mit bFGF (50 ng/ml)
oder VEGF (50 ng/ml) fiir die Dauer von 48 h und in unstimulierten HUVEC (Kon). Die Kc,-
Aktivierung erfolgte durch Dialyse der Zellen mit freiem Ca** (3 pmol/l).

1, I[.
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Abb. 8b: Quantitative Analyse der mittleren KCa-Stromamplltuden in HUVEC bei einer
Klemmspannung (Ugemm) VOn 0 mV nach Stimulation mit bFGF (50 ng/ml; Anzahl der
untersuchten Zellen, n=24), VEGF (50 ng/ml; Anzahl der untersuchten Zellen, n=16) oder
EGF (20 ng/ml; Anzahl der untersuchten Zellen, n=10) und in unstimulierten HUVEC (Kon;
Anzahl der untersuchten Zellen, n=15). Alle Zellen wurden in 2% FCS Mangelmedium

gehalten.
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Abb. 8c: Quantitative Analyse der IKc,-Strome in HUVEC bei Klemmspannungen (Ugjemm) Von
-40, 0, +40 und +100 mV nach Stimulation mit bFGF (50 ng/ml; n=24) fiir 48 h und in
unstimulierten HUVEC (Kon; n=15). Die Datenpunkte entsprechen den Mittelwerten = SE;
*P<0,01; **P<0,001, ungepaarter t-Test.

Sowohl die niedrigen basalen Kc,-Auswirtsstrome in unstimulierten HUVEC als auch die
erhohten Kc,-Strome in mitogenstimulierten HUVEC wiesen neben einer Spannungsun-
abhingigkeit auch eine leichte Einwértsrektifizierung bei positiven Haltepotentialen auf.
Diese Strome lieflen sich durch die selektiven IKc,-Blocker TRAM-34 und CLT sowie durch
ChTx reversibel blockieren (s. Abb. 8d). Dabei waren die berechneten ICsp-Werte (ICso 7 + 1
nmol/l fiir TRAM-34; ICs¢ 25 + 3 nmol/l fiir CLT; ICso 5 = 1 nmol/I fiir ChTx; s. Abb. 8e)
vergleichbar mit denen flir den geklonten IKCal-Kanal (Logsdon et al., 1997; Wulff et al.,
2000) und fiir native IKc,-Kanéle in arteriellen Endothelzellen der Ratte (Kohler et al., 2001)
und T-Lymphozyten (Logsdon et al., 1997; Wulff et al., 2000; Khanna et al., 1999). Das
inaktive TRAM-34-Analogon TRAM-7 (Wulff et al., 2000), der selektive BKc,-Inhibitor
IbTx (100 nmol/l) oder der selektive SKc,-Blocker Apamin (1 umol/l) hatten keinen
detektierbaren inhibitorischen Effekt auf die registrierten Kc,-Strome. Diese elektro-
physiologischen Eigenschaften und das pharmakologische Profil deuten darauf hin, dass die
Kca-Strome in mitogenstimulierten wie auch in unstimulierten HUVEC ausschlieBlich 1Kc,-

vermittelt sind und nicht {iber andere K¢,-Kanéle wie BK¢, oder SK¢, generiert werden.
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Abb. 8d: Pharmakologische Eigenschaften der IKc,-Strome in HUVEC. Blockade der IKc,-
Strome durch TRAM-34 (100 nmol/l; obere Originalstromaufzeichnung), CLT (100 nmol/l;
mittlere Originalstromaufzeichnung) und ChTx (100 nmol/l; untere Originalstromaufzeichnung).
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Abb. 8e: Dosisabhiingige Inhibition der IKc,-Strome durch TRAM-34 (n=6; ®), CLT (n=5; O)
und ChTx (n=4; O).

Anhand der bekannten Einzelkanalleitfihigkeit und der Ca**-abhingigen Offenwahrschein-
lichkeit von IKCal-Kandlen wurde die ungefihre Anzahl der IKCal-Kanile pro Zelle
abgeschétzt. Hierbei wird davon ausgegangen, dass bei einem Haltepotential von 0 mV die
Einzelkanalstromamplitude 1 pA (Kohler et al., 2000) und die Offenwahrscheinlichkeit (P,)
bei einer freien Ca**-Konzentration von 3 pmol/l an der zytosolischen Seite des Kanals ~ 0,3
betragt. Aus der gemessenen maximalen whole-cell-K¢,-Stromamplitude konnte im folgenden
die Anzahl der IKCal-Kandle pro Zelle anndherungsweise nach der Formel
Nikcar = (Stromamplitude/Einzelkanalstromamplitude) - P, ermittelt werden. Die
Berechnungen ergaben eine IKCal-Kanalzahl pro Zelle von < 50 Kanile/Zelle in
unstimulierten, von ~ 300 Kanéle/Zelle in bFGF-stimulierten und von = 100 Kanile/Zelle in

VEGF-stimulierten HUVEC.
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3.1.2 Kc,in HMEC-1

Im Gegensatz zu HUVEC konnten in HMEC-1 funktionell zwei unterschiedliche Arten von
Kco-Stromen beobachtet werden (S. Abb. 9a). Zum einen zeigten diese Zellen eine
spannungsunabhingige Kc,-Stromkomponente auf, die bei negativen Potentialen beobachtet
wurde und die in ihren Eigenschaften dem IKc,-Strom in HUVEC gleicht. Zum anderen
konnte bei positiven Potentialen eine zweite, stark spannungsabhdngige Komponente
gemessen werden, die insbesondere flir BK,-Kanile charakteristisch ist.

Nach bFGF-Stimulation fiir 48 h wurde grob orientierend eine Erhohung dieses BK /1K c,-
Stroms festgestellt (s. Abb. 9a). Die Zellkapazititen in unstimulierten (23 + 3 pF; n=10) und
in bFGF-stimulierten (20 + 1 pF; n=21) HMEC-1 waren vergleichbar.

Die genauere Analyse zeigte, dass die Erhohung des mittleren Kc,-Stroms in bFGF-
stimulierten HMEC-1 im Vergleich zu unstimulierten Kontrollen bei Klemmspannungen von
-40, 0 und +40 mV signifikant um ca. den Faktor 8 erhoht war, wohingegen der mittlere Kc,-
Strom bei einer Klemmspannung von +100 mV nicht signifikant verédndert war (s. Abb. 9b).
Ahnlich wie in HUVEC fiihrte die bFGF-Stimulation auch in HMEC-1 zu einer

Hochregulation von IK¢,-Funktionen.

20001 1[pA] bFGF
Kon
1000-
100  -50 50 100
UKlemm [mV]

Abb. 9a: bFGF stimuliert die funktionelle Expression des IKCal in HMEC-1. Abgebildet sind
gemischte BK¢,- und IKc,-Strome von bFGF-stimulierten (bFGF) und unstimulierten (Kon)
HMEC-1.
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Abb. 9b: Quantitative Analyse von IKc,- und BKc,-Stromen in bFGF-stimulierten (50 ng/ml;
n=21) und unstimulierten (Kon; n=10) HMEC-1 bei Klemmspannungen von -40, 0, +40 und
+100 mV. Die Datenpunkte entsprechen den Mittelwerten = SE; *P<0,01; **P<0,001;
ungepaarter t-Test.

Wie im folgenden durch kanalspezifische Blockerexperimente elektrophysiologisch bestétigt
werden konnte, blieben BK¢,-Funktionen durch diese mitogene Stimulation unverdndert. Die
BK,-Stromkomponente konnte durch den selektiven BKc,-Kanalblocker IbTx geblockt
werden (ICsop 5 £ 1 nmol/l; s. Abb. 9¢ und 9d) und war in mitogenstimulierten und
unstimulierten Zellen quantitativ nicht unterschiedlich. Als IbTx-insensitive Strom-
komponente blieb der IKc,-Strom iibrig. Ahnlich wie in HUVEC konnte die IKc,-
Stromkomponente auch in HMEC-1 durch TRAM-34 (ICso 6 = 1 nmol/l; s. Abb. 9c), CLT
(ICs0 19 £+ 2 nmol/l) und ChTx (ICs¢ 5 = 1 nmol/l) blockiert werden (s. Abb. 9e).

Der selektive SK¢,-Blocker Apamin hatte selbst in hoher Konzentration (1 pmol/l) keinen
detektierbaren inhibitorischen Effekt auf die Strome. Demnach scheinen SKc,-Kanile nicht

zu den K¢,-Stromen in HMEC-1 beizutragen.
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Abb. 9c: Selektive Blockade der BKc,-Stromkomponente durch IbTx (50 nmol/l) und IKc,-
Stromkomponente durch TRAM-34 (100 nmol/l) in HMEC-1.
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Abb. 9d: Dosisabhiingige Inhibition des BKc, in HMEC-1 durch IbTx (Kp 5 = 1 nmol/l). In

dieser Experimentreihe wurde die IKc,-Stromkomponente zuvor mit TRAM-34 (100 nmol/l;
n=7) blockiert.
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Abb. 9e: Dosisabhingige Inhibition des IKc, in HMEC-1 durch TRAM-34 (n=5 pro
Datenpunkt; @), CLT (n=4 pro Datenpunkt; O) und ChTx (n=4 pro Datenpunkt; ). Die
BKc,-Stromkomponente wurde zuvor mit IbTx (100 nmol/I) blockiert. Die Datenpunkte
repriasentieren Mittelwerte £+ SE.

Die Anzahl von IKCal- und BKc,/Slo-Kandlen pro Zelle wurde hier wie folgt
anndherungsweise bestimmt. Zundchst wurden IbTx-sensitive bzw. TRAM-34-sensitive
Stromamplituden bei +100 mV Klemmspannung gemessen. Unter Beriicksichtigung einer
Einzelkanalamplitude von = 1,3 pA fiir den IKCal bzw. = 25 pA fiir den BKc,/Slo bei
geklemmten +100 mV und einer angenommenen Offenwahrscheinlichkeit P, von = 0,3 fiir
den IKCal bzw. = 1 fir den BKc,/Slo errechnete sich fiir HMEC-1 eine Anzahl von < 60
IKCal-Kanile bzw. = 75 BK,/Slo-Kanéle pro unstimulierte Zelle sowie von = 700 IKCal-
Kanile bzw. =~ 85 BK¢,/Slo-Kanile pro bFGF-stimulierte Zelle.



3 Ergebnisse 57

3.2 Verinderungen der IKCal-mRNA-Expression in mitogen-
stimulierten HUVEC und HMEC-1 Kkorrelieren mit

Anderungen der K ,-Funktionen

Mittels quantitativer real time-RT-PCR wurde gepriift, ob die beobachtete Erhohung der IKc,-
Funktionen nach Stimulation mit den proangiogenetischen Faktoren bFGF und VEGF auf
einer gesteigerten IKCal-Genexpression beruht (s. Abb. 10a). In bFGF- bzw. VEGF-
stimulierten Zellen konnte ein signifikanter, dreifacher bzw. zweifacher Anstieg der IKCal-
Genexpression im Vergleich zu unstimulierten Zellen festgestellt werden (s. Abb. 10b). Die
gemittelten ACt-Werte der jeweiligen Experimente sind in Tab. 3 zusammengefasst. Diese
Ergebnisse deuten somit darauf hin, dass der Steigerung von IKc,-Funktionen in HUVEC
nach proangiogenetischer Stimulation eine Erhdhung der IKCal-Genexpression zugrunde

liegt.
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Abb. 10a: Ethidiumbromid-markiertes Gel mit RT-PCR-Produkten des IKCal in
unstimulierten (Kon), bFGF- oder VEGF-stimulierten HUVEC (links) und den entsprechenden
Negativkontrollen: -RT Kontrolle und H,O Kontrolle (rechts).
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Abb. 10b: Semiquantitative real time-RT-PCR-Analyse der IKCal-Expression in HUVEC nach
48 h Stimulation mit bFGF (50 ng/ml) oder VEGF (50 ng/ml) bzw. mit bFGF und Vor-
behandlung mit dem MEK-Inhibitor PD98059 (20 umol/l). Als Kontrollen dienten unstimulierte
HUVEC. Die Ct-Werte wurden durch Bezug auf die GAPDH-Expression standardisiert.
Ctikcar - Ctgappa = ACt; ACtgon - ACtx = AACH; 288Ct — y_facher Anstieg der Expression, z.B.
1 AACt = 2-facher, 2 AACt = 4-facher Anstieg. Die abgebildeten AACt-Werte stellen Mittelwerte
+ SE dar.

Experiment IKCal-Expression
(Ctikcai - Ctgappn = ACH)
o Unstimulierte HUVEC (Kontrollen) ACt 13,1 £ 0,2 (n=22)
¢ bFGF-stimulierte HUVEC ACt 11,5 + 0,4 (n=14)**
o bFGF-stimulierte HUVEC bei Vorbehand- ACt 14,3 = 0,3 (n=7)**
lung mit PD98059 (20 umol/l)
o VEGF-stimulierte HUVEC ACt 12,3 = 0,3 (n=8)*

Tab. 3: Semiquantitative Erfassung der IKCal-Expressionsinderung in HUVEC nach
proangiogenetischer Stimulation. Ctixca; - Ctgappy = ACt. *P<0,05 vs. Kontrolle; **P<0,01 vs.
Kontrolle bzw. bFGF; ungepaarter t-Test.
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Beziiglich der HMEC-1 konnte in bFGF-stimulierten und unstimulierten Zellen eine
Genexpression von K¢, und BK¢,/Slo nachgewiesen werden (s. Abb. 10c). Entsprechend der
Beobachtung, dass sich nach bFGF-Stimulation lediglich eine Erh6hung von IK¢,-Funktionen
aber nicht von BKc,-Funktionen zeigte, wurde im real time-RT-PCR-Verfahren ein
signifikanter, dreifacher Anstieg der IKCal-Genexpression bei unverdnderter BKc./Slo-
Expression gemessen (S. Abb. 10d). Die gemittelten ACt-Werte der jeweiligen Experimente

sind in Tab. 4 zusammengefasst.

bFGF

c
o
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-RT- Kontrolle
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Abb. 10c: Ethidiumbromid-markiertes Gel mit RT-PCR-Produkten des IKCal und BK,/Slo in
unstimulierten (Kon) und bFGF-stimulierten HMEC-1; rechts auflen die entsprechende
-RT-Kontrolle als Negativkontrolle.
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Abb. 10d: Semiquantitative real time-RT-PCR-Analyse der IKCal- und BKc,/Slo-Expression in
HMEC-1 nach 48 h Stimulation mit bFGF (50 ng/ml) mit und ohne Vorbehandlung mit dem
MEK-Inhibitor PD98059 (20 pmol/l) bzw. Tyrosinkinase-Inhibitor Herbimycin A (HerbA;
1 pmol/l) oder Genistein (Gen; 10 pmol/l). Als Kontrollen dienten unstimulierte HMEC-1. Die
Ct-Werte wurden durch Bezug zur GAPDH-Expression standardisiert. Ctixca bw. Bkcwsio -
Ctgarpa = ACt; ACtgon - ACtx = AACTH; 248€t — ¥ facher Anstieg der Expression, z.B. 1 AACt =
2-facher, 2 AACt = 4-facher Anstieg. Die abgebildeten AACt-Werte stellen Mittelwerte = SE dar.

Experiment

IKCal-Expression
(Ctikcar - Cteapon = ACt)

BKc./Slo-Expression
(Ct Bkcassio - Ctearpr = ACY)

e Unstimulierte HMEC-1
(Kontrollen)

¢ DbFGF-stimulierte HMEC-1

(20 pmol/l)

¢ bFGF-stimulierte HMEC-
Vorbehandlung mit PD98059

1 bei

ACt 9,6 + 0,3 (n=8)

ACt 8,0 + 0,3 (n=8)**

ACt 9,6 + 0,4 (n=4)**

bFGF-stimulierte HMEC-1 bei
Vorbehandlung mit Herbimycin
(1 pmol/l)
bFGF-stimulierte HMEC-1 bei
Vorbehandlung mit Genistein
(10 pmol/l)

ACt9,7 0,5 (n=6)**

ACt 9,6 + 0,3 (n=3)

ACt 6,2 £ 0,6 (n=10)

ACt 6,3 £ 0,6 (n=10)

Tab. 4: Semiquantitative Erfassung der IKCal- und BKc,/Slo-Expressionsinderung in HMEC-1
nach proangiogenetischer Stimulation. Ctikcai bzw. Bkcwsio - Cteappn = ACt. **P<0,01 vs. Kontrolle

bzw. bFGF; ungepaarter t-Test.
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3.3 Einfluss unterschiedlicher Signaltransduktionsinhibitoren
auf die IKCal-Genexpression  mitogenstimulierter

Endothelzellen

Eine Vorbehandlung der HUVEC und HMEC-1 mit dem MEK-Inhibitor PD98059
(20 umol/1) fiir die Dauer von 30 Minuten unterdriickte den bFGF-induzierten Anstieg der
IKCal-Genexpression in beiden Zelltypen (s. Abb. 10b und 10d, Tab. 3 und 4) und reduzierte
auch die basale IKCal-Genexpression in unstimulierten Kontrollen. Eine bFGF-induzierte
Steigerung der IKc,-Stromamplituden in HUVEC und HMEC-1 konnte in den so
vorbehandelten Zellen ebenfalls nicht festgestellt werden (s. Abb. 3e und 3f).

Eine Vorbehandlung der Zellen mit dem p38-MAP-Kinase-Inhibitor SB203580 (5 pmol/l)
oder dem c-jun-N-terminal-Kinase (JNK)-Inhibitor SP600125 (20 umol/l) hatte keinen Effekt
auf die bFGF-induzierte Erhohung der IKCal-Expression und IK¢,-Stromamplituden.

Die Inhibition der bFGF-Rezeptortyrosinkinase durch Vorbehandlung der Endothelzellen mit
dem Tyrosinkinase-Inhibitor Herbimycin A (1 pmol/l) oder Genistein (10 pumol/l) ver-
hinderte eine bFGF-induzierte IKCal-Expressionssteigerung (S. Abb. 10d). Die gemittelten
ACt-Werte als MaB fiir die Genexpressionsniveaus der jeweiligen Ansdtze sind in o.g. Tab. 4
zusammengefasst.

Insgesamt zeigen die Resultate, dass die bFGF-induzierte Hochregulation des IKCal in
HUVEC und HMEC-1 durch Tyrosinkinasen vermittelt und weiter iiber den MEK/ERK-

Signaltransduktionsweg mediiert wird.



3 Ergebnisse 62

(22]
S
L L 8
o 0o
5 5% 1501|1bA]
IKCa1 159 bp- bEGF
‘ woens OFGF
R + PD98059

50
UKIemm[mV]
-50-

Abb. 10e: Ethidiumbromid-markiertes Gel mit RT-PCR-Produkten des IKCal (oben links);
dargestellt ist die Suppression der bFGF-induzierten IKCal-Expression in HUVEC nach
Vorbehandlung mit dem MEK-Inhibitor PD98059 (20 pmol/l). Reprisentative IKc,-Strome in
bFGF-stimulierten HUVEC mit und ohne Vorbehandlung mit PD98059 (unten rechts).
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Abb. 10f: Quantitative Analyse der IKc,-Stromamplituden in HUVEC (Zellen, n=24) und
HMEC-1 (Zellen, n=21) nach Stimulation mit bFGF fiir 48 h und nach Vorbehandlung der
HUVEC (Zellen, n=11) und HMEC-1 (Zellen, n=11) mit PD98059 fiir 30 min. Die
Stromamplituden wurden bei einer Klemmspannung von 0 mV gemessen. Die Datenpunkte
entsprechen den Mittelwerten = SE; *P<0,01; **P<0,001; ungepaarter t-Test.
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3.4 TRAM-34 und Clotrimazol inhibieren die bFGF- und

VEGF-induzierte Proliferation humaner Endothelzellen

Um aufzuklidren, ob die beobachtete IKCal-Expressionssteigerung und die konsekutive
Zunahme von I[Kc,-Funktionen nach mitogener Stimulation eine Rolle bei Endothel-
zellproliferationsprozessen spielen, wurden die IKc,-Inhibitoren TRAM-34, CLT und ChTx
hinsichtlich einer proliferationshemmenden Wirkung {iberpriift. Nach Stimulation mit bFGF
fiir die Dauer von 48 Stunden nahm die Zellzahl (in % der Ausgangszellzahl) der HMEC-1
und HUVEC auf 194 = 7% (n=17) bzw. auf 341 + 47% (n=16) zu (s. Abb. 11a und 11b),
wiahrend unstimulierte HMEC-1 (99 £ 4%; n=19; P<0,001 vs. bFGF) und HUVEC (107 *
6%; n=13; P<0,001 vs. bFGF) nicht proliferierten. Eine Stimulation mit VEGF brachte eine
Zellzahlerhohung der HMEC-1 und HUVEC auf 169 £+ 37% (n=4) und 263 £ 36% (n=13)
respektive. TRAM-34 (ICsp 5 = 1 nmol/l) und CLT (ICsp 4 £ 1 nmol/l) supprimierten die
bFGF-stimulierte Proliferation von HMEC-1 in dosisabhdngiger Weise (s. Abb. 11c), wobei
die Mitogenese in der Gegenwart von 100 nmol/l CLT (P<0,01) oder 100 nmol/l TRAM-34
(P<0,01; s. Abb. 11a) vollstdandig unterdriickt wurde. Im Gegensatz zu diesen Beobachtungen
fiihrte das inaktive TRAM-7 (1 umol/l) nicht zu einer Suppression der Proliferation (S. Abb.
11c). Wie in den Abb. 11b und 11d dargestellt, wurde die Mitogenese in HUVEC in
vergleichbarer Weise durch 1 pmol/l TRAM-34 (P<0,01) oder 1 umol/l CLT (P<0,01) oder
auch durch 100 nmol/l ChTx (P<0,01) inhibiert.

Da HMEC-1 neben IK¢,-Stromen auch BKc,-Strdme exprimieren, wurde weiterhin getestet,
ob der selektive BKc,-Blocker IbTx und der unselektive Kc,-Blocker ChTx, welcher BK ¢,
und IK¢, gleichermaBen blockiert, ebenfalls die Mitogenese in diesen Zellen unterdriicken
konnen. IbTx (100 nmol/l) hatte keinen inhibierenden Effekt (s. Abb. 11c), wahrend ChTx
(50 nmol/l) die Mitogenese der Endothelzellen verhindern konnte (111 + 3%; n=4; P<0,01;
S. Abb. 11d). Diese Beobachtungen deuten darauf hin, dass im Gegensatz zum IKc, der BK,
von keiner essentiellen Bedeutung fiir die Mitogenese in diesen Zellen ist. Im {ibrigen fiihrte
auch die Inhibition der ras/ra/ MEK/ERK-MAPK-Signaltransduktionskaskade mittels des
MEK-Inhibitors PD98059 (20 umol/l) zu einer Unterdriickung der bFGF-induzierten
Mitogenese in HMEC-1 (95 = 4%; n=18; P<0,001) und in HUVEC (102 £ 10%; n=12;
P<0,01).
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Zusammenfassend weisen diese Ergebnisse auf die Bedeutung der IKc,-Kanalexpressions-
modulation fiir die humane Endothelzellproliferation nach proangiogenetischer Stimulation
hin.

bFGF +

bFGF TRAM-34 (100 nmol/l)

Abb. 11a: In vitro-Proliferationsuntersuchungen an HMEC-1 mittels Mikrophotographie. Die
obere Aufnahme zeigt HMEC-1 in Mangelmedium vor mitogener Stimulation. Unten
abgebildet sind exemplarische Aufnahmen nach 48 h bFGF-Stimulation (50 ng/ml) ohne bzw.
mit dem spezifischen IKc,-Kanalblocker TRAM-34 (100 nmol/l).
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bFGF +
bFGF TRAM-34 (1 umol/l)

Abb. 11b: In vitro-Proliferationsuntersuchungen an HUVEC mittels Mikrophotographie. Die
oberen Aufnahmen zeigen HUVEC in Mangelmedium vor mitogener Stimulation. Unten
abgebildet sind exemplarische Aufnahmen nach 48 h bFGF-Stimulation (50 ng/ml) ohne bzw.
mit dem spezifischen IK¢,-Kanalblocker TRAM-34 (1 pmol/l1).
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Abb. 11c: Dosisabhéingige Inhibition der bFGF-induzierten Proliferation von HMEC-1 durch
TRAM-34 (n=10; ®) und CLT (n=7; O), nicht jedoch durch das inaktive TRAM-7 (1 pmol/l;
n=6; A) oder durch den spezifischen BKc,-Blocker IbTx (100 nmol/l; n=7; A). Die Datenpunkte
reprisentieren die % der bFGF-induzierten Zellproliferation.



3 Ergebnisse 66

_ 500 -
c
9
S 400
=
°]
X 300 -
o
©
52 200 A
<
N 100 A
o
N

0-

Veh ChTx CLT TRAM-34

Abb. 11d: Inhibition der bFGF-induzierten Proliferation von HUVEC durch ChTx (100 nmol/l;
n=5), TRAM-34 (1 umol/l; n=7) und CLT (1 pmol/l; n=5). Die Zellziihlungen erfolgten vor und
nach 48 h bFGF-Stimulation. Die Datenpunkte entsprechen den Mittelwerten = SE; *P<0,01 vs.
Vehikel (Veh); ungepaarter t-Test.

3.5 Beeinflussung von in vivo-Angiogeneseprozessen durch den

selektiven 1K ,-Kanalblocker TRAM-34

Im folgenden wurde gepriift, ob eine IKc,-Inhibition auch Angiogeneseprozesse in Vivo
unterdriicken kann. Diesbeziiglich wurden Matrigel™-plug assay-Untersuchungen an Mausen
durchgefiihrt. Nach subkutaner Injektion der Matrix wurden die Versuchstiere in zwei
Gruppen aufgeteilt. Die eine Gruppe wurde fiir die Dauer von zwei Wochen einmal téglich
mit TRAM-34 ip. (120 mg/kg KG) behandelt, wihrend die andere Gruppe lediglich das
Vehikel (Erdnussol) erhielt. Nach 14 Tagen wurden die Matrigel™-plugs explantiert und die
plug-Vaskularisation bestimmt. Reprisentative plug-Schnitte und die mittlere Anzahl der
Kapillaren pro plug-Schnitt aus dieser Experimentserie sind in den Abb. 12a und 12b
dargestellt. Wéhrend eine deutliche Vaskularisierung in Form von funktionellen, Erythrozyten
enthaltenden Kapillaren in allen plugs der Kontrolltiere (mit Vehikel behandelt) beobachtet
wurde, wiesen nur zwei von sieben plugs der TRAM-34-behandelten Méause funktionelle

Kapillarisierungen auf, die zudem ausschlieflich auf die Randregionen begrenzt waren. In den
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plugs der restlichen fiinf TRAM-34-behandelten Versuchstiere waren funktionelle Kapillaren
nicht nachweisbar, so dass im Hinblick auf die durchschnittliche Anzahl von Kapillaren pro
Sektionsschnitt die Vaskularisation substantiell um ca. 85% unterdriickt war (S. Abb. 12D).
Die zweiwochige Verabreichung von TRAM-34 fiihrte in den Versuchstieren zu keinen
sichtbaren Nebenwirkungen. Organschdden waren makroskopisch nicht zu erkennen.

Insgesamt konnte in diesem in vivo-Angiogenesemodell gezeigt werden, dass eine in vivo-

Blockade von IKc,-Kanilen zu einer reduzierten Vaskularisation fiihrt.

R AP AR LV TN
Abb. 12a: Die oberen Aufnahmen bei 100-facher VergroBerung des Originals zeigen
reprisentative Querschnitte HE-gefirbter plugs von vehikel- (n=6) und TRAM-34-behandelten
(120 mg/kg - d, n=7) Versuchstieren. Die Behandlung erfolgte fiir die Dauer von zwei Wochen.
Die unteren Aufnahmen zeigen Ausschnittsvergrofierungen bei 400-facher Vergrofierung des
Originals. Die Pfeile markieren funktionelle, Erythrozyten enthaltende Kapillaren im plug einer
vehikelbehandelten Maus.
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Abb. 12b: Gemittelte Anzahl von Kapillaren in plugs von vehikel- (n=6) und TRAM-34-
behandelten (n=7) Versuchstieren. Die Datenpunkte entsprechen den Mittelwerten + SE;
*P<0,01 vs. Vehikel; ungepaarter t-Test.
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4 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, inwieweit IKCal-Kanéle an der Steuerung von
endothelialen Proliferationsvorgdngen und Angiogeneseprozessen beteiligt sind. Anhand von
Experimenten in humanen umbilikalen vendsen Endothelzellen (HUVEC) und humanen
mikrovaskuldren Endothelzellen (HMEC-1) konnte gezeigt werden, dass die
proangiogenetischen Wachstumsfaktoren bFGF und VEGF die endotheliale Expression des
IKCal-Gens hochregulieren und daraus resultierend IK¢,-Funktionen erhohen. Des weiteren
konnte gezeigt werden, dass eine selektive Blockade des IK¢,-Kanals die bFGF- und VEGF-
induzierte Mitogenese in Endothelzellen in vitro und Angiogeneseprozesse in Vivo
supprimiert. Diese Befunde lassen darauf schlieBen, dass IK¢,-Kanile eine wichtige Rolle bei
der wachstumsfaktorstimulierten Proliferation von Endothelzellen und Angiogeneseprozessen

in vivo spielen.

4.1 Elektrophysiologische Identifizierung und Charakteri-
sierung von Kc,-Kanalen in unstimulierten und wachstums-

faktorstimulierten humanen Endothelzellen

4.1.1 Kc,-Kanile in unstimulierten humanen Endothelzellen

Die Ergebnisse der elektrophysiologischen Untersuchungen zeigen, dass sich basale Kc,-
Strome in HMEC-1 aus BKc,- und IKc,-Strémen zusammensetzen, wahrend in HUVEC
ausschlieBlich IK,-Kanile nachweisbar sind.

Elektrophysiologisch zeigte der BKc, in HMEC-1 eine typische Kanalaktivierung durch
intrazellulires Ca®’, wie auch eine ausgeprigte Spannungsabhingigkeit mit zunehmender
Kanalaktivitdt im positiven Spannungsbereich. Diese bimodale Aktivierbarkeit ist
charakteristisch fiir den BKc,. Der Kanalstrom war durch den hochaffinen und hochselektiven
BK(,-Kanalinhibitor ~ Iberiotoxin  blockierbar.  Dieses  elektrophysiologische  und
pharmakologische Profil steht im Einklang mit Befunden zum BK¢, in anderen Geweben und
Zelltypen, wie z.B. in glatten GefdBmuskelzellen (Nelson & Quayle, 1995; Bolotina et al.,

1994), in neuronalen Zellen (Lee et al., 1995) und in Azinuszellen des Pankreas (Maruyama
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et al., 1983). Beziiglich der pharmakologischen Eigenschaften wurde in dieser Arbeit flir die
Kanalinhibition durch Iberiotoxin eine ICso von 5 + 1 nmol/l ermittelt. Dieser Wert ist
vergleichbar mit den ICso-Werten fiir Iberiotoxin (1 - 10 nmol/l), welche in Untersuchungen
an Zellen vaskuldren und nicht-vaskulidren Ursprungs zu finden sind (Kohler et al., 2003;
Mistry & Garland, 1998; Gollasch et al., 1996; Gribkoff et al., 1996; Candia et al., 1992;
Giangiacomo et al., 1992).

In HUVEC wurde in der vorliegenden Arbeit keine BKc,-Aktivitit beobachtet. Diese
Beobachtung unterscheidet sich von Ergebnissen anderer Untersucher, die BK¢,-Funktionen
in HUVEC nachweisen konnten (Wiecha et al., 1998). In der Studie von Wiecha und
Mitarbeitern wurden jedoch Zellen einer hoheren Passage untersucht. Die mit einer hohen
Passage einhergehende Zelldedifferenzierung und -alterung sind mdgliche Ursachen fiir eine
verdnderte BK¢,-Expression und kénnten somit eine Erklarung fiir die diskrepanten Befunde
sein. In situ-Untersuchungen der eigenen Arbeitsgruppe an morphologisch intakten Gefaf3-
strukturen konnten BKc, nur selten am umbilikalen und mesenterialen Endothel des
Menschen und der Ratte nachweisen (Kohler et al., 2001 & 2003), wohingegen beim Schwein
ausgepragte BKc,-Strome am Endothel in situ zu beobachten waren (Hoyer et al., 1994).
Demnach wird BK¢, im Endothel des Menschen nur schwach exprimiert, und es scheint, dass

es dariiber hinaus erhebliche Spezies-Unterschiede gibt.

IK . konnten in dieser Arbeit sowohl in HUVEC als auch in HMEC-1 identifiziert werden.
Der IKc,-Kanalstrom wies eine typische Einwirtsrektifizierung und eine hohe Ca®'-
Sensitivitéit auf. Im Gegensatz zu BK, ist die IK¢,-Aktivitit spannungsunabhingig (Nilius &
Droogmans, 2001). Pharmakologisch lieen sich die [Kc,-Strome in HUVEC durch die
bekannten, aber nur eingeschriankt selektiven IK¢,-Blocker CLT und ChTx, sowie durch den
neuartigen, hochselektiven IKc,-Blocker TRAM-34 vollstindig inhibieren. Die dabei
ermittelten ICso-Werte von 25 £+ 3 nmol/l fiir CLT, 5 =+ 1 nmol/l fiir ChTx und 7 = 1 nmol/l
fir TRAM-34 sind vergleichbar mit ICso-Werten, die fiir den geklonten IKCal-Kanal
(Logsdon et al., 1997; Wulff et al., 2000), fiir native IKc,-Kanéle in arteriellen Endothelzellen
der Ratte (Kohler et al., 2001) und in T-Lymphozyten (Logsdon et al., 1997; Wulff et al.,
2000; Khanna et al., 1999) ermittelt wurden. Auch in HMEC-1 konnte der IKc,-Strom durch
die Blockersubstanzen CLT, ChTx und TRAM-34 reversibel inhibiert werden. Die dabei
berechneten ICso-Werte von 5 = 1 nmol/l fiir ChTx, 19 + 2 nmol/l fiir CLT und 6 £ 1 nmol/l
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flir TRAM-34 sind vergleichbar mit den ICsp-Werten in HUVEC und stehen ebenfalls im
FEinklang mit o.g. Literaturangaben. Der spezifische SKc,-Blocker Apamin hatte keinen
detektierbaren Effekt auf den Kc,-Strom, so dass hier eine Beteiligung von SK¢,-Kanédlen am
Kca-Strom in HUVEC wie auch in HMEC-1 ausgeschlossen werden konnte.

Zusammengefasst lieBen sich in der vorliegenden Arbeit in unstimulierten HUVEC die
Funktion von IKc, und in unstimulierten HMEC-1 die Funktionen von IKc, und BKc,
nachweisen sowie deren elektrophysiologischen und pharmakologischen Eigenschaften

charakterisieren.

4.1.2 Kc,-Kanale in wachstumsfaktorstimulierten humanen Endothelzellen
Die mitogene Stimulation humaner Endothelzellen durch die proangiogenetischen
Wachstumsfaktoren bFGF oder VEGF fiihrte zu deutlichen Verinderungen der K'-Strome
dieser Zellen. So kam es in stimulierten HUVEC und HMEC-1 zu einer spezifischen
Zunahme der IKc,-Strome, wihrend andere Kc,-Stromkomponenten wie die des BKc¢, in
HMEC-1 nach 48 h Stimulation durch bFGF und VEGF unbeeinflusst blieben. In dieser
Arbeit konnte kein Effekt des epidermalen Wachstumsfaktors (EGF) auf Kc,-Funktionen
nachgewiesen werden. Dies deutet darauf hin, dass die hier untersuchten humanen
Endothelzellen bFGF-Rezeptoren (FGFR1, FGFR2) (Pla et al., 2005; Reilly et al., 2004;
Vincent et al., 2002) und VEGF-Rezeptoren (VEGFR1, VEGFR2, VEGFR3) (Ryan &
Wedge, 2005), jedoch offenbar keine EGF-Rezeptoren (EGFR) (Ryan & Wedge, 2005)
exprimieren.

Eine mitogeninduzierte Zunahme von IKc,-Stromen ist auch in anderen Zelltypen wie
beispielsweise in Fibroblasten nach Stimulation mit TGFP (Pena et al., 2000) und in glatten
Gefalmuskelzellen nach Stimulation mit EGF und PDGF beobachtet worden (Kd&hler et al.,
2003). Somit kann vermutet werden, dass eine mitogene Stimulation durch klassische
Wachstumsfaktoren mit konsekutiver Rezeptortyrosinkinase-Aktivierung in verschiedenen
Zelltypen zu einer Hochregulation des IK¢,-Kanals fiihrt.

In der vorliegenden Studie konnte eine solche mitogeninduzierte Hochregulation von IKc,-
Funktionen erstmalig auch an humanen Endothelzellen nachgewiesen werden. Dahingegen
wurden in den pharmakologischen Untersuchungen der vorliegenden Arbeit keine

Verdnderungen von BK¢,;-Kanélen in HMEC-1 oder die Induktion eines anderen Kc,-Subtyps
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wie z.B. von SKc;-Kanidlen in HMEC-1 und HUVEC unter dem Einfluss der hier
verwendeten proangiogenetischen Wachstumsfaktoren beobachtet. Demnach kann diskutiert
werden, dass die Hochregulation der IK¢,-Funktionen ein spezifisches Regulationsmuster im

Rahmen von mitogeninduzierten Proliferationsprozessen widerspiegelt.

4.2 Molekularbiologische Analyse der Kc,-Expressionsmuster

in humanen Endothelzellen

4.2.1 Molekularbiologische Analyse der Kc,-Expressionsmuster in

mitogenstimulierten humanen Endothelzellen

Um die -elektrophysiologischen Daten zu untermauern wurde untersucht, ob die
Verdnderungen der Kaliumstrome mit gleichgerichteten Verdnderungen der Kanalexpression
einhergehen. Hierbei wurde demonstriert, dass die Stimulation durch die Wachstumsfaktoren
bFGF oder VEGF eine signifikante Steigerung der IKCal-Expression in humanen
Endothelzellen bewirkt.

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass eine mitogene Stimulation von
HUVEC zu einer deutlichen Expressionserhohung des IKCal fiihrt. Auch in HMEC-1 hatte
die mitogene Stimulation eine IKCal-Expressionssteigerung zur Folge, wihrend die
Expression des BKc¢,/Slo im Vergleich zu unstimulierten Zellen unveréndert blieb. Somit
konnte nachgewiesen werden, dass die elektrophysiologisch beobachtete IKc,-
Funktionssteigerung auf einer Kanalneusynthese beruht und nicht nur Ergebnis einer
potentiell moglichen Rekrutierung und Membranintegration bereits existierender IKc,-Kanile
ist. Alternativ wire auch eine Zunahme der Kanalaktivitit im Sinne einer Erhohung der
Kanaloffenwahrscheinlichkeit nach Wachstumsfaktor-Rezeptorstimulation und konsekutiver
Kanalprotein-Phosphorylierung denkbar. In der eigenen Arbeitsgruppe diesbeziiglich
durchgefiihrte Untersuchungen zeigten, dass weder eine bFGF- noch eine VEGF-
Rezeptorstimulation unmittelbar die elektrophysiologischen Eigenschaften des IKc,-Stroms
moduliert. Eine direkte IKc,-Aktivierung durch den Einfluss von bFGF oder VEGF via
intrazelluldrer Ca”"-Konzentrationserhdhung kann jedoch nicht ausgeschlossen werden, da
bFGF und auch VEGF vermutlich iiber Aktivierung der Phospholipase Cy, nachfolgender

. . 2+ . . . . .
Generierung von IP; und konsekutiver Ca™ -Freisetzung aus intrazelluldren Speichern zu einer
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schnellen Erhéhung der intrazelluldren Ca*"-Konzentration fiihren koénnen (de Vries et al.,
1992). Es ist daher moglich, dass auch IKc,-Kanédle an den initialen Signaltransduktions-
prozessen nach mitogener Stimulation beteiligt sind. Eine solche Beteiligung wurde in einer
singuldren Studie von Wiecha und Mitarbeitern fiir den BK,-Kanal diskutiert (Wiecha et al.,
1998). In der vorliegenden Arbeit wurden diese Aspekte nicht ndher untersucht.

Dariiber hinaus war in der vorliegenden Versuchsreihe die Steigerung der IKc,-Expression
nach VEGF-Stimulation geringer als nach bFGF-Stimulation. Auch dieses Ergebnis deckt
sich mit elektrophysiologischen Befunden, die eine weniger stark ausgeprigte Steigerung der
IK ¢ -Funktionen nach VEGF-Stimulation als nach bFGF-Stimulation zeigen.

Die Modulation der IKCal-Expression wéahrend der endothelialen Mitogenese legt nahe, dass
IKc,-Kandle von Bedeutung sind flir Proliferationsprozesse von Endothelzellen.
Interessanterweise wird in anderen Arbeiten berichtet, dass eine Hochregulation von IKc,-
Kanilen bei der Proliferation diverser anderer Zelltypen wie TGF[-stimulierten Fibroblasten
(Pena et al., 2000), glatten GeféaBmuskelzellen in vitro (Neylon et al., 1999; Koéhler et al.,
2003), neointimalen glatten GefaBmuskelzellen (Kohler et al., 2003) und mitogenaktivierten
humanen T-Lymphozyten (Logsdon et al., 1997; Khanna et al., 1999; Wulff et al., 2000;
Ghanshani et al., 2000) eine wichtige Rolle spielt. Hier konnte dieser Zusammenhang

erstmals fiir endotheliale Zellen gezeigt werden.

4.2.2 FEinfluss spezifischer Signaltransduktionsinhibitoren auf das Kc,-

Expressionsmuster in mitogenstimulierten humanen Endothelzellen
In den vorliegenden Untersuchungen sollte weiterhin geklart werden, welche
Signaltransduktionskaskaden an der bFGF- und VEGF-induzierten Hochregulation des IKCal
beteiligt sind. Hierbei zeigte sich, dass die Inhibition der ras/raf/ MEK/ERK-MAPK-
Signaltransduktionskaskade durch den spezifischen MEK-Inhibitor PD98059 die
mitogeninduzierte IKCal-Expressionssteigerung in HUVEC und HMEC-1 verhindert. In den
elektrophysiologischen Untersuchungen konnte in Analogie zu den molekularbiologischen
Ergebnissen nachgewiesen werden, dass eine Vorbehandlung mit PD98059 auch die
Steigerung der IKc,-Strome in humanen Endothelzellen unterdriickt. Parallel wurde eine

Zellproliferationshemmung durch PD98059 beobachtet. Dies bestdtigt, dass die bFGEF-
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induzierte Mitogenese ein Prozess ist, der mallgeblich liber die ras/rat/MEK/ERK-MAPK-
Kaskade vermittelt wird (Dudley et al., 1995).

Eine Steigerung der IKCal-Expression in bFGF-stimulierten Zellen konnte auch durch die
Rezeptortyrosinkinase-Inhibitoren Herbimycin A oder Genistein unterdriickt werden. Dies
deutet darauf hin, dass Rezeptortyrosinkinasen ebenfalls eine wichtige Rolle bei der
Vermittlung der mitogeninduzierten IKCal-Expressionssteigerung spielen.

Der p38-MAP-Kinase-Inhibitor SB203580 und der c-jun-N-terminal-Kinase (JNK)-Inhibitor
SP600125 hatten keinen Effekt auf die bFGF-induzierte Erhohung der IKCal-Expression und
IK ¢ -Stromamplitude. Demnach scheinen diese Signaltransduktionskaskaden nicht an den
Prozessen beteiligt zu sein.

Die Befunde der vorliegenden Experimentserie zeigen, dass die bFGF-induzierte IKCal-
Expressionssteigerung in humanen Endothelzellen nach einer Aktivierung der bFGF-
Rezeptortyrosinkinase insbesondere iiber die ras/raf/MEK/ERK-MAPK-Kaskade vermittelt
wird.

In Studien anderer Untersucher wurde gezeigt, dass in Fibroblasten und in proliferierenden
GefilBmuskelzellen der Ratte eine mitogeninduzierte Aktivierung des ras/raf/ MEK/ERK-
Signalsystems in vitro zu einer Hochregulation der IKCal-Expression und zu einer Zunahme
der Zellproliferation flihrt (Khanna et al., 1999; Pefia et al., 2000).

Beziiglich des nachgeschalteten Signaltransduktionswegs wird davon ausgegangen, dass die
phosphorylierte ERK in den Nukleus transloziert und dort eine Vielzahl von
Transkriptionsfaktoren aktiviert. Insbesondere die Phosphorylierung von c-jun und c-Fos
konnte hier entscheidend sein, deren gemeinsamen Komplex das Aktivator Protein 1 (AP1)
bildet. In kiirzlich vorgenommenen Promotoranalysen in T-Lymphozyten konnte gezeigt
werden, dass die mitogeninduzierte IKCal-Expression dort iiber APl vermittelt wird

(Ghanshani et al., 2000).
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4.3 Funktionelle Bedeutung des IKCal bei Endothelzell-

proliferation und Angiogenese

Die vorliegende Studie konnte zeigen, dass die durch Wachstumsfaktoren stimulierte
endotheliale Zellproliferation mit einer Hochregulation der IKCal-Funktionen und IKCal-
mRNA-Expression korreliert. Dies konnte ein Hinweis darauf sein, dass IKCal eine
bedeutende Rolle bei endothelialen Proliferationsprozessen und damit der Angiogenese
spielt.

Um zu priifen, welche funktionelle Bedeutung diese Verdnderungen der IKCal-Funktion
und -Expression fiir die wachstumsfaktorstimulierte Proliferation von Endothelzellen haben,
wurde in einer weiteren Serie von Experimenten die Wirkung spezifischer IK¢,-Kanalblocker
auf mitogenstimulierte HUVEC und HMEC-1 in vitro getestet. Die Ergebnisse zeigen, dass
die bekannten IKc,-Blocker CLT und ChTx die bFGF- und VEGF-stimulierte Mitogenese
humaner Endothelzellen hemmen. FEine inhibitorische Wirkung von CLT auf die
Endothelzellproliferation wurde bereits frither beobachtet (Benzaquen et al., 1995). Der
genaue Mechanismus, iiber welchen CLT die Zellproliferation und Angiogenese hemmt, war
jedoch unklar. Denn neben seinen IK¢,-blockierenden Eigenschaften inhibiert CLT zusétzlich
Cytochrom-P450-Epoxygenasen (Wulff et al., 2000). Dies ist insofern wichtig, als dass in
einer erst kiirzlich verdffentlichten Studie von Michaelis und Mitarbeitern iiber einen
Zusammenhang zwischen Cytochrom-P450-Epoxygenase-Aktivititen und vaskuldrer
Homdostase bzw. Angiogenese berichtet wurde (Michaelis et al., 2003).

In der vorliegenden Studie konnte nun gezeigt werden, dass auch der hochselektive IKc,-
Blocker TRAM-34, welcher Cytochrom-P450-Enzyme nicht inhibiert (Wulff et al., 2000), mit
anndhernd vergleichbarer Effektivitit die Endothelzellproliferation hemmt. Der ICsp-Wert von
TRAM-34 fiir die Inhibition der Zellproliferation entspricht mit 5 £ 1 nmol/l annédhernd dem
Wert, der fiir die IKc,-Kanalstromblockade (6 £ 1 nmol/l) ermittelt wurde. TRAM-7, ein
inaktives Analogon des TRAM-34, konnte demgegeniiber selbst in hohen Konzentrationen
die Zellproliferation nicht unterdriicken. Dies kann als Beleg dafiir gewertet werden, dass die
Proliferationshemmung tatséchlich durch die Blockade des IK, hervorgerufen wird.

Der Vergleich der ICs-Werte von CLT fiir Zellproliferationshemmung (4 £ 1 nmol/l) auf der
einen und der Kanalstromblockade (19 £ 2 nmol/l) auf der anderen Seite zeigt, dass die

proliferationshemmende Wirkung bereits durch niedrigere CLT-Konzentrationen erreicht
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wird. Diese Beobachtung konnte dadurch erklart werden, dass CLT im Gegensatz zu
TRAM-34 auch Cytochrom-P450-Enzyme inhibiert. Zudem konnen auch unspezifische,
zytotoxische Effekte von CLT nicht ausgeschlossen werden.

Die funktionelle Rolle der IKCal wurde auch bei Zellproliferationsprozessen anderer
Zelltypen charakterisiert. So wurde beispielsweise berichtet, dass eine Inhibition von IKc,-
Kandilen die Proliferation glatter GefaBmuskelzellen in vitro und die Neointimabildung in vivo
(Kohler et al., 2003), die Proliferation von mitogenaktivierten humanen T-Lymphozyten
(Logsdon et al., 1997; Khanna et al., 1999; Wulff et al., 2000; Ghanshani et al., 2000) und
von humanen Pankreaskarzinom-Zellen (Jager et al., 2004) unterdriicken kann. Demnach
scheint der IKCal-Kanal bei der Steuerung sowohl physiologischer als auch
pathophysiologischer Proliferationsprozesse von grofler Bedeutung zu sein.

Im Gegensatz zu IKc, scheinen BKc, in den hier untersuchten Endothelzellen keine
entscheidende Rolle bei der Mitogenese zu spielen. Ein Effekt einer BKc,-Blockade wurde
demgegeniiber jedoch in zwei anderen Studien beobachtet. In einer Arbeit von Jiger und
Mitarbeitern wurde berichtet, dass die BKc,-Blockade in BKc,-hochexprimierenden
Tumorzellen die Proliferation supprimieren kann (Jiger et al., 2004). Auch die BKc,-
Blockade in Endothelzellen konnte in einer singuldren Studie eine Zellproliferationshemmung
zeigen (Wiecha et al., 1998). Ein mdglicher Grund fiir den diskrepanten Effekt einer BKc,-
Blockade in Endothelzellen konnte in der unterschiedlichen Herkunft und Passage der

Endothelzellen liegen.

Im folgenden soll nun erdrtert werden, tiber welche zelluliren Mechanismen 1K c,-Kanéle die
Mitogenese von Endothelzellen und damit auch die Angiogenese steuern konnten. Eine
Erkliarung bietet die ausgeprigte Hyperpolarisation, welche durch die Aktivierung der IKc,-
Kanile bewirkt wird. Diese [Kc,-induzierte Hyperpolarisation der Zellmembran erhdht die
elektrochemische Triebkraft fiir den Ca**-Einstrom. Ein gesteigerter Ca®'-Einstrom wiederum
fiihrt zu einer erhohten intrazelluliren Ca**-Konzentration. Eine erhhte Ca®’-Signalgebung
gilt als unabdingbar fiir die Progression der Zelle durch den Zellzyklus (Berridge et al., 2000;
Nilius & Droogmans, 2001) wie auch fiir die damit assoziierte Genexpressionsmodulation.
Ein Zusammenhang zwischen gesteigerten IKCal-Funktionen, erh6hter Hyperpolarisations-

fahigkeit, Ca**-Signalgebung und Mitogenese konnte auch in anderen Studien an nicht-
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vaskuldren Zellen gezeigt werden (Ouadid-Ahidouch et al., 2004; Jager et al., 2004;
Ghanshani et al., 2000).

Hinsichtlich der Modulation der Ca*"-Signalgebung und EC-Mitogenese scheinen BK¢, im
Vergleich zu IK¢, in HMEC-1 eine untergeordnete Rolle zu spielen. Dies konnte sich durch
die hohere Ca’'-Affinitit des IKc, erklaren, wodurch die Kanalaktivierung und somit
Membranhyperpolarisation bereits bei niedrigeren Ca**-Konzentrationen erfolgt (Wulff et al.,
2000; Khanna et al., 1999; Neylon et al., 1999; Kohler et al., 2000; Brenner et al., 2000;
Atkinson et al., 1991; Papassotiriou et al., 2000). Dahingegen ist der BK¢, durch eine
niedrigere Ca”*-Sensitivitit und ausgeprigte Spannungsabhingigkeit charakterisiert, wodurch
seine Féhigkeit die Zellmembran zu hyperpolarisieren deutlich limitiert ist. In elektrisch
erregbaren Zellen und glatten GefaBmuskelzellen vermitteln BK, die Repolarisation und sind
an der Bildung von sog. spontaneous transient outward currents (STOCs) beteiligt. Hierdurch
wird eine Feinregulation des Ruhemembranpotentials erreicht (Nelson & Quayle, 1995).
Dartiber hinaus konnen BK¢, aufgrund einer hohen Einzelkanalleitfdhigkeit und gesteigerten
Kanalaktivitdit im positiven Spannungsbereich einer iiberschielenden bzw. anhaltenden
Depolarisation entgegenwirken. Zudem werden BKc, iiber andere second messenger wie
cAMP und cGMP in ihrer Aktivitit moduliert (Nelson & Quayle, 1995).
Zusammengenommen ist daher vorstellbar, dass BKc, in HMEC-1 andere endotheliale

Funktionen und nicht Mitogeneseprozesse beeinflussen.

4.4 Beeinflussung von in vivo-Angiogeneseprozessen durch den

selektiven 1K ,-Kanalblocker TRAM-34

Nachdem in der vorliegenden Studie gezeigt werden konnte, dass die selektive IKc,-Blockade
in vitro zu einer Proliferationshemmung mitogenstimulierter Endothelzellen fiihrt, wurde nun
im weiteren gepriift, ob eine selektive IKc,-Blockade auch in vivo eine Reduktion der
Angiogenese bewirkt. Dies wurde anhand des Matrigel™-plug assay-Tiermodells, welches
ein etabliertes tierexperimentelles Modell zur Untersuchung von Angiogeneseprozessen in
Vvivo ist, untersucht. In den TRAM-34-behandelten Versuchstieren kam es im Vergleich zu

vehikelbehandelten Tieren zu einer deutlichen Reduktion der Vaskularisation der Matrigel™-

plugs.
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Im Vergleich zu anderen Angiogenese-Inhibitoren wie beispielsweise den 3-Hydroxy-3-
Methylglutaryl-Coenzym A (HMG-CoA)-Reduktase-Inhibitoren, die in vergleichbaren
Modellen eine Suppression von ca. 40 - 50% erreichen (Vincent et al., 2002), konnte durch
TRAM-34 mit einer Reduktion der Angiogenese um ca. 85% eine gute und sogar effektivere
antiangiogenetische Wirkung erzielt werden. Damit konnte der hochselektive IKc,-
Kanalblocker TRAM-34 ebenfalls als potenter Suppressor der Angiogenese gelten. Im
tibrigen wurden keine offensichtlichen Nebenwirkungen oder makroskopisch sichtbaren
Organveranderungen in den TRAM-34-behandelten Tieren beobachtet.

Insgesamt zeigen die Ergebnisse also, dass durch eine selektive Inhibition der IKc,-Kanéle
nicht nur die Endothelzellproliferation in vitro gehemmt wird, sondern auch Angiogenese-

prozesse in vivo unterdriickt werden konnen.

4.5 Tumorangiogenese und mogliche therapeutische

Anwendungen der IK,-Blockade

Maligne Erkrankungen stellen weltweit die zweithdufigste Todesursache beim Menschen dar,
mit immer noch steigender Tendenz. Es gilt als gesichert, dass das dreidimensionale
Wachstum und die Metastasierung eines soliden Tumors in unmittelbarer Abhingigkeit von
der Tumorvaskularisierung/Tumorangiogenese stehen (Folkman, 1996, 2000 & 2001). Daher
stellt die pharmakologische Blockade der Tumorvaskularisierung einen wichtigen
Ansatzpunkt fiir adjuvante Therapieformen dar. Inwiefern hier Ionenkanile als
pharmakologische Zielstrukturen eine Rolle spielen kdnnen, ist nicht geklirt. Einige wenige
Studien weisen jedoch auf eine potentielle Bedeutung von Ionenkanélen beim Wachstum des
neoplastischen Gewebes hin. So wurde beispielsweise liber eine Korrelation zwischen der
gesteigerten Expression des einwirts-rektifizierenden K'-Kanals (GIRK1) in Mamma-Ca-
Zellproben und der Anzahl axilldrer Lymphknotenmetastasen berichtet (Stringer et al., 2001).
Auch in Prostatakarzinom-Zelllinien sind K'-Kanéle beschrieben worden, die fiir den Prozess
der Zellproliferation wichtig zu sein scheinen (Skryma et al., 1997; Fraser et al., 2000).
Dartiber hinaus sind weitere Berichte in der Literatur zu finden, die eine gewisse Bedeutung
endothelialer Ionenkanéle fiir die GefaBproliferation postulieren (Kohn et al., 1995; Wiecha et
al., 1998). In der eigenen Arbeitsgruppe wurde eine signifikant hhere IKCal-Expression und

IK co-Aktivitdt im Endothel mesenterialer Arterien von Patienten mit Kolonadenokarzinom im
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Vergleich zu der tumorfreien Kontrollgruppe festgestellt (Kohler et al., 2000). Aus klinischen
Studien ist bekannt, dass bei Patienten mit Kolonadenokarzinom bzw. malignem Nierentumor
erhohte Serumspiegel an bFGF und VEGF bzw. VEGF mit dem Voranschreiten des
Tumorwachstums korrelieren (Dirix et al., 1996, Jacobsen et al., 2000).

Die in der vorliegenden Arbeit beobachtete endotheliale IKCal-Expressionssteigerung, die
durch den Einfluss der Wachstumsfaktoren bFGF und VEGF induziert wurde, konnte
mechanistisch bei der Férderung der Angiogenese und Tumorprogression eine wichtige Rolle
spielen. Ein weiteres wichtiges Ergebnis der vorliegenden Studie ist, dass der IKc,-Kanal ein
potentieller pharmakotherapeutischer Ansatzpunkt flir die Unterdriickung tumorinduzierter
Angiogenese sein konnte. Ein therapeutischer Einsatz des IKc,-Blockers CLT ist zwar
aufgrund seiner lebertoxischen Eigenschaften limitiert (Tettenborn, 1974), jedoch wire fiir
den hochselektiven IKc,-Blocker TRAM-34, fiir den bislang keine schidigenden
Nebenwirkungen beobachtet wurden, eine systemische und somit klinische Anwendung
denkbar. Insgesamt kann spekuliert werden, ob IK¢,-Blocker im Allgemeinen und TRAM-34
im Speziellen fiir die Unterdriickung von Tumorangiogenese und damit des Tumorwachstums

nutzbar sein konnten.
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S  Zusammenfassung

Am Anfang der Angiogenese im erwachsenen Organismus und insbesondere der
Tumorvaskularisation steht die Aussprossung von Endothelzellen. Proangiogenetische
Faktoren wie bFGF und VEGF stimulieren die Proliferation von Endothelzellen in vitro und
die Angiogenese in vivo. Auch die tumorinduzierte Angiogenese bei Krebspatienten wird
durch den Einfluss von pathologisch erhohten bFGF- und VEGF-Serumkonzentrationen
gefordert. In neueren Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass die Mitogenese von
Endothelzellen maBgeblich durch Ionenkanéle der Zellmembran reguliert wird.

In der vorliegenden Studie konnte gezeigt werden, dass die mitogene Stimulation mit bFGF
oder VEGF in vitro zu einer Hochregulation der IKCal-Genexpression und zu einem Anstieg
von IKc,-Stromamplituden in humanen Endothelzellen fiihrt. Der Effekt der proangio-
genetischen Faktoren auf die elektrophysiologischen Eigenschaften und auf die Expression
von Kc,-Kanilen wurde modellhaft in vitro an zwei Arten von Endothelzellen, HUVEC und
HMEC-1, untersucht. Die elektrophysiologischen Analysen mittels Patch-Clamp-Technik
ergaben dabei, dass in HUVEC der bFGF- bzw. VEGF-induzierte mittlere und auf die
Zellkapazitit normierte IKc,-Strom im Vergleich zu den Kontrollen jeweils signifikant um ca.
den Faktor 7 bzw. Faktor 3 erhoht war. Fiir bFGF-stimulierte HMEC-1 zeigte sich eine
anndhernd achtfache Erhohung des IKc,-Stroms. Die Zunahme scheint auf einer erhohten
Expression dieser Kanéle zu beruhen. In real time-RT-PCR-Untersuchungen wurde in bFGF-
bzw. VEGF-stimulierten Endothelzellen ein signifikanter, dreifacher bzw. zweifacher Anstieg
der IKCal-Genexpression im Vergleich zu unstimulierten Zellen festgestellt. Hierfiir ist die
Aktivierung bestimmter Signaltransduktionskaskaden von entscheidender Bedeutung. Durch
die Inhibition einzelner Signaltransduktionswege konnte in vitro gezeigt werden, dass bei der
Vermittlung der wachstumsfaktorinduzierten Steigerung der IKCal-Expression aktivierte
Rezeptortyrosinkinasen und die Aktivierung der ras/raf/MEK/ERK-MAPK-Signaltrans-
duktionskaskade eine zentrale Rolle zu spielen scheinen. Des weiteren stellte sich heraus, dass
den gesteigerten IKc,-Funktionen per se eine wichtige Bedeutung bei Endothelzell-
proliferation und Angiogenese zukommt. Diese Beobachtungen konnten durch Experimente
unterstiitzt werden, in denen die Kc,-Funktionen durch hochspezifische Blockersubstanzen

inhibiert wurden. Dabei konnte zunéichst in vitro demonstriert werden, dass die Blockade des
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IKc, durch CLT bzw. durch den hochselektiven IKc,-Blocker TRAM-34 zu einer deutlichen
Suppression der wachstumsfaktorstimulierten Endothelzellproliferation fiihrt. Im néchsten
Schritt wurde durch Untersuchungen in einem Angiogenese-Tiermodell gezeigt, dass
TRAM-34 auch die bFGF-stimulierte Angiogenese in Vvivo signifikant um ca. 85%
unterdriicken kann.

Insgesamt deuten die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit darauf hin, dass der IKCal eine
wichtige Rolle bei der endothelialen Zellproliferation und Angiogenese spielt. Die Regulation
dieses Kanals konnte von {lbergeordneter Bedeutung bei der Steuerung sowohl
physiologischer als auch pathophysiologischer Proliferationsprozesse in Endothelzellen sein.
Im Hinblick auf Angiogenese und Tumorprogression bietet der IKCal einen potentiellen
therapeutischen Ansatzpunkt fiir die Unterdriickung von tumorinduzierter Angiogenese.
Hierbei konnte der hochselektive IKc,-Blocker TRAM-34 von klinischem Nutzen im Sinne

einer Suppression von Endothelzellproliferation wéhrend der Tumorangiogenese sein.



6 Literaturliste 82

6

Literaturliste

Ades W, Candal FJ, Swerlick RA, George VG, Summers S, Bosse DC, Lawley TJ.
HMEC-1: Establishment of an immortalized human microvascular endothelial cell line.

J Invest Dermatol. 99: 683-690, 1992.

Atkinson NS, Robertson GA, Ganetzky B. A component of calcium-activated
potassium channels encoded by the Drosophila slo locus. Science. 253: 551-553, 1991.

Baron A, Frieden M, Chabaud F, Bény JL. Ca2+—dependent non-selective cation and
potassium channels activated by bradykinin in pig coronary artery endothelial cell. J

Physiol. 493: 691-706, 1996.

Barrett JN, Magleby KL, Pallotta BS. Properties of single calcium-activted potassium
channels in cultured rat muscle. J Physiol. 331: 211-230, 1982.

Benzaquen LR, Brugnara C, Byers HR, Gatton-Celli S, Halperin JA. Clotrimazole
inhibits cell proliferation in vitro and in vivo. Nat Med. 1: 534-540, 1995.

Berridge MJ, Lipp P, Bootman MD. The versatility and universatility of calcium
signaling. Nature Rev. 1: 11-21, 2000.

Blatz AL, Magleby KL. Single apamin-blocked Ca 2+ -activated K + channels of small
conductance in cultured rat skeletal muscle. Nature. 323: 718-720, 1986.

Blatz AL, Magleby KL. Calcium-activated potassium channels. Trends Neurosci. 10:
463-467, 1987.

Bolotina VM, Najibi S, Palacino JJ, Pagano PJ, Cohen RA. Nitric oxide directly
activates calcium-dependent potassium channels in vascular smooth muscle. Nature.

368: 850-853, 1994.



6 Literaturliste 83

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

Brenner R, Perez GJ, Bonev AD. Vasoregulation by the betal subunit of the calcium-

activated potassium channel. Nature. 407: 870-876, 2000.

Brugnara C. Erythrocyte membrane transport physiology. Curr Opin Hematol. 4(2):
122-127, 1997.

Busse R, Trogisch G, Bassenge E. The role of endothelium in the control of vascular

tone. Basic Res Cardiol. 80: 475-490, 1985.

Busse R, Fleming I. The endothelial organ. Cardiology. 8: 719-727, 1993.

Cai S, Garneau L, Sauvé R. Single-channel characterization of the pharmacological
properties of the KCa channel of intermediate conductance in bovine aortic endothelial

cells. J Membr Biol. 163:147-158, 1998.

Candia S, Garcia ML, Latorre R. Mode of action of iberiotoxin, a potent blocker of the

large conductance Ca*"-activated K channel. Biophys J. 63: 583-590, 1992.

Clapham DE. Calcium signaling. Cell. 80: 259-268, 1995.

Clapham DE, Montell C, Schultz G, Julius D. International Union of Pharmacology.
XLII. Compendium of voltage-gated ion channels: transient receptor potential

channels. Pharmacol Rev. 55(4): 591-596, 2003.

Colden-Stanfield M, Schilling WP, Possani LD, Kunze DL. Bradykinin-induced
potassium current in cultured bovine aortic endothelial cells. J Membr Biol. 116(3):
227-238, 1990.

Colden-Stanfield M, Cramer EB, Gallin EK. Comparison of apical and basal surfaces
of confluent endothelial cells: patchclamp and viral studies. Am J Physiol Cell Physiol.
263: C573-C583, 1992.



6 Literaturliste 84

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

Cooke JP, Rossitch E, Andon NA, Loscalzo J, Dzau V. Flow activates an endothelial
potassium channel to release an endogenous nitrovasodilatator. J Clin Invest. 88: 1663-

1671, 1991.

Daut J, Standen NB, Nelson MT. The role of the membrane potential of endothelial and
smooth muscle cells in the regulation of coronary blood flow. J Cardiovasc
Electrophysiol. 5: 154-181, 1994.

Devor DC, Singh AK, Frizzell RA, Bridges RJ. Modulation of CI" secretion by
benzimidazolones, I. Direct activation of a Ca(2+)-dependent K* channel. Am J Physiol.
271: L775-784, 1996.

Devor DC, Singh AK, Lambert LC, DeLuca A, Frizzell RA, Bridges RJ. Bicarbonate
and chloride secretion in Calu-3 human airway epithelial cells. J Gen Physiol. 113(5):
743-760, 1999.

de Vries C, Escobedo JA, Ueno H, Houck K, Ferrara N, Williams LT. The fms-like
tyrosine  kinase, a receptor for vascular endothelial growth factor.

Science. 255(5047): 989-991, 1992.

Dirix LY, Vermeulen PB, Hubens G, Benoy I, Martin M, De Pooter C, Van Oosterom
AT. Serum basic fibroblast growth factor and vascular endothelial growth factor and

tumor growth kinetics in advanced colorectal cancer. Ann Oncol. 7: 843-848, 1996.

Dudley DT, Pang L, Decker SJ, Bridges AJ, Saltiel AR. A synthetic inhibitor of the
mitogen-activated protein kinase cascade. Proc Natl Acad Sci U S A. 92: 7686-7689,
1995.

Edwards G, Dora KA, Gardener MJ, Garland CJ, Weston AH. K" is an endothelium-
derived hyperpolarizing factor in rat arteries. Nature. 396: 269-272, 1998.



6 Literaturliste 85

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

Fabiato A, Fabiato F. Calculator programs for computing the composition of the
solutions containing multiple metals and ligands used for the experiments in skinned

muscle cells. J Phyiol. 75: 463-505, 1979.

Fanger CM, Ghanshani S, Logsdon NJ, Rauer H, Kalman K, Zhou J, Beckingham K,
Chandy KG, Cahalan MD, Aiyar J. Calmodulin mediates calcium-dependent activation
of the intermediate conductance KCa channel, IKCal. J Biol Chem. 274: 5746-5754,
1999.

Folkman J. Tumor angiogenesis and tissue factor. Nat Med. 2: 167-168, 1996.

Folkman J. Incipient angiogenesis. J Natl Cancer Inst. 92: 94-95, 2000.

Folkman J. Can mosaic tumor vessels facilitate molecular diagnosis of cancer? Proc

Natl Acad Sci U S A. 98: 398-400, 2001.

Folkman J. Angiogenesis. In: Braunwald E, Fauci AS, Kasper DL, Hauser SL, Longo
DL, Jameson JL, eds. Harrison’s Principles of Internal Medicine. 15th ed. New York,
NY: McGraw-Hill; 517-530, 2001.

Fransen PF, Demolder MJ, Brutsaert DL. Whole cell membrane currents in cultured
pig endocardial endothelial cells. Am J Physiol Heart Circ Physiol. 268: H2036-H2047,
1995.

Fraser SP, Grimes JA, Djamgoz MB. Effects of voltage-gated ion channel modulators
on rat prostatic cell proliferation: comparison of strongly and weakly metastatic cell

lines. Prostate. 44: 61-76, 2000.

Frieden M, Graier WF. Subplasmalemmal ryanodine-sensitive Ca*"-release contributes
to Ca**-dependent K" channel activation in a human umbilical vein endothelial cell line.

J Physiol. 524: 715-724, 2000.



6 Literaturliste 86

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

Furchgott R, Zawadzki JV. The obligatory role of endothelial cells in the relaxation of
arterial smooth muscle by acetylcholine. Nature. 288(5789): 373-376, 1980.

Galvez A, Gimenez-Gallego G, Reuben JP, Roy-Contancin L, Feigenbaum P,
Kaczorowski GJ, Garcia ML. Purification and characterization of a unique, potent,
peptidyl probe for the high conductance calcium-activated potassium channel from

venom of the scorpion Buthus tamulus. J Biol Chem. 265: 11083-11090, 1990.

Ghanshani S, Wulff H, Miller MJ, Rohm H, Neben A, Gutman GA, Cahalan MD,
Chandy KG. Up-regulation of the IKCal potassium channel during T-cell activation.
Molecular mechanism and functional consequences. J Biol Chem. 275: 37137-37149,
2000.

Giangiacomo KM, Garcia ML, McMannus OB. Mechanism of iberiotoxin block of the
large-conductance calcium-activated potassium channel from bovine aortic smooth

muscle. Biochemistry. 31: 6719-6727, 1992.

Gimenez-Gallego G, Navia MA, Reuben JP, Katz GM, Kaczorowski GJ, Garcia ML.
Purification, sequence, and model structure of charybdotoxin, a potent selective
inhibitor of calcium-activated potassium channels. Proc Natl Acad Sci U S A. 85(10):
3329-3333, 1988.

Gollasch M, Ried CH, Bychkov R, Luft FC, Haller H. K" currents in human coronary
artery vascular smooth muscle cells. Circ Res. 78: 676-688, 1996.

Gribkoff VK, Lum-Ragan JT, Boissard CG, Post-Munson DJ, Meanwell NA, Starrett
JE jr., Kozlowski ES, Romine JL, Trojnacki JT, McKay MC, Zhong J, Dworetzky SI.
Effects of channel modulators on cloned large-conductance calcium-activated

potassium channels. Mol Pharmacol. 50: 206-217, 1996.

Griendling KK, Alexander RW. Endothelial control of the cardiovascular system:
recent advances. FASEB J. 10: 283-292, 1996.



6 Literaturliste 87

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

Groschner K, Graier WF, Kukovetz WR. Activation of a small-conductance Ca'-
dependent K™ channel contributes to bradykinin-induced stimulation of nitric oxide

synthesis in pig aortic endothelial cells. Biochem Biophys Acta. 1137: 162-170, 1992.

Haburcak M, Wei L, Viana F, Prenen J, Droogmans G, Nilius B. Calcium activated
potassium channels in cultured human endothelial cells are not directly modulated by

nitric oxide. Cell Calcium. 21: 291-300, 1997.

Hamill OP, Marty A, Neher E, Sakmann B, Sigworth FJ. Improved patch-clamp
techniques for high resolution current recording from cells and cell-free membrane

patches. Pfliigers Arch. 391: 85-100, 1981.

Hardy P, Abran D, Hou X, Lahaie I, Peri KG, Asselin P, Varma DR, Chemtob S. A
major role for prostacyclin in nitric oxide-induced ocular vasorelaxation in the piglet.

Circ Res. 83(7): 721-729, 1998.

Hoyer J, Popp R, Meyer J, Galla HJ, Gogelein H. Angiotensin II, vasopressin and
GTP[gamma-S] inhibit inward-rectifying K+ channels in porcine cerebral capillary

endothelial cells. J Membr Biol. 123(1): 55-62, 1991.

Hoyer J, Distler A, Haase W, Gogelein H. Ca*"-influx through stretch-activated cation
channels activates maxi K'-channels in porcine endocardial endothelium. Proc Natl

Acad Sci U S A. 91: 2367-2371, 1994.

Hoyer J, Kohler R, Haase W, Distler A. Up-regulation of pressure-activated Ca 2+ -
permeable cation channel in intact vascular endothelium of hypertensive rats. Proc Natl

Acad Sci U S A. 93: 11253-11258, 1996.

Hu Q, Desppande S, Irani K, Ziegelstein RC. [Ca®"]; oscillation frequency regulates
agonist-stimulated NF-kappaB transcriptional activity. J Biol Chem. 274: 33995-33998,
1999.



6 Literaturliste 88

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

Huang CL. The transient receptor potential superfamily of ion channels. J Am Soc
Nephrol. 15(7): 1690-1699, 2004.

Inazu M, Zhang H, Daniel EE. Properties of the Lp-805-induced potassium currents in
cultured bovine pulmonary artery endothelial cells. J Pharmacol Exp Ther. 268: 403-
408, 1994.

Ishii TM, Silvia C, Hirschberg B, Bond CT, Adelman JP, Maylie J. A human
intermediate conductance calcium-activated potassium channel. Proc Natl Acad Sci

USA.94: 11651-11656, 1997.

Jacobs ER, Cheliakine C, Gebremedkin D, Birks EK, Davies PF, Harder DR. Shear
activated channels in cell-attached patches of cultured bovine aortic endothelial cells.

Pflugers Arch. 431: 129-131, 1995.

Jacobsen J, Rasmuson T, Grankvist K, Ljungberg B. Vascular endothelial growth

factor as prognostic factor in renal cell carcinoma. J Urol. 163: 343-347, 2000.

Jiager H, Dreker T, Buck A, Giehl K, Gress T, Grissmer S. Blockage of intermediate-
conductance Ca’"-activated K™ channels inhibit human pancreatic cancer cell growth in

vitro. Mol Pharmacol. 65: 630-638, 2004.

Janigro D, West GA, Gordon EL, Winn HR. ATP-sensitive K'-channels in rat aorta
and brain microvascular endothelial cells. Am J Physiol Cell Physiol. 265: C812-821,
1993.

Jensen BS, Strobaek D, Christophersen P, Jorgensen TD, Hansen C, Silahtaroglu A,
Olesen SP, Ahring PK. Characterization of the cloned human intermediate-conductance

Ca2-+-activated K+ channel. Am J Physiol. 275(3 Pt 1): C848-856, 1998.



6 Literaturliste 89

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

Jensen BS, Odum N, Jorgensen NK, Christophersen P, Olesen SP. Inhibition of T cell
proliferation by selective block of Ca(2+)-activated K(+) channels. Proc Natl Acad Sci
USA 96(19): 10917-10921, 1999.

Kaczorowski GJ, Knaus HG, Leonard RJ, McManus OB, Garcia ML. High-
conductance calcium-activated potassium channels; structure, pharmacology, and

function. J Bioenerg Biomembr. 28: 255-267, 1996.

Kamouchi M, Trouet D, Degreef C, Droogmans G, Eggermont J, Nilius B. Functional
effects of expression of hslo Ca®" activated K™ channels in cultured macrovascular

endothelial cells. Cell Calcium. 22: 497-506, 1997.

Kamouchi M, Vandenbremt K, Eggermont J, Droogmans G, Nilius B. Modulation of
inwardly rectifying potassium channels in cultured bovine pulmonary artery endothelial

cells. J Physiol. 504: 545-556, 1997.

Kamouchi M, Droogmans G, Nilius B. Membrane potential as a modulator of the free
intracelular Ca®" concentration in agonist-activated endothelial cells. Gen Physiol

Biophys. 18: 199-208, 1999.

Katnik C, Adams DJ. An ATP-sensitive potassium conductance in rabbit arterial

endothelial cells. J Physiol. 485: 595-606, 1995.

Katnik C, Adams DJ. Characterization of ATP-sensitive potassium channels in freshly
dissociated rabbit aortic endothelial cells. Am J Physiol Heart Circ Physiol. 272:
H2507-H2511, 1997.

Khanna R, Chang MC, Joiner WJ, Kaczmarek LK, Schlichter LC. hSK4/hIK1, a
calmodulin-binding K¢, channel in human T-lymphocytes. Roles in proliferation and

volume-regulation. J Biol Chem. 274: 14838-14849, 1999.



6 Literaturliste 90

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

Kohler R, Schonfelder G, Hopp H, Distler A, Hoyer J. Stretch-activated cation channel
in human umbilical vein endothelium in normal pregnancy and in preeclampsia. J

Hypertens. 16: 1149-1156, 1998.

Kohler R, Degenhardt C, Kithn M, Runkel N, Paul M, Hoyer J. Expression and
function of endothelial Ca*"-activated K channels in human mesenteric artery. A
single-cell reverse transcriptase-polymerase chain reaction and electrophysiological

study in situ. Circ Res. 87: 496-503, 2000.

Kohler R, Brakemeier S, Kiihn M, Behrens C, Real R, Degenhardt C, Orzechowski
HD, Pries AR, Paul M, Hoyer J. Impaired hyperpolarization in regenerated endothelium
after balloon catheter injury. Circ Res. 89: 174-179, 2001.

Kohler R, Wulff H, Eichler I, Kneifel M, Neumann D, Knorr A, Grgic I, Kimpfe D, Si
H, Wibawa J, Real R, Borner K, Brakemeier S, Orzechowski HD, Reusch HP, Paul M,
Chandy KG, Hoyer J. Blockade of the intermediate-conductance calcium-activated

potassium channel as a new therapeutic strategy for restenosis. Circulation. 108: 1119-

1125, 2003.

Kohn EC, Alessandro R, Spoonster J, Wersto RP, Liotta LA. Angiogenesis: Role of
calcium-mediated signal transduction. Proc Natl Acad Sci U S A. 92: 1307-1311, 1995.

Kragh M, Hjarnaa PJ, Bramm E, Kristjansen PE, Rygaard J, Binderup L. In vivo
chamber angiogenesis assay: an optimized Matrigel plug assay for fast assessment of

anti-angiogenic activity. Int J Oncol. 22(2): 305-311, 2003.

Latorre R, Oberhauser A, Labarca P, Alvarez O. Varicties of calcium-activated

potassium channels. Annu Rev Physiol. 51: 385-399, 1989.



6 Literaturliste 91

76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

Lee K, Rowe IC, Ashford ML. Characterization of an ATP-modulated large
conductance Ca(2+)-activated K+ channel present in rat cortical neurones. J Physiol.

488 (Pt 2): 319-337, 1995.

Ling BN, O’Neill WC. Ca*"-dependent and Ca’"-permeable ion channels in aortic
endothelial cells. Am J Physiol Heart Circ Physiol. 263: H1827-H1838, 1992.

Logsdon NJ, Kang J, Togo JA, Christian EP, Aiyar J. A novel gene, hkCa4, encodes
the calcium-activated potassium channel in human T-lymphocytes. J Biol Chem. 272:
32723-32726, 1997.

Marchenko SM, Sage SO. Calcium-activated potassium channels in the endothelium of

intact rat aorta. J Physiol. 492.1: 53-60, 1996.

Marty A, Neher E. Potassium channels in cultured bovine adrenal chromaffin cells. J

Physiol. 367: 117-141, 1985.

Maruyama Y, Petersen OH, Flanagan P, Pearson GT. Quantification of Ca**-activated
K" channels under hormonal control in pig pancreas acinar cells. Nature. 305: 228-232,

1983.

McManus OB, Harris GH, Giangiacomo KM, Feigenbaum P, Reuben JP, Addy ME,
Burka JF, Kaczorowski GJ, Garcia ML. An activator of calcium-dependent potassium

channels isolated from a medicinal herb. Biochemistry. 32: 6128-6133, 1993.

McManus OB, Helms LM, Pallanck L, Ganetzky B, Swanson R, Leonard RJ.
Functional role of the beta subunit of high conductance calcium-activated potassium

channels. Neuron. 14: 645-650, 1995.

Michaelis UR, Fisslthaler B, Medhora M, Harder D, Fleming I, Busse R. Cytochrome
P450 2C9-derived epoxyeicosatrienoic acids induce angiogenesis via cross-talk with the

epidermal growth factor receptor (EGFR). FASEB J. 17: 770-772, 2003.



6 Literaturliste 92

85.

86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.

93.

Miller CE, Moczydlowski E, Latorre R, Phillips M. Charybdotoxin, a protein inhibitor
of single Ca*"-activated K~ channels from mammalian skeletal muscle. Nature. 313:

316-318, 1985.

Mistry DK, Garland CJ. Characteristics of single, large-conductance calcium-
dependent potassium channels (BK¢,) from smooth muscle cells isolated from the rabbit

mesenteric artery. J Membrane Biol. 164:125-138, 1998.

Mochizuki T, Wu G, Hayashi T, Xenophontos SL, Veldhuisen B, Saris JJ, Reynolds
DM, Cai Y, Gabow PA, Pierides A, Kimberling WJ, Breuning MH, Deltas CC, Peters
DJ, Somlo S. PKD2, a gene for polycystic kidney disease that encodes an integral
membrane protein. Science. 272: 1339-1342, 1996.

Moore TM, Brough GH, Babal P, Kelly JJ, Li M, Stevens T. Store-operated calcium
entry promotes shape change in pulmonary endothelial cells expressing TRP1. Am J
Physiol. 275: L574-582, 1998.

Neher E, Sakmann B. Single-channel currents recorded from membrane of denervated

frog muscle fibres. Nature. 260: 799-802, 1976.

Nelson MT, Quayle JM. Physiological roles and properties of potassium channels in

arterial smooth muscle. Am J Physiol. 268: C799-822, 1995.

Neylon CB, Lang RJ, Fu Y, Bobik A, Reinhart PH. Molecular cloning and
characterization of the intermediate-conductance Ca’'-activated K* channel in vascular

smooth muscle. Circ Res. 85: 33-43, 1999.

Nilius B, Riemann D. Ion channels in human endothelial cells. Gen Physiol Biophys. 9:
89-112, 1990.

Nilius B, Viana F, Droogmans G. Ion channels in vascular endothelium. Annu Rev

Physiol. 59: 145-170, 1997.



6 Literaturliste 93

94.

95.

96.

97.

98.

99.

100.

Nilius B, Droogmans G. Ion channels and their functional role in vascular endothelium.

Physiol Rev. 8:1415-1459, 2001.

Ouadid-Ahidouch H, Roudbaraki M, Delcourt P, Ahidouch A, Joury N, Prevarskaya
N. Functional and molecular identification of intermediate-conductance Ca(2+)-

activated K(+) channels in breast cancer cells: association with cell cycle progression.

Am J Physiol Cell Physiol. 287(1):C125-34, 2004.

Olesen SP, Munch P, Moldt P, Drejer J. Selective activation of Ca2+-dependent K"
channels by novel benzimidazolone. Eur J Pharmacol. 251:53-59, 1994.

Papassotiriou J, Prenen J, Kohler R, Krause H, Eggermont J, Paul M, Distler A, Nilius
B, Hoyer J. Increased Ca’’-sensitivity of a human Ca’"-activated K' channels by
expression of the modulatory subunit in endothelial cells. Pflligers Arch. 437: R65,
1999.

Papassotiriou J, Kohler R, Prenen J, Krause H, Akbar M, Eggermont J, Paul M, Distler
A, Nilius B, Hoyer J. Endothelial K'-channel lacks the Ca*"-sensitivity regulating -
subunit. FASEB J. 14: 885-894, 2000.

Passaniti A, Taylor RM, Pili R, Guo Y, Long PV, Haney JA, Pauly RR, Grant DS,
Martin GR. A simple, quantitative method for assessing angiogenesis and
antiangiogenic agents using reconstituted basement membrane, heparin, and fibroblast

growth factor. Lab Invest. 67(4): 519-528, 1992.

Peiia TL, Chen SH, Konieczny SF Rane SG. Ras/MEK/ERK Up-regulation of the
fibroblast K¢, channel FIK is a common mechanism for basic fibroblast growth factor
and transforming growth factor-p suppression of myogenesis. J Biol Chem. 275: 13677-
13682, 2000.



6 Literaturliste 94

101.

102.

103.

104.

105.

106.

107.

108.

109.

Pla AF, Maric D, Brazer SC, Giacobini P, Liu X, Chang YH, Ambudkar IS, Barker JL.
Canonical transient receptor potential 1 plays a role in basic fibroblast growth factor
(bFGF)/FGF receptor-1-induced Ca2+ entry and embryonic rat neural stem cell
proliferation. J Neurosci. 25(10): 2687-2701, 2005.

Pohl U, Holtz J, Busse R, Bassenge E. Critical role of endothelium in the vasodilatator

response to increased flow in vivo. Hypertension. 8: 37-44, 1986.

Pohl U, Wagner K, de Wit C. Endothelium-derived nitric oxide in the control of tissue
perfusion and oxygen supply: physiological and pathophysiological implications. Eur
Heart J. 14 Suppl I: 93-98, 1993.

Pusch M, Neher E. Rates of diffusional exchange between small cells and a measuring

patch pipette. Pfliigers Arch. 411(2): 204-11, 1988.

Ramsey S, Delling M, Clapham DE. An introduction to TRP channels. Annu Rev
Physiol. 68: 18.1-18.29, 2006.

Rauer H, Lanigan MD, Pennington MW, Aiyar J, Ghanshani S, Cahalan MD, Norton
RS, Chandy KG. Structure-guided transformation of charybdotoxin yields an analog
that selectively targets Ca(2+)-activated over voltage-gated K(+) channels. J Biol Chem.
275(2): 1201-1208, 2000.

Reilly JF, Mizukoshi E, Maher PA. Ligand dependent and independent internalization
and nuclear translocation of fibroblast growth factor (FGF) receptor 1. DNA Cell Biol.
23(9): 538-548, 2004.

Risau W. Mechanisms of angiogenesis. Nature. 386: 671-674, 1997.
Rufo PA, Jiang L, Moe SJ, Brugnara C, Alper SL, Lencer WI. The antifungal

antibiotic, clotrimazole, inhibits CI- secretion by polarized monolayers of human

colonic epithelial cells. J Clin Invest. 98(9): 2066-2075, 1996.



6 Literaturliste 95

110.

111.

112.

113.

114.

115.

116.

117.

118.

Rusko J, Tanzi F, Van Breemen C, Adams DJ. Calcium-activated potassium channels

in native endothelial cells from rabbit aorta: conductance, Ca®" sensitivity and block.

J Physiol. 455: 601-621, 1992.

Rusko J, Vanslooten G, Adams DJ. Caffeine-evoked, calciumsensitive membrane

currents in rabbit aortic endothelial cells. Br J Pharmacol. 115: 133141, 1995.

Ryan AJ, Wedge SR. ZD6474 - a novel inhibitor of VEGFR and EGFR tyrosine kinase
activity. Br J Cancer. 92 Suppl 1: S6-S13, 2005.

Sakai T. Acetylcholine induces Ca-dependent K currents in rabbit endothelial cells. Jpn
J Pharmacol. 53: 235-246, 1990.

Sauvé R, Parent L, Simoneau C, Roy G. External ATP triggers a biphasic activation
process of a calcium-dependent K™ channel in cultured bovine aortic endothelial cells.

Pfligers Arch. 412: 469-481, 1988.

Sauvé R, Chahine M, Tremblay J, Hamet P. Single-channel analysis of the electrical
response of bovine aortic endothelial cells to bradykinin stimulation: contribution of a

Ca”"-dependent K channel. J Hypertens Suppl. 8: S193-201, 1990.

Schiffrin EL. The endothelium and control of blood vessel function in health and

disease. Clin Invest Med. 17: 602-620, 1994.

Schreiber M, Salkoff L. A novel calcium-sensing domain in the BK channel. Biophys
J. 73: 1355-1363, 1997.

Silver MR, Decoursey TE. Intrinsic gating of inward rectifier in bovine pulmonary
artery endothelial cells in the presence or absence of internal Mg®". J Gen Physiol. 96:
109-133, 1990.



6 Literaturliste 96

119.

120.

121.

122.

123.

124.

125.

126.

127.

Silver MR, Shapiro MS, Decoursey TE. Effects of external Rb" on inward rectifier K"
channels of bovine pulmonary artery endothelial cells. J Gen Physiol. 103: 519-548,
1994.

Skryma RN, Prevarskaya NB, Dufy-Barbe L, Odessa MF, Audin J, Dufy B. Potassium
conductance in the androgen-sensitive prostate cancer cell line, LNCaP: involvement in

cell proliferation. Prostate. 33: 112-122, 1997.

Stringer BK, Cooper AG, Shepard SB. Overexpression of the G-protein inwardly
rectifying potassium channel 1 (GIRK1) in primary breast carcinomas correlates with

axillary lymph nodes metastasis. Cancer Res. 61: 582-588, 2001.

Suh SH, Vennekens R, Manolopoulos VG, Freichel M, Schweig U, Prenen J, Flockerzi
V, Droogmans G, Nilius B. Characterisation of explanted endothelial cells from mouse

aorta: electrophysiology and Ca”" signalling. Pfliigers Arch. 438: 612-620, 1999.

Tanaka Y, Meera P, Song M, Knaus HG, Toro L. Molecular constituents of maxi K¢,
channels in human coronary smooth muscle: predominant alpha + beta subunit

complexes. J Physiol. 502: 545-557, 1997.
Tettenborn D. Toxicity of clotrimazole. Postgrad Med J. 50 (suppl. 1): 17-20, 1974.

Vaca L, Schilling WP, Kunze DL. G-protein-mediated regulation of a Ca*"-dependent
K" channel in cultured vascular endothelial cells. Pfliigers Arch. 422: 66-74, 1992.

Vandorpe DH, Shmukler BE, Jiang L, Lim B, Maylie J, Adelman JP, de Franceschi L,
Cappellini MD, Brugnara C, Alper SL. cDNA cloning and functional characterization
of the mouse Ca2+-gated K+ channel, mIK1. Roles in regulatory volume decrease and

erythroid differentiation. J Biol Chem. 273(34): 21542-21553, 1998.

Vanhoutte PM. The endothelium — modulator of vascular smooth-muscle tone. Engl J

Med. 319: 513-514, 1988.



6 Literaturliste 97

128.

129.

130.

131.

132.

133.

134.

135.

van Renterghem C, Vigne P, Frelin C. A charybdotoxin-sensitive, Ca’"-activated K"
channel with inward rectifying properties in brain microvascular endothelial cells:

properties and activation by endothelins. J Neurochem. 65: 1274-1281, 1995.

Vergara C, Latorre R, Marrion NV, Adelman JP. Calcium-activated potassium

channels. Curr Opin Neurobiol. 8: 321-329, 1998.

Vincent L, Soria C, Mirshahi F, Opolon P, Mishal Z, Vannier JP, Soria J, Hong L.
Cerivastatin, an inhibitor of 3-hydroxy-3-methylglutaryl coenzyme a reductase, inhibits

endothelial cell proliferation induced by angiogenic factors in vitro and angiogenesis in

in vivo models. Arterioscler Thromb Vasc Biol. 22(4): 623-629, 2002.

Vincent T, Hermansson M, Bolton M, Wait R, Saklatvala J. Basic FGF mediates an
immediate response of articular cartilage to mechanical injury. Proc Natl Acad Sci
U S A. 99(12): 8259-8264, 2002.

Voets T, Droogmans G, Nilius B. Ionic currents in non-stimulated endothelial cells

from bovine pulmonary artery. J Physiol. 497: 95-107, 1996.

Walker SD, Dora KA, Ings NT, Crane GJ, Garland CJ. Activation of endothelial cell
IK(Ca) with 1-ethyl-2-benzimidazolinone evokes smooth muscle hyperpolarization in

rat isolated mesenteric artery. Br J Pharmacol. 134(7): 1548-1554, 2001.

Wiecha J, Munz B, Wu Y, Noll T, Tillmans H, Waldecker B. Blockade of Ca*'-
activated K channels inhibits proliferation of human endothelial cells induced by basic

fibroblast growth factor. J Vasc Res. 9: 247-258, 1998.

Winn MP, Conlon PJ, Lynn KL, Farrington MK, Creazzo T, Hawkins AF, Daskalakis
N, Kwan SY, Ebersviller S, Burchette JL, Pericak-Vance MA, Howell DN, Vance JM,

Rosenberg PB. A mutation in the TRPC6 cation channel causes familial focal segmental

glomerulosclerosis. Science. 308(5729): 1801-1804, 2005.



6 Literaturliste 98

136.

137.

138.

Wulff H, Miller MJ, Hansel W, Grissmer S, Cahalan MD, Chandy KG. Design of a
potent and selective inhibitor of the intermediate-conductance Ca”'-activated
K'channel, IKCal: a potential immunosuppressant. Proc Natl Acad Sci U S A. 97:
8151-8156, 2000.

Wulff H, Gutman GA, Cahalan MD, Chandy KG. Delineation of the
clotrimazole/TRAM-34 binding site on the intermediate conductance calcium-activated

potassium channel, IKCal. J Biol Chem. 276(34): 32040-32045, 2001.

Ziinkler BJ, Henning B, Grafe M, Hildebrandt AG, Fleck E. Electrophysiological
properties of human coronary endothelial cells. Basic Res Cardiol. 90: 435-442, 1995.



7 Lebenslauf und Publikationen 99

7 Lebenslauf und Publikationen

Angaben zur Person

Name: Ivica Grgi¢

Geburtsdatum: 04. Mirz 1978

Geburtsort: Berlin

Eltern: Marko Grgi¢ und Mara Grgi¢, geborene Sarié

Schulbildung

1984 — 1990 Uhland-Grundschule in Berlin-Charlottenburg

1990 — 1997 Schiller-Oberschule (Gymnasium) in Berlin-Charlottenburg
05/1997 Abitur

Grundwehrdienst

09/1997 — 10/1997 Grundausbildung zum Sanitétssoldaten im Luftwaffen-

ausbildungsregiment 3 bei Roth, Bayern
11/1997 — 06/1998 Dienst in der Luftwaffensanititsstaffel des Lufttransport-
geschwaders 63 - Krisenreaktionskrifte (KRK) bei Rendsburg,

Schleswig-Holstein

Hochschulbildung

10/1998 — 11/2004 Studium der Humanmedizin an der Freien Universitit Berlin/
Charit¢ - Universititsmedizin Berlin, Campus Benjamin
Franklin

10/2000 Arztliche Vorpriifung (Physikum)

04/2002 Erster Abschnitt der Arztlichen Priifung

09/2003 Zweiter Abschnitt der Arztlichen Priifung

10/2003 — 02/2004 1. Tertial des Praktischen Jahres: Anisthesie und operative

Intensivmedizin am Campus Benjamin Franklin der Charité -

Universitatsmedizin Berlin



7 Lebenslauf und Publikationen 100

02/2004 — 06/2004 2. Tertial des Praktischen Jahres: Innere Medizin am UCSD
Medical Center der University of California at San Diego
(UCSD), School of Medicine, La Jolla, CA, USA

06/2004 — 09/2004 3. Tertial des Praktischen Jahres: Allgemeine Chirurgie am
Hospital Civil de Guadalajara der Universidad de Guadalajara
(UdG), Jalisco, Mexico

11/2004 Dritter Abschnitt der Arztlichen Priifung und Approbation zum
Arzt

Beruf

seit 12/2004 Assistenzarzt am Universitdtsklinikum der Philipps-Universitét

Marburg, Klinik fiir Innere Medizin - Schwerpunkt Nephrologie

Auslandsaufenthalte

06/1995 — 08/1995 International English Institute, Fresno, CA, USA

03/2002 — 04/2002 Hospital Civil de Guadalajara (Ginecologia y Obstetricia),
Universidad de Guadalajara, Jalisco, Mexico

08/2002 — 09/2002 Our Lady’s Hospital for Sick Children (Pediatrics), Dublin,
Ireland

02/2004 — 06/2004 UCSD Medical Center (Internal Medicine), University of
California at San Diego, La Jolla, CA, USA

06/2004 — 09/2004 Hospital Civil de Guadalajara (Cirugia General), Universidad de
Guadalajara, Jalisco, Mexico

Sprachkenntnisse

Kroatisch flieBend in Wort und Schrift

Englisch flieBend in Wort und Schrift

Spanisch flieBend in Wort und Schrift

Italienisch Grundkenntnisse



7 Lebenslauf und Publikationen 101

Auszeichnungen

Stipendium der American Heart Association (AHA), National Center, 7272 Greenville
Avenue, Dallas, TX, USA
Stipendium des Reemtsma Begabtenforderungs-Werks

Stipendium der e-fellows.net

Originalpublikationen

1.

Han Si H#, Grgic I#, Heyken WT, Maier T, Hoyer J, Reusch HP, Kohler R. Mitogenic
modulation of Ca*"-activated K channels in proliferating A7r5 vascular smooth muscle

cells. Br J Pharmacol. Jun 12, 2006. *Contributed equally to this study. IF: 3,3

Koéhler R, Heyken WT, Heinau P, Schubert R, Si H, Kacik M, Busch C, Grgic I, Maier T,
Hoyer J. Evidence for a functional role of endothelial TRPV4 in shear stress-induced

vasodilatation. Arterioscler Thromb Vasc Biol. May 4, 2006. IF: 7.4

Maier T, Grgic I, Busch C, Hoyer J, Kéhler R. Endothelial ion channels — novel targets
for antihypertensive therapy. Dtsch Med Wochenschr. 130: 2637-2639, 2005.  IF: 0,7

Kohler R, Eichler I, Schonfelder H, Grgic I, Heinau P, Si H, Hoyer J. Impaired EDHF-
mediated vasodilation and function of endothelial Ca**-activated K* channels in uremic

rats. Kidney Int. 67(6): 2280-2287, 2005. IF: 4,8

Grgic I, Eichler I, Heinau P, Si H, Brakemeier S, Hoyer J, Kohler R. Selective blockade
of the intermediate-conductance Ca®"-activated K channel suppresses proliferation of

microvascular and macrovascular endothelial cells and angiogenesis in vivo.

Arterioscler Thromb Vasc Biol. 25(4): 704-709, 2005. IF: 7,4

Brakemeier S, Kersten A, Eichler I, Grgic I, Zakrzewicz A, Hopp H, Kohler R, Hoyer J.
Shear stress-induced up-regulation of the intermediate-conductance Ca*"-activated K

channel in human endothelium. Cardiovasc Res. 60: 488-496, 2003. IF: 4,6



7 Lebenslauf und Publikationen 102

Kohler R, Wulff H, Eichler I, Kneifel M, Neumann D, Knorr A, Grgic I, Kampfe D, Si
H, Wibawa J, Real R, Borner K, Brakemeier S, Orzechowski HD, Reusch HP, Paul M,
Chandy KG, Hoyer J. Blockade of the intermediate-conductance calcium-activated

potassium channel as a new therapeutic strategy for restenosis. Circulation. 108: 1119-

1125, 2003. IF: 12,6

Eichler I, Wibawa J, Grgic I, Knorr A, Brakemeier S, Pries AR, Hoyer J, Kohler R.
Selective blockade of endothelial Ca**-activated small- and intermediate-conductance
K channels suppresses EDHF-mediated vasodilation. Br J Pharmacol. 138: 594-601,
2003. IF: 3,3

Abstracts von Kongressbeitrigen, Poster und sonstige Arbeiten

1)

2)

3)

4)

Grgic 1. Pharmakologische Aktivierung von endothelialen TRPV4-Kationenkanélen
induziert NO-mediierte Vasodilatation. 29.Wissenschaftlicher Kongress — Hypertonie
2005. (Freier Vortrag), 2005.

Hoyer J, Busch C, Grgic I, Tysiak M, Kohler R, Maier T. Pharmacological inhibition of
IKCal K'-channels as a new therapeutic strategy to prevent neointima formation
following balloon catheter injury. Dtsch Med Wochenschr. 130: S141-S187
(Supplement 4) A 129, 2005.

Maier T, Heyken W, Han S, Grgic I, Hoyer J, Kohler R. Pharmacological and
mechanical activation of TRPV4 induces endothelium-dependent and NO-mediated
vasodilation of carotid artery. Dtsch Med Wochenschr. 130: S141-S187 (Supplement 4)
A 126, 2005.

Kohler R, Grgic I, Maier T, Busch C, Hoyer J. Selective inhibition of endothelial
IKCal and SKCa3 K'-channels prevents EDHF-mediated vasodilation. Dtsch Med
Wochenschr. 130: S141-S187 (Supplement 4) A 136, 2005.



7 Lebenslauf und Publikationen 103

5)

6)

7)

8)

9)

10)

11)

Hoyer J, Maier T, Grgic I, Busch C, Kohler R. Dysfunction of endothelial Ca®" -
activated K'-channels and impaired EDHF-mediated vasodilation in experimental
chronic renal insufficiency. Dtsch Med Wochenschr. 130: S141-S187 (Supplement 4)
A 86, 2005.

Grgic 1, Flaschar D, Miksits K. Studentisches Jahrbuch 2003 der Charité -
Universititsmedizin Berlin, Campus Benjamin Franklin. Charité/CBF. 2003.

Brakemeier S, Kdmpfe D, Eichler I, Grgic I, Koéhler R, Offermann G, Hoyer J.
Upregulation of Ca®" activated K™ channels in T-lymphocytes during acute renal

allograft rejection. Deutsche Physiologische Gesellschaft. O 07-3, 2003.

Grgic I, Brakemeier S, Eichler I, Kersten A, Hoyer J, Kohler R. Mitogen-induced up-
regulation of the intermediate Ca*"-activated K'-channel (IK1) in human endothelium.
Gesellschaft fir Mikrozirkulation und Vaskulare Biologie e.V. P-24 (2. Posterpreis),
2002.

Eichler I, Wibawa J, Grgic I, Pries AR, Hoyer J, Kohler R. Selective blockade of
endothelial Ca*"-activated small- and intermediate-conductance K channels suppresses
EDHF-mediated vasodilation. Gesellschaft flir Mikrozirkulation und Vaskuldre Biologie
e.V. 0-22, 2002.

Grgic 1, Brakemeier S, Eichler I, Kersten A, Hoyer J, Kohler R.  bFGF and VEGF
induce up-regulation of the intermediate Ca”"-activated K'-channel (IK1) in human

endothelium. Pfliigers Arch Eur J Physiol. 443, O 11-4 (Freier Vortrag), 2002.

Koéhler R, Eichler I, Kneifel M, Real R, Grgic I, Wibawa J, Brakemeier S, Borner K,
Orzechowski HD, Hoyer J. Inhibition of the Ca*"-activated K*-channel by clotrimazole
as a new therapeutic strategy for restenosis. Pfliigers Arch Eur J Physiol. 443, O 26-5,
2002.



7 Lebenslauf und Publikationen 104

12)

13)

14)

Brakemeier S, Kersten A, Grgic I, Eichler I, Zakrzewicz A, Hopp H, Kohler R, Hoyer J.
Shear stress-induced up-regulation of Ca®"-activated K'-channels in human

endothelium. Pflligers Arch Eur J Physiol. 443, O 11-5, 2002.

Grgic I, Kneifel M, Brakemeier S, Kohler R, Hoyer J. Alterations of vascular smooth
muscle Ca*"-activated K'-channel expression after balloon catheter injury.
Wissenschaftswoche des Universitatsklinikums Benjamin Franklin (Poster Session). P 2,
2001.

Grgic I, Koneri D, Niewiadomski A, Ouail S, Périsch S. Xenotransplantation —
Maoglichkeiten und Probleme. Symposium des Benjamin Franklin Kollegs. 1: 93-105,
2000.



8 Verzeichnis der akademischen Lehrer 105

8 Verzeichnis der akademischen Lehrer/-innen

Angelescu
Arndts
Bauer
Ben-Yehuda
Blantz
Blottner
Buhr
Castellano
Curio
DeMaria
Digweed
Engelhardt
Fierer
Foerster
Gaethgens
Godoy
Green
Gross

Hahn
Herrmann
Hess
Hopfenmiiller
Hopp
Hoyer
Jovanovic
Kern
Kirsch
Kohler
Kopf-Maier



8 Verzeichnis der akademischen Lehrer 106

Kreutz
Krochmann
Kuhn

Loy

Marx
Maxeiner
McCutchan
Mehta
Miksits
Miller
Mitznegg
Noske
Orphanos
Paul
Petzel
Pries
Riedel
Rochlitz
Rosemeier
Riiden
Schicke
Schéfer
Scherer
Schonfelder
Schrader
Schuller
Schultheif3
Schultz
Seifert
Shakibaei
Siegel

Sieverding



8 Verzeichnis der akademischen Lehrer 107

Stein
Tolxdorff
Versmold
Ward
Weber
Weimann
Wolf
Zeitz
Zidek

Zimmerman



9 Danksagung 108

9  Danksagung

An dieser Stelle mochte ich meinen Mentoren, Eltern, und Freunden meinen allergréften
Dank und Respekt aussprechen.

Bei Herrn Prof. Dr. med. Joachim Hoyer mochte ich mich fiir die groBziigige Bereitstellung
von Labor und Forschungsmaterialen in seiner Abteilung bedanken. Meinem Betreuer Herrn
Priv.-Doz. Dr. rer. nat. Ralf Kohler mochte ich fiir die Uberlassung des Promotionsthemas,
die umfangreiche Betreuung, die hilfreichen Diskussionen und die Durchsicht des
Manuskripts herzlichst danken. Frau Dr. med. Tanja Maier danke ich fiir letzte Anregungen
vor Vollendung der Arbeit. Weiterhin mdchte ich Frau Dr. med. Ines Eichler und Frau Dr.
med. Susanne Brakemeier sowie meinen Mitdoktoranden Frau Dr. med. Marlene Kneifel,
Frau Anne Kersten und Frau Judith Wibawa fiir die besonders gute und freundschaftliche
Zusammenarbeit sowie die angenehme Arbeitsatmosphdre im Laboralltag von Herzen
danken. GroBer Dank gebiihrt auch Herrn Klaus Schlotter, der mir stets mit Rat und Tat zur
Seite stand und bei der Durchfiihrung der Experimente eine grof3e Stiitze war.

Meinen Eltern Marko und Mara Grgi¢ danke ich fiir die moralische Unterstiitzung wihrend
meiner schulischen und universitdren Ausbildung, die in guten wie auch in schlechten Zeiten
immerwéhrend war. AbschlieBend gilt noch ein besonderer Dank meiner Schwester Katarina
und meiner Frau Irina, die mich wihrend der Erstellung der vorliegenden Arbeit durch ihren

Zuspruch ermutigt und in jeder Situation unterstiitzt haben.



10 Ehrenwortliche Erklarung 109

10 Ehrenwortliche Erklirung

Ich erklire ehrenwortlich, dass ich die dem Fachbereich Medizin Marburg zur
Promotionspriifung eingereichte Arbeit mit dem Titel ,,Die Rolle der Ca*"-aktivierten K'-
Kanile bei Endothelzellproliferation und Angiogenese* im Medizinischen Zentrum fiir Innere
Medizin - Schwerpunkt Nephrologie unter der Leitung von Prof. Dr. med. J. Hoyer ohne
sonstige Hilfe selbst durchgefiihrt und bei der Abfassung der Arbeit keine anderen als die in
der Dissertation angefiihrten Hilfsmittel benutzt habe. Ich habe bisher an keinem in- und
ausldndischen Medizinischen Fachbereich ein Gesuch um Zulassung zur Promotion

eingereicht noch die vorliegende oder eine andere Arbeit als Dissertation vorgelegt.
Vorliegende Arbeit wurde in folgendem Publikationsorgan veroffentlicht:

Grgic I, Eichler I, Heinau P, Si H, Brakemeier S, Hoyer J, Kohler R.
Selective blockade of the intermediate-conductance Ca*'-activated K channel suppresses
proliferation of microvascular and macrovascular endothelial cells and angiogenesis in vivo.

Arterioscler Thromb Vasc Biol. 25(4): 704-709, 2005.



	Die Rolle der  
	Inhaltsverzeichnis 
	 
	I Abkürzungsverzeichnis 
	mitogen activated protein-Kinase
	MAPK/ERK-Kinase
	myosine heavy chain
	phosphate buffered saline, Phosphatpufferlösung
	Tetrabutylammonium
	Tetraethylammonium
	transforming growth factor (
	II Abbildungsverzeichnis 
	Seite

	III Tabellenverzeichnis 
	1 Einleitung 
	 
	2 Material und Methoden 
	Primername
	2.5.3 Aufbau des Messkreises 
	2.5.5 Datenaufzeichnung und Datenauswertung 
	KCl
	135
	3




	2.8 Statistische Analysen 

	 
	3 Ergebnisse 
	Experiment

	IKCa1-Expression 
	Experiment

	IKCa1-Expression 
	4 Diskussion 
	4.2.2 Einfluss spezifischer Signaltransduktionsinhibitoren auf das KCa-Expressionsmuster in mitogenstimulierten humanen Endothelzellen 
	In den vorliegenden Untersuchungen sollte weiterhin geklärt werden, welche Signaltransduktionskaskaden an der bFGF- und VEGF-induzierten Hochregulation des IKCa1 beteiligt sind. Hierbei zeigte sich, dass die Inhibition der ras/raf/MEK/ERK-MAPK-Signaltransduktionskaskade durch den spezifischen MEK-Inhibitor PD98059 die mitogeninduzierte IKCa1-Expressionssteigerung in HUVEC und HMEC-1 verhindert. In den elektrophysiologischen Untersuchungen konnte in Analogie zu den molekularbiologischen Ergebnissen nachgewiesen werden, dass eine Vorbehandlung mit PD98059 auch die Steigerung der IKCa-Ströme in humanen Endothelzellen unterdrückt. Parallel wurde eine Zellproliferationshemmung durch PD98059 beobachtet. Dies bestätigt, dass die bFGF-induzierte Mitogenese ein Prozess ist, der maßgeblich über die ras/raf/MEK/ERK-MAPK-Kaskade vermittelt wird (Dudley et al., 1995).  
	Der p38-MAP-Kinase-Inhibitor SB203580 und der c-jun-N-terminal-Kinase (JNK)-Inhibitor SP600125 hatten keinen Effekt auf die bFGF-induzierte Erhöhung der IKCa1-Expression und IKCa-Stromamplitude. Demnach scheinen diese Signaltransduktionskaskaden nicht an den Prozessen beteiligt zu sein. 
	Die Befunde der vorliegenden Experimentserie zeigen, dass die bFGF-induzierte IKCa1-Expressionssteigerung in humanen Endothelzellen nach einer Aktivierung der bFGF-Rezeptortyrosinkinase insbesondere über die ras/raf/MEK/ERK-MAPK-Kaskade vermittelt wird.  
	In Studien anderer Untersucher wurde gezeigt, dass in Fibroblasten und in proliferierenden Gefäßmuskelzellen der Ratte eine mitogeninduzierte Aktivierung des ras/raf/MEK/ERK-Signalsystems in vitro zu einer Hochregulation der IKCa1-Expression und zu einer Zunahme der Zellproliferation führt (Khanna et al., 1999; Peña et al., 2000).  
	Bezüglich des nachgeschalteten Signaltransduktionswegs wird davon ausgegangen, dass die phosphorylierte ERK in den Nukleus transloziert und dort eine Vielzahl von Transkriptionsfaktoren aktiviert. Insbesondere die Phosphorylierung von c-jun und c-Fos könnte hier entscheidend sein, deren gemeinsamen Komplex das Aktivator Protein 1 (AP1) bildet. In kürzlich vorgenommenen Promotoranalysen in T-Lymphozyten konnte gezeigt werden, dass die mitogeninduzierte IKCa1-Expression dort über AP1 vermittelt wird (Ghanshani et al., 2000).   
	 

	5 Zusammenfassung 

	7 Lebenslauf und Publikationen 
	Angaben zur Person 
	Name: Ivica Grgić 
	Geburtsdatum: 04. März 1978 

	Schulbildung 
	Grundwehrdienst 
	8 Verzeichnis der akademischen Lehrer/-innen 
	9 Danksagung 
	10 Ehrenwörtliche Erklärung 
	 
	 


