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I Abkürzungsverzeichnis 
 

A/D-Wandler                Analog-Digital-Wandler 

AP1                              Aktivator Protein 1 

bFGF basic fibroblast growth factor 

BKCa                   Ca2+-aktivierter K+-Kanal mit hoher Leitfähigkeit 

bp                                  Basenpaar(e) 

C  Kapazität 

[Ca2+]frei                                   freie Ca2+-Konzentration 

[Ca2+]i                        intrazelluläre Ca2+-Konzentration 

CaM Calmodulin 

cAMP 3’,5’- zyklisches Adenosinmonophosphat 

cDNA                            komplementäre Desoxyribonukleinsäure 

Cf       Referenzkapazität 

cGMP 3’,5’- zyklisches Guanosinmonophosphat 

ChTx                              Charybdotoxin 

CLT  
                             

Clotrimazol = 1-[(2-Chlorophenyl) diphenylmethyl] -1H-
imidazol    

CREB                          cyclic AMP-response element binding protein 

Ct cycle of threshold, Schwellenzyklus 

dATP Desoxyadenosin-5´-triphosphat 

dCTP                            Desoxycytidin-5´-triphosphat      

DEPC Diethylpyrocarbonat 

dGTP                            Desoxyguanosin-5´-triphosphat 

DMSO                          Dimethylsulfoxid   

DNA                             Desoxyribonukleinsäure 

dNTPs                            Desoxynukleosid-5´-triphosphate 

DTT                              Dithiothreitol 

dTTP              Desoxythymidin-5´-triphosphat 

1-EBIO                    1-Ethyl-2-benzimidazolinon 

EBM endothelial basal medium 
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EC endothelial cell(s), Endothelzelle(n) 

ECGS endothelial cell growth stimulator 

EDHF                                      endothelium derived hyperpolarizing factor 

EGF epidermal growth factor 

EGM endothelial growth medium 

EGTA Ethylenglykol-bis(aminoethylether)-N,N'-tetraessigsäure 

ERK extracellular signal-regulated-Kinase 

FCS fetal calf serum, fetales Kälberserum 

FRET Fluoreszenz-Energie-Transfer 

GAPDH Glycerinaldehyd-3-phosphatdehydrogenase 

HEPES                          N-(2-Hydroxyethyl) piperazin-N´-2-ethansulfonsäure 

HMEC-1 humane mikrovaskuläre Endothelzelle(n) 

HUVEC humane umbilikale venöse Endothelzelle(n) 

I                                Stromstärke 

IbTx                     Iberiotoxin 

IC50

 

hier: Konzentration eines Inhibitors, bei welcher der 
Kanalstrom bzw. die EC-Proliferation halbmaximal geblockt ist

If                                      Kompensationsstrom 

IKCa             Ca2+-aktivierter K+-Kanal mit intermediärer Leitfähigkeit 
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IP3 Inositol(1,4,5)-trisphosphat 

JNK jun-N-terminal-Kinase 

KCa Ca2+-aktivierter K+-Kanal 

MAPK mitogen activated protein-Kinase 

MEK MAPK/ERK-Kinase 

MHC                   myosine heavy chain 

mRNA                  messenger-Ribonukleinsäure 

n      Anzahl der Versuche 

NFAT nuclear factor of activated T cells 

NFκB nuclear factor kappa B 

NO                       Stickstoffmonoxid 
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NS1619 
 

1-(2´-hydroxy-5´-trifluoromethylphenyl)-5-trifluoromethyl-
2(3H) benzimidazolon 

OP                     Operationsverstärker 

P                                Wahrscheinlichkeit 

PBS                       phosphate buffered saline, Phosphatpufferlösung 

PCR                      polymerase chain reaction, Polymerase-Kettenreaktion    

PDGF platelet derived growth factor 

PO Kanaloffenwahrscheinlichkeit 

R                                Widerstand 

Rf                          Rückkopplungswiderstand 

RT                         reverse Transkription 

SE                          standard error, Standardfehler des Mittelwerts 

SKCa-Kanal           Ca2+-aktivierter K+-Kanal mit niedriger Leitfähigkeit 

STOCs spontaneous transient outward currents 

TBA Tetrabutylammonium 

TEA Tetraethylammonium 

TGFβ transforming growth factor β 

TRAM-34 
 

Triarylmethan-34 = 1-[(2-Chlorophenyl) diphenylmethyl]-1H-
pyrazol 

TRAM-7 
 

Triarylmethan-7 = 1-Tritylpyrrolidin; inaktives Analogon von 
TRAM-34 

TRP transient receptor potential 

U   Spannung 

UAus                     Ausgangsspannung 

UKlemm                    Klemmspannung, Haltepotential 

UPip    Pipettenspannung 

UPM Umdrehungen pro Minute 

USoll                      Sollspannung 

VEGF vascular endothelial growth factor  

VSMC vascular smooth muscle cell(s), glatte Gefäßmuskelzelle(n) 
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1 Einleitung 
 

1.1 Das Endothel 
Das Endothel kleidet im gesamten kardiovaskulären System des Körpers als einzellige 

Grenzschicht die Innenseite der Gefäße aus. Ursprünglich nur als einfache, das Blut vom 

Gewebe trennende Barriere angesehen, kann das Endothel heute als eigenständiges und 

metabolisch hochaktives Organ verstanden werden. Es ist wesentlich an der Regulation des 

Transports von gelösten Stoffen und Makromolekülen, an immunologischen Prozessen und an 

Blutgerinnungsvorgängen beteiligt und nimmt eine Schlüsselfunktion bei der Kontrolle des 

Gefäßtonus und damit der Aufrechterhaltung eines adäquaten Blutflusses ein (Furchgott & 

Zawadztki, 1980; Busse et al., 1985; Vanhoutte, 1988; Busse und Fleming, 1993; Pohl et al., 

1993). Als Grenzfläche zwischen Blut und dem extravasalen Raum reagiert das Endothel auf 

eine Vielzahl gefäßtonusmodulierender Reize, wie z.B. die hämodynamischen Kräfte des 

fließenden Blutes und zirkulierende humorale Faktoren (u.a. Acetylcholin, ATP, Bradykinin), 

mit der Bildung von Lokalhormonen (Autakoiden), die in ihrer Wirkung den 

Kontraktionszustand der glatten Gefäßmuskulatur regulieren (Busse et al., 1985; Busse & 

Fleming, 1993; Furchgott & Zawadzki, 1980; Pohl et al., 1986; Vanhoutte, 1988). Zu den 

wichtigsten vasodilatatorischen Faktoren gehören NO (Stickstoffmonoxid), PGI2 

(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 Kollateralgefäßen, bei Entzündungsprozessen und der Wundheilung (Folkman, 

2001; Risau, 1997). Aus klinischer Sicht stellt in der Behandlung von Tumorerkrankungen die 
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Unterdrückung 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 Gefäßneubildung durch die sog. 

Intussuszeption (Folkman, 2001). Wie in Abb. 1 schematisch dargestellt, kommt es bei der 

Aussprossung von Endothelzellen zunächst zu einer proteolytischen Degradation der 

extrazellulären Matrix der Gefäßwand und nachfolgend zur Migration und Proliferation der 

Endothelzellen. Im Anschluss erfolgt dann eine Lumenbildung und Gefäßstabilisierung mit 

Anlagerung von Perizyten und glatten Gefäßmuskelzellen und Ausbildung einer 

gefäßwandspezifischen extrazellulären Matrix (Risau, 1997).   

 1. 2. 3. 4. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Abb. 1:

 

 Modellhafte Darstellung der Tumorvaskularisation. 1.-Einfluss tumorinduzierter 
Wachtumsfaktoren (z.B. bFGF, VEGF); 2.-Degradation der extrazellulären Matrix; 

ung (sprouting); 4. Endothelzellproliferation und Gefäßstabilisierung. 3. Ausspross

 

Zu den potentesten von Tumoren gebildeten proangiogenetischen Faktoren gehören der 

basische und saure Fibroblastenwachstumsfaktor (bFGF, aFGF) sowie der vaskuläre 

endotheliale Wachstumsfaktor (VEGF) (Folkman, 2001). Diese Wachstumsfaktoren binden 

an spezifische Oberflächenrezeptoren des Endothels, wodurch über 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 Veränderungen 

der intrazellulären Ca2+-Konzentration reguliert (Kohn et al., 1995). So induziert z.B. VEGF 

durch die Stimulation membranständiger Rezeptortyrosinkinasen und anschließender 

Aktivierung der Phospholipase Cγ eine Erhöhung der intrazellulären Ca2+-Konzentration 

durch Freisetzung von Ca2+ aus intrazellulären Speichern und konsekutiver Aktivierung eines 

speichergesteuerten, sog. kapazitativen Ca2+-Einstroms bei gleichzeitiger Aktivierung eines 

monovalenten Kationenausstroms zum Ladungsausgleich. Hierfür ist neben der Freisetzung 

von Ca2+ aus intrazellulären Speichern ein Einstrom von extrazellulärem Ca2+ in die Zelle 

notwendig, der durch ein komplexes Zusammenspiel sehr unterschiedlicher Kationenkanäle 

entsteht. Diese Ca2+-Mobilisierung gilt als ein zentraler Stimulus zur Zellproliferation 

(Berridge et al., 2000). So konnte in verschiedenen Zelltypen wie z.B. mitogenstimulierten 

Lymphozyten oder glatten Gefäßmuskelzellen gezeigt werden, dass eine anhaltend erhöhte 

Ca2+-Signalgebung über die Aktivierung von Transkriptionsfaktoren im Zytoplasma (NFκB, 

NFAT) und im Nukleus (CREB) für die Initiierung der Zellproliferation notwendig ist 

(Ghanshani et al., 2000;  Hu et al., 1999). Ebenso kann Ca2+ über eine Ca2+-abhängige 

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-Übergangspunkt) Ca2+-abhängig (Berridge et al., 2000; Ouadid-Ahidouch et al., 2004). 

Insgesamt konnte für eine ganze Reihe von Zellarten umfassend gezeigt werden, dass die 

intrazelluläre Ca2+-Konzentration eine wichtige regulatorische Funktion bei der 

Zellproliferation hat. 

Inwieweit dies auch bei der proangiogenetischen Stimulation von Endothelzellen zutrifft und 

über welche zellulären Mechanismen Änderungen der [Ca2+]i und der Ca2+-abhängigen 

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

intrazellulären Ca2+-Konzentration 

Im Gegensatz zur Endothelfunktion bei der Angiogenese ist bei vasoregulatorischen 

Prozessen des Endothels, wie  z.B. der NO-Freisetzung, die Regulation der intrazellulären 

Ca2+-Mobilisierung gut charakterisiert. Sie erfolgt hier im wesentlichen über drei 

Mechanismen: 1. über die Freisetzung von Ca2+ aus intrazellulären Speichern, 2. über Ca2+-

permeable Kationenkanäle, die einen Ca2+-Einstrom aus dem Extrazellularraum ermöglichen, 

und 3. über die Aktivität hyperpolarisierender Kaliumkanäle (Clapham, 1995; Nilius & 

Droogmans, 2001). 

Insbesondere letztere haben eine Schlüsselfunktion bei der Regulation der Ca2+-Homöostase. 

Man geht davon aus, dass erst eine langanhaltende intrazelluläre Ca2+-Erhöhung 

(Plateauphase) eine adäquate Aktivierung Ca2+-abhängiger Signaltransduktions- und 

Syntheseprozesse gewährleistet. Kaliumkanäle ermöglichen einen Ladungsausgleich für den 

prinzipiell depolarisierenden Kationeneinstrom und können durch Hyperpolarisation die 

elektrische Triebkraft für den Ca2+-Einstrom sogar potenzieren. Ohne die enge Verknüpfung 

mit K+-Kanalfunktionen würde sich der Ca2+-Einstrom aufgrund seines depolarisierenden 

Effekts schnell selbst limitieren (Nilius & Droogmans, 2001). Die Charakteristika von 

Kaliumkanälen und die zentrale Bedeutung ihrer Funktionen werden nach einer kurzen, für 

das Verständnis der Ca2+-Regulation wichtigen Darstellung von Ca2+-permeablen Kanälen in 

den nachfolgenden Abschnitten genauer beleuchtet. 

Ca2+-permeable Kationenkanäle ermöglichen einen Ca2+-Einstrom aus dem extrazellulären 

Raum. Es wird davon ausgegangen, dass ein Teil dieser Kanäle durch Rezeptorstimulation 

und in Abhängigkeit vom Füllungszustand intrazellulärer Ca2+-Speicher aktiviert wird. Die 

funktionelle Charakterisierung und molekularbiologische Klassifizierung dieser Ca2+-

permeablen Kationenkanäle im Endothel ist bislang unvollständig. Als potentielle Kandidaten 

gelten hier Kanäle der TRP-Genfamilie (TRP = transient receptor potential). Diese bislang 56 

verschiedene Kationenkanäle umfassende Genfamilie besteht aus 7 Unterfamilien (Ramsey et 

al., 2006; Clapham et al., 2003; Huang, 2004). Zu den drei Unterfamilien klassischer TRP-

Kanäle gehören die Familie der TRPC (Canonical)-, der TRPM (Melastatin)- und der TRPV 

(Vanilloid)-Kationenkanäle. Vier weitere Unterfamilien sind die verwandtschaftlich weiter 

entfernten TRPP (Polycystin), TRPA (ANKTM1 = ankyrin-like with transmembrane 
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domains 1), TRPN (NOMP-C = no mechanoreceptor potential-C) und TRPML (Mucolipin). 

Einige dieser TRP-Kanäle werden ubiquitär, andere hingegen stark organspezifisch 

exprimiert. Die biologischen Funktionen der verschiedenen TRP-Kanaltypen erscheinen stark 

variabel oder sind z.T. noch gänzlich 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 Ca2+-selektiven Subtypen TRPV5 und TRPV6 die Ca2+-Resorption vor allem in 

Niere und Darm. TRPM Kanäle wiederum scheinen an sehr unterschiedlichen Prozessen wie 

Geschmacksempfindung, Mg2+-Homöostase, Zellproliferation und Kälteempfindung beteiligt 

zu sein. Für TRPC6 konnte in einer kürzlich veröffentlichten Studie gezeigt werden, dass eine 

Mutation des TRPC6-Gens mit der familiären 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 führen (Mochizuki et al., 

1996; Huang, 2004). 

Am Endothel konnten bislang einige wenige Subtypen der TRP-Kanäle 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 Ca2+-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-Kanäle 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 Ca2+-Homöostase regulierenden Kationenkanäle bei Angiogeneseprozessen 

eine wichtige Rolle spielen könnte. So scheint z.B. an kultivierten Endothelzellen eine 

Beteiligung von speichergesteuerten Ca2+-permeablen Kanälen (TRPC1) an endothelialen 

Formveränderungen bzw. an der Endothelzellproliferation vorzuliegen (Moore et al., 1998). 
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Durch Inhibition dieser Ca2+-permeablen TRPC1-Kanäle konnten mit Angiogenese 

assoziierte morphologische Veränderungen in vitro unterdrückt werden. 

 

1.4 Endotheliale K+-Kanäle und Angiogenese 

Kaliumkanäle sind ein wichtiger Bestandteil der Zellmembran sämtlicher erregbarer und nicht 

erregbarer Säugetierzellen und spielen hier u.a. eine zentrale Rolle bei der Erhaltung des 

Ruhemembranpotentials und der Ca2+-Homöostase. Die Unterschiede zwischen den einzelnen 

K+-Kanaltypen sind charakterisiert durch die unterschiedlichen Aktivierungsmechanismen, 

Einzelkanalleitfähigkeiten und Verteilungsmuster in den verschiedenen Zelltypen. 

Hinsichtlich ihrer Funktion im Endothel gibt es Anhaltspunkte, dass die den Ca2+-Einstrom 

indirekt regulierenden K+-Kanäle an Endothelzellproliferations- und Angiogeneseprozessen 

beteiligt sein könnten. So konnte in einer in vitro-Untersuchung an kultivierten umbilikalen 

Endothelzellen gezeigt werden, dass die Stimulation mit bFGF zu einer Aktivierung eines 

Ca2+-abhängigen Kaliumkanals hoher Leitfähigkeit, des sog. BKCa, führte (Wiecha et al., 

1998). In dieser Studie hatte die Inhibition des Kanals mittels des spezifischen BKCa-

Kanalblockers Iberiotoxin eine Hemmung der Zellproliferation in vitro zur Folge. In der 

eigenen Arbeitsgruppe wurden vergleichende Untersuchungen zu endothelialen KCa-

Expressionsmustern und -Funktionen in tumorassoziierten Mesenterialarterien von Kolon-

Adenokarzinompatienten und Mesenterialarterien von Nicht-Tumorpatienten in situ 

durchgeführt (Köhler et al., 2000). Es zeigte sich, dass im Endothel humaner 

Mesenterialarterien überwiegend KCa-Kanäle vom IKCa1-Typ exprimiert werden. Weitere in 

situ Untersuchungen demonstrierten, dass eine Inhibition dieses Kanals die agonisten-

induzierte Hyperpolarisation des Endothels vollständig unterdrücken kann. BKCa-Ströme und 

BKCa-mRNA-Expression konnten im Endothel dieses Stromgebiets (Köhler et al., 2000), wie 

auch in umbilikalen Endothelzellen in situ (Köhler et al., 1998), nur sehr selten beobachtet 

werden. Es scheint somit, dass diesen Kaliumkanälen vom BKCa-Typ keine wesentliche 

Bedeutung für die endotheliale Hyperpolarisationsfähigkeit zukommt (Köhler et al., 2000). 

Im Rahmen der Vergleichsuntersuchungen zum KCa-Expressionsmuster bei Kolon-

Adenokarzinompatienten und Nicht-Tumorpatienten konnte festgestellt werden, dass im 

Endothel der Tumorpatienten eine 2,5-fache Erhöhung der IKCa1-exprimierenden 

Endothelzellen vorlag. Diese gesteigerte IKCa1-Expression führte funktionell zu einer 

 



1 Einleitung                                                                                                                                    18 

signifikant erhöhten Hyperpolarisationsfähigkeit 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 erhöht 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 IKCa1-Expression Folge einer gesteigerten Stimulation durch 

proangiogenetische Wachstumsfaktoren ist. Diese Vermutung wird durch neuere Studien an 

anderen Zelltypen unterstützt, in denen ein Zusammenhang zwischen IKCa1-Expression und 

mitogeninduzierten Zellproliferationsprozessen z.B. in T-Lymphozyten (Ghanshani et al., 

2000) und neointimalen Zellen (Köhler et al., 2003) gezeigt werden konnte. 

Inwiefern K+-Kanäle an den Signaltransduktionsmechanismen nach Stimulation durch 

proangiogenetische Faktoren beteiligt sind und ob Expressions- und Funktionsmuster der 

endothelialen K+-Kanäle durch diese mitogene Stimulation geändert werden, ist bislang nur 

unzureichend untersucht. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte daher geklärt werden, 

inwieweit das Expressions- und Funktionsmuster der KCa-Kanäle die endotheliale Mitogenese 

und Angiogenese beeinflusst und ob eine selektive Inhibition dieser Kanäle zur 

Unterdrückung von Endothelzellproliferations- und Angiogeneseprozessen  führen kann. 

 

1.5 Funktion der K+-Kanäle im Endothel 
Im folgenden sollen die spezifischen elektrophysiologischen, molekularbiologischen und 

pharmakologischen Eigenschaften von endothelialen K+-Kanälen vorgestellt werden: 

Kaliumkanäle sind maßgeblich an der Regulation des Membranpotentials und der Ca2+-

Homöostase in Endothelzellen beteiligt. Quantitativ und qualitativ variiert die Expression der 

verschiedenen K+-Kanaltypen zwischen den einzelnen Endothelzelltypen in verschiedenen 

Gefäßprovinzen und ist zudem speziesabhängig. Diese Variationsvielfalt scheint auch mit 

dem jeweiligen Stadium des Zellzyklus zusammenzuhängen. So werden beispielsweise 

einwärts-rektifizierende K+-Kanäle (IRK, Kir, inwardly rectifying), denen man eine zentrale 

Bedeutung für die Aufrechterhaltung des Ruhemembranpotentials insbesondere in 

unstimulierten Endothelzellen zuschreibt (Fransen et al., 1995; Voets et al., 1996; Colden-

Stanfield, 1990), häufiger in kultivierten als in primären Endothelzellen beobachtet (Colden-
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Stanfield et al., 1992). Die Offenwahrscheinlichkeit dieses Kanaltyps wird durch shear stress 

und durch Hyperpolarisationen im allgemeinen erhöht (Jacobs et al., 1995; Hoyer et al., 

1991). Darüber hinaus fungiert der Kir als K+-Sensor, dessen Einzelkanalleitfähigkeit von 

normalerweise 23 - 30 pS (Inazu et al., 1994; Kamouchi et al., 1997; Nilius et al., 1997; Silver 

& Decoursey, 1990) bei erhöhten extrazellulären K+-Konzentrationen deutlich zunimmt 

(Nilius et al., 1990; Silver et al., 1994; Zünkler et al., 1995). Zu den typischen, von 

extrazellulär wirkenden Blockern des Kir zählen Ba2+, TEA, TBA und Cs+.  

Unter ischämischen/hypoxischen Bedingungen gewinnt ein anderer K+-Kanaltyp, der ATP-

sensitive K+-Kanal (KATP), an Bedeutung. Die durch Ischämie/Hypoxie bedingte Reduktion 

intrazellulärer ATP-Spiegel [ATP]i führt zu einer Aktivierung der KATP mit konsekutiver 

endothelialer Hyperpolarisation. Eine Vasodilatation und somit verbesserte Durchblutung des 

potentiell ischämischen/hypoxischen Areals sind die Folge (Nilius & Droogmans, 2001). 

Neben erniedrigten [ATP]i wirkt auch Pinacidil, ein experimentelles Antihypertensivum der 

Cyanoguanidin-Klasse, als Öffner des KATP, der sich durch eine Einzelkanalleitfähigkeit von 

≈ 25 pS auszeichnet (Janigro et al., 1993). Glibenclamid und erhöhte [ATP]i führen 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 

intrazellulären Ca2+-Konzentration (sog. sparks) durch eine Ca2+-Entleerung aus 

intrazellulären Ca2+-Speichern, der einen Ca2+-Einstrom von extrazellulär zur Folge hat. 

Dieser Einstrom ist in erster Linie vom elektrochemischen Gradienten abhängig, welcher 

wiederum primär durch das Membranpotential bestimmt wird. Der depolarisierende Effekt 

eines Ca2+-Einstroms auf das Membranpotential wird in verschiedenen Endothelzellen durch 

die Aktivierung Ca2+-abhängiger K+-Kanäle (KCa) kompensiert, indem die KCa-

Offenwahrscheinlichkeit durch den [Ca2+]i-Anstieg erhöht und somit die Zellmembran über 

einen K+-Ausstrom re- bzw. hyperpolarisiert wird. Neben ihrer wichtigen Rolle bei der 

Gefäßtonusregulation wird auch eine Beteiligung der KCa an anderen Endothelfunktionen wie 

z.B. der Gefäßproliferation diskutiert (Kohn et al., 1995; Wiecha et al., 1998). 

Die Einteilung der KCa erfolgt auf der Grundlage ihrer unterschiedlichen 

Einzelkanalleitfähigkeiten sowie biophysikalischen und pharmakologischen Eigenschaften in 

drei Untergruppen (Blatz & Magleby, 1987): 1. big KCa (BKCa, big conductance; Syn.: Maxi-

K+-Kanäle, MKCa; Gen:  Slo) mit einer hohen Leitfähigkeit von 165 - 240 pS, 2. intermediate 

KCa (IKCa, intermediate conductance; Gen: IKCa1, IK1 oder sK4) mit einer intermediären 
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(mittleren) Leitfähigkeit von 30 - 80 pS und 3. small KCa (SKCa, small conductance; Gen: 

sK1-3) mit einer niedrigen Leitfähigkeit von ≈ 10 pS (Haburcák 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 Kanäle zeigt eine ausgeprägte Heterogenität in unterschiedlichen EC-

Klassen (Nilius et al., 1997). 

 

1.5.1 Ca2+-aktivierte K+-Kanäle hoher Leitfähigkeit (BKCa) 

Ca2+-aktivierte K+-Kanäle hoher Leitfähigkeit werden in der vorliegenden Studie unter 

elektrophysiologischen Gesichtspunkten als „BKCa“ bezeichnet, während das Genprodukt 

dieses Kanals im molekularbiologischen Kontext „Slo“ genannt wird. 

BKCa sind im physiologisch-relevanten Bereich des Membranpotentials nicht-rektifizierende 

K+-Kanäle, die eine hohe Selektivität für K+ aufweisen mit einem Permeabilitätsverhältnis 

PK+ : PNa+ von 1 : 0,01 (Hoyer et al., 1996; Latorre et al., 1989). Neben einer Ca2+-

Abhängigkeit zeichnen sie sich durch eine zusätzliche Spannungsabhängigkeit aus. Ihre 

Aktivität wird durch humorale Faktoren wie Acetylcholin, ATP oder Bradykinin, durch 

[Ca2+]i und insbesondere durch das Membranpotential reguliert (Baron et al., 1996; Daut et 

al., 1994; Haburcák et al., 1997; Kamouchi et al., 1999). Agonisten wie das 

Benzimidazolonderivat NS1619 (Gribkoff et al., 1996; Olesen et al., 1994; McManus et al., 

1993) oder intrazelluläres Dehydrosoyasaponin (DHS-I), eine erhöhte [Ca2+]i und die 

Depolarisation der Zellmembran steigern die Offenwahrscheinlichkeit der BKCa, woraufhin 

K+-Ionen nach extrazellulär strömen und die Zelle hyper- bzw. repolarisiert (Gribkoff et al., 

1996; Papassotiriou et al., 2000). Untersuchungen an einigen EC-Typen zeigten, dass die 

ryanodinsensitive Ca2+-Freisetzung während der Agonistenstimulation den Haupt-

aktivierungsmechanismus der BKCa in diesen Zellen darstellt. Dies deutet darauf hin, dass die 

Kanäle einen subplasmalemmalen Komplex mit Ca2+-Freisetzungseinheiten in ihrer 

unmittelbaren Nachbarschaft bilden (Frieden & Graier, 2000).  Interessanterweise verschiebt 

ein Anstieg der [Ca2+]i die Spannungsabhängigkeit der BKCa-Aktivierung hin zu negativeren 

Potentialen (Papassotiriou et al., 1999). Spezifisch inhibiert werden diese Kanäle durch 

Charybdotoxin (ChTx; Toxin des Skorpions Leirus quinquestriatus, s. Abb. 2a & 2c) (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 extrazelluläres Mg2+ ist spannungsabhängig 

(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. 

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

epräsentieren negative, die blauen Oberflächen positive Isopotentiale. Die Ausrichtung der 
oxine ist so gewählt, dass die unten gelegenen Anteile mit der Porenregion des BKCa-Kanals 
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bb. 2c: Dreidimensionale Isopotentialformationen von ChTx und IbTx. Die roten Oberflächen 
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Mittels RT-PCR-Analysen konnten BKCa in einigen humanen Endothelzellen als hSlo-Kanäle 

identifiziert werden (Kamouchi et al., 1997), die sich aus annähernd 1200 Aminosäuren 

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 α-Untereinheiten zusammen, die 

jeweils sieben transmembranäre Segmente (S0 - S6) und vier intrazelluläre Segmente (S7 - 

S10) am COOH-terminalen Ende aufweisen. Während das positiv geladene S4-Segment die 

Rolle eines Spannungssensors übernimmt (Vergara et al., 1998), bilden die Segmente S5 und 

S6 nach tetramerer Zusammenlagerung die Kanalpore (s. Abb. 3). Die Ca2+-Aktivierung des 

Kanals erfolgt über das negativ geladene Verbindungsstück zwischen S9 und S10 mit einer 

Länge von 28 Aminosäuren. Dieser als Ca2+-bowl bezeichnete Bereich stellt eine 

hochselektive Bindungsstelle für Ca2+ dar und scheint somit für die Ca2+-Sensitivität des 

BKCa-Kanals verantwortlich zu sein (Schreiber & Salkoff, 1997). Das zusätzliche 

membranständige S0-Segment am NH2-terminalen Ende fungiert vermutlich als 

Verbindungsdomäne zur zweiten Untereinheit, der sog. β-Untereinheit, die aus zwei 

transmembranären Segmenten besteht. Sie scheint durch Wechselwirkungen mit der             

α-Untereinheit die Ca2+-Sensitivität des Kanals zu modulieren. So konnte in diversen Studien 

an glatten Gefäßmuskelzellen, EC und neuronalen Zellen gezeigt werden, dass das Fehlen der 

β-Untereinheit eine erhebliche Reduktion der Ca2+-Sensitivität 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 BKCa/hSlo-Kanals 
(modifiziert nach Nilius & Droogmans, 2001).

 

BKCa konnten im vaskulären 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 Ca2+-Influx und somit zu einer Relaxation der Gefäßmuskulatur führt.  

In Endothelzellen des Schweins und des Rinds wurden BKCa 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 für die Gefäßtonusregulation zu haben scheinen. So 

konnte sowohl die fluss- wie auch die bradykinininduzierte Vasodilatation durch die 

spezifische Blockade endothelialer BKCa inhibiert werden (Cooke et al., 1991; Hardy et al., 

1998). Nach Edwards et al. könnte ein K+-Efflux über endotheliale BKCa zu einer Aktivierung 

der angrenzenden K+-sensitiven Kir glatter Gefäßmuskelzellen führen und somit ebenfalls eine 
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Hyperpolarisation der VSMC bewirken. Dieser umstrittenen Hypothese zufolge wäre der 

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

 

1.5.2 Ca2+-aktivierte K+-Kanäle intermediärer Leitfähigkeit (IKCa) 

Ca2+-aktivierte K+-Kanäle intermediärer Leitfähigkeit werden unter elektrophysiologischen 

Gesichtspunkten als „IKCa“ bezeichnet, während das Genprodukt dieses Kanals im 

molekularbiologischen Kontext „IKCa1“ (= IK1, KCa4, SK4, KCNN4, Gardos Kanal) 

genannt wird. 

 

1.5.2.1 Eigenschaften des IKCa 

Im Vergleich zu BKCa wurden IKCa 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 µmol/l [Ca2+]frei zeichnen sich IKCa durch eine deutlich höhere Ca2+-Sensitivität als 

endotheliale BKCa aus (Latorre et al., 1989). Sie sind leicht einwärts-rektifizierend und zeigen 

keine Spannungsabhängigkeit. Physiologischerweise werden sie durch eine IP3-vermittelte 

Ca2+-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 Einzelkanalleitfähigkeit 

des IKCa beträgt 30 - 80 pS. 

Es gibt Anhaltspunkte, die darauf hindeuten, dass G-Proteine an der Regulation endothelialer 

IKCa beteiligt sind. So konnte in bovinen EC der IKCa durch Applikation von GTP in 

Kombination mit Mg2+ stimuliert werden, wohingegen GDP einen gegenteiligen Effekt hatte 

(Vaca et al., 1992). 

 

1.5.2.2 Molekularer Aufbau des IKCa/IKCa1 

IKCa/IKCa1 sind hinsichtlich ihres molekularen Aufbaus mit der SKCa-Subfamilie (Kapitel 

1.5.3) verwandt, weshalb sie in früheren Nomenklaturen auch als SK4 bezeichnet wurden. Sie 

unterscheiden sich aber bezüglich der Primärsequenz zu ≈ 50 % von SKCa, so dass sich die 
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neue Zuordnung mit der Bezeichnung IKCa bzw. IKCa1 etabliert hat (Ishii et al., 1997; Jensen 

et al., 1998). 

Die Grundstruktur der IKCa/IKCa1 setzt sich charakteristischerweise aus einem Homotetramer 

zusammen. Jede Untereinheit besitzt sechs transmembranäre Domänen, wobei sowohl der 

COOH- als auch der NH2-terminale Bereich intrazellulär lokalisiert sind. In Analogie zu den 

BKCa-Kanälen wird die Kanalpore von den Segmenten S5 und S6 gebildet (s. Abb. 4a). 
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Abb. 4a:  Schematische Darstellung der molekularen Topologie des IKCa/IKCa1-Kanals 
(modifiziert nach Wulff et al., 2001). Die Segmente S5 und S6 bilden die Kanalpore. Anlagerung 
von Ca2+ an Calmodulin (CaM)  aktiviert den Kanal.
 

Im proximalen Bereich der carboxyterminalen Enden der Kanaluntereinheiten befinden sich 

Ca2+-abhängige Bindungsstellen für das Ca2+-bindende Molekül Calmodulin (CaM) (Fanger 

et al., 1999; Khanna et al., 1999). Durch die Anlagerung von Ca2+ an CaM wird die 

Kanalaktivierung vermittelt (Khanna et al., 1999). Im Gegensatz zum BKCa/Slo weist der 

IKCa/IKCa1 keine putativen Ca2+-Bindungsstellen im Sinne von Ca2+-bowl-Motiven oder EF-

Händen auf (s. Abb. 4b). Neuere Untersuchungen konnten zeigen (Fanger et al., 1999), dass 

jede Untereinheit des tetrameren IKCa/IKCa1-Kanals nur mit einem CaM-Molekül assoziiert 

ist, welches wiederum bis zu vier Ca2+-Ionen binden kann. 
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Abb. 4b: Modell zur Darstellung der Inter-
aktionsstellen zwischen CaM und den 
COOH-terminalen Bereichen des IKCa/ 
IKCa1 (modifiziert nach Fanger et al., 2000). 
Die inneren Helices sämtlicher 
Kanaluntereinheiten sind zu einem Bündel 
angeordnet. Die Bündel kreuzen unter-
einander an der zytoplasmatischen Ober-
fläche (bundle crossing), divergieren von der 
extrazellulären Oberfläche und bilden hier 
die Porenregion. Die oberen Enden der 
Helices entsprechen den S6-Segmenten, die 
Regionen unterhalb der Kreuzung 
repräsentieren die COOH-terminalen Reste 
des IKCa/IKCa1 mit den entsprechenden 
CaM-Bindungsstellen. Zwei CaM-Moleküle 
sind in Apposition zu den COOH-Enden 
dargestellt, zwei weitere sind angedeutet. 

 

Um den IKCa/IKCa1 zu aktivieren, muss jede der vier unabhängigen Untereinheiten einen 

Aktivierungsprozess in zwei Schritten durchlaufen: 1. Ca2+-Bindung an das präassoziierte 

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

Konformation. Alle vier Untereinheiten müssen aktiviert sein bevor der Kanal öffnet (s. Abb. 

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

CaM allein (ohne Ca2+) äußerst unwahrscheinlich. Diese Modellvorstellung von der 

IKCa/IKCa1-Aktivierung deckt sich mit elektrophysiologischen Beobachtungen, die zeigen, 

dass IKCa-Ströme bei niedrigen [Ca2+]i nicht auftreten. 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



1 Einleitung                                                                                                                                    27 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

           OFFEN  ║ 

           ↕ 

           GK-4Ca2+****

           ↕ 

       GK-3Ca2+*** ↔  GK-4Ca2+***      

       ↕     ↕ 

               GK-2Ca2+** ↔   GK-3Ca2+**  ↔  GK-4Ca2+**

  GK-Ca2+*  ↔   GK-2Ca2+*  ↔   GK-3Ca2+*   ↔  GK-4Ca2+* 

     ↕            ↕     ↕ 

  ↕             ↕   ↕     ↕  

  ╫  GK    ↔ GK-Ca2+   ↔   GK-2Ca2+   ↔   GK-3Ca2+    ↔  GK-4Ca2+

 
 
 
 
 

Abb. 4c: Kinetisches IKCa-Öffnungsmodell. GK = geschlossene Kanalkonformation; * = Konfor-
mation einer aktivierten Untereinheit; horizontale Übergange = Ca2+-CaM-Bindungen am 
Kanal; vertikale Übergänge = Ca2+-CaM-induzierte Konformationsänderungen der 
Kanaluntereinheit; Anzahl der * entspricht der Anzahl der aktivierten Untereinheiten. 

 
1.5.2.3 Pharmakologie des IKCa/IKCa1 

Pharmakologisch lässt sich der IKCa-Kanal durch spezifische Agonisten und Antagonisten 

charakterisieren. Während 1-Ethyl-2-benzimidazolinon (1-EBIO) als selektiver Öffner des 

Kanals wirkt (Walker et al., 2001), zeigt NS1619 am IKCa, ganz im Gegensatz zur Wirkung 

am BKCa, einen inhibierenden Effekt (Cai et al., 1998). Zu den potentesten IKCa-Blockern 

zählen Charybdotoxin (IC50 ≈ 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), gehören (Wulff et al., 2001; Devor et al., 1996). 

Neuere Untersuchungen haben ergeben, dass insbesondere letztere Substanzen aufgrund ihrer 

propellerartigen räumlichen Struktur die IKCa-Kanalpore (s. Abb. 4d) von intrazellulär selektiv 

und effektiv verschließen können (Rauer et al., 2000; Wulff et al., 2001). 
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Abb. 4d: Heuristisches Modell der IKCa1-Porenregion (modifiziert nach Wulff et al., 2001). Zur 
Verdeutlichung der inneren Räumlichkeiten ist die vordere Untereinheit des Kanals nicht 
dargestellt. CLT und TRAM-34 blockieren die IKCa-Kanalpore von intrazellulär. 
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Abb. 5a: Strukturformel von Clotrimazol. Abb. 5b: Strukturformel von TRAM-34. 
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1.5.2.4 Funktionen des IKCa 

Obwohl der IKCa Gegenstand intensiver Forschung ist, konnten seine konkreten Funktionen 

bis jetzt nur ansatzweise aufgedeckt werden. Er könnte u.a. bei der Volumenregulation von 

Erythrozyten (Brugnara et al., 1997) und bei der Modulation der Wasser- und Cl--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 IKCa scheinen 

an der hämodynamisch und humoral induzierten Vasodilatation beteiligt zu sein (Nilius et al., 

1997). 

 

1.5.3 Ca2+-aktivierte K+-Kanäle niedriger Leitfähigkeit (SKCa) 
Der small conductance KCa mit einer Leitfähigkeit von ≈ 10 pS wurde ebenfalls in 

Endothelzellen detektiert (Groschner et al., 1992; Sakai et al., 1990; Marchenko & Sage, 

1996). Ähnlich wie der IKCa zeigt auch der SKCa eine deutlich höhere Ca2+-Sensitivität als der 

BKCa (Latorre et al., 1989).  Er ist nicht spannungsabhängig und kann typischerweise durch 

das Bienengift Apamin und durch d-Tubocurarin blockiert werden (Groschner et al., 1992; 

Blatz & Magleby, 1986). Die Aktivierung der SKCa-Kanäle führt ebenfalls zu einer 

Hyperpolarisation der Zellmembran (Ishii et al., 1997). 
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1.6 Fragestellung und Zielsetzung 
Über die Bedeutung von KCa-Kanälen für EC-Proliferationsprozesse ist bislang nur wenig 

bekannt. Verschiedene Studien geben jedoch Hinweise darauf, dass endotheliale KCa an 

Endothelzellproliferations- und Angiogeneseprozessen beteiligt sein könnten. Wie bereits 

oben erwähnt, konnte an anderen Zelltypen wie z.B. aktivierten T-Lymphozyten und 

Fibroblasten eine Hochregulation des IKCa bei mitogeninduzierter Zellproliferation gezeigt 

werden (Ghanshani et al., 2000; Pena et al., 2000; Khanna et al., 1999). In Vorarbeiten der 

eigenen Arbeitsgruppe wurde bei Adenokarzinompatienten im Vergleich zu Nicht-

Tumorpatienten eine erhöhte Expression und Funktion endothelialer IKCa-Kanäle im 

tumorversorgenden Gefäßsystem beobachtet (Köhler et al., 2000). Insgesamt betrachtet 

deuten diese Erkenntnisse auf eine Beteiligung von IKCa-Kanälen an 

Zellproliferationsprozessen hin. 

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Beantwortung der Frage, ob IKCa-Kanäle 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 durchgeführt werden: 

 

a) Elektrophysiologische/pharmakologische Charakterisierung von KCa-Funktionen in 

humanen umbilikalen venösen Endothelzellen (HUVEC) und humanen 

mikrovaskulären Endothelzellen (HMEC-1) 

Hierzu sollten die KCa-Funktionsmuster in vitro in proangiogenetisch stimulierten HUVEC 

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

pharmakologisch mit Hilfe spezifischer Ionenkanalmodulatoren identifiziert, sowie bezüglich 

der Subtypenspezifität 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 durchgeführt werden.  

Zudem sollte geprüft werden, welchen Einfluss spezifische Signaltransduktionsinhibitoren auf 

das KCa-Funktionsmuster proangiogenetisch stimulierter Endothelzellen haben. Diese 

Untersuchung sollte als Ergänzung zur molekularbiologischen Analyse der KCa-

Expressionsmuster in EC dienen. 
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b) Molekularbiologische Analyse von KCa-Expressionsmustern in HUVEC und   

HMEC-1 

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

gischer Ebene die KCa-Expression in proangiogenetisch stimulierten und unstimulierten 

Endothelzellen untersucht werden. Parallel sollten mittels spezifischer Inhibitoren die 

übergeordneten intrazellulären Signaltransduktionskaskaden, die zu einer Veränderung der 

KCa-mRNA-Expressionsmuster führen, charakterisiert werden. 

 

c) Videooptisch assistierte Proliferationsuntersuchungen an HUVEC und HMEC-1 

Mit dieser Technik sollte in erster Linie geprüft werden, ob die mitogeninduzierte 

Proliferation von Endothelzellen durch eine selektive Inhibition von KCa-Kanälen in vitro 

unterdrückt werden kann. 

 

d) Pharmakologische Beeinflussung der Angiogenese in vivo  

Unter Anwendung der Matrigel™-plug-assay-Methode sollte im Tiermodell an Mäusen 

gezeigt werden, ob durch eine selektive Inhibition des IKCa die mitogenstimulierte 

angiogenetische Aktivität und Kapillarsprossung  in vivo unterdrückt werden kann. 
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2 Material und Methoden 
 

2.1 Chemikalien und Geräte 
2.1.1 Chemikalien 

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

• Apamin (Fa. Sigma, Deisenhofen, Deutschland) 

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

• Äther (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 Kälberserum (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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• MatrigelTM  (BD Biosciences, Erembodegem, Belgien) 

• MgCl2-Lösung (Gibco BRL, USA) 

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

• PBS mit und ohne Ca2+/Mg2+ (Biochrom KG, Berlin, Deutschland) 

• PCR-Puffer (10x) (Gibco BRL, USA) 

• PD98059 (Fa. Tocris, Köln, Deutschland) 

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

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

• Random Hexamere Primer 100 µmol/l (Fa. Boeringer, Mannheim, Deutschland) 

• RNasin Ribonuklease-Inhibitor 40 U/µl (Promega, Madison, USA) 

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

• SB203580 (Fa. Tocris, Köln, Deutschland) 

• SP600125 (Fa. Tocris, Köln, Deutschland) 

• TaqManTM Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems, Darmstadt, Deutschland)  

• Taq-Polymerase (Gibco BRL, USA) 

• TBE-Puffer (10x): 0,9 mol/l Tris-Base, 0,9 mol/l Borsäure, 10 mmol/l EDTA  

      (Fa. Sigma, Deisenhofen, Deutschland) 

• TRAM-34 (UC Davis, CA, USA) 

• TRAM-7 (UC Davis, CA, USA) 

• TRIzolTM-Reagenz (Fa. Life Technologies, Eggenstein, Deutschland) 

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

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

• 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 Verfügung gestellt. 
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2.1.2 Geräte 

 Brutschrank: CO2-Inkubator BB 6060 (Heraeus, Hanau, Deutschland) 

 Computer Software: Pulse/Pulsefit (Heka Elektronik, Lambrecht/Pfalz, Deutschland) 

 Cycler: PTC-100TM (MJ Research/Biozym Maxicycler, Watertown, USA) 

 Experimentierbad: Badkammer für 1 bzw. 2 ml Volumen (Wolfgang Hampel, Neu 

Isenburg, Deutschland) 

 Gelkammer: Bio-Rad Wide Mini SubTM  Cell (Bio-Rad, Hercules, USA) 

 Mess-/Referenzelektrode: Chlorierte Silberdrähte (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; Länge 7,5 cm/ Innendurchmesser 0,9 mm/ Wand-

stärke 0,3 mm (Clark Electromedical Instruments, Pangbourne, UK) 

 Pipettenziehgerät: DMZ-Universal-Puller (Zeitz-Instrumente, Augsburg, Deutschland) 

 Präparierbesteck: Skalpelle, Pinzetten, Mikrodissektionsschere 

 Rührmagnet: Typ MR 2002 (Heidolph, Deutschland) 

 Software zur Datenaufzeichnung und -auswertung (Patch-Clamp): Pulse/Pulse-Fit (Heka 

Elektronik, Lambrecht/Pfalz, Deutschland) 

 Sonstiges Labormaterial: Standardlaborgeräte 

 Spannungsgeber für die Gelelektrophorese: Powerpack P24 (Biometra, Göttingen, 

Deutschland) 

 Spannungsgeber für 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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Eppendorfgefäße, Zentrifugenröhrchen, Spritzen und Kanülen, Nabelschnurklemmen, 

Cryo Vials (Nunc) 

 TaqManTM-Cycler: TaqManTM PCR Cycler mit ABI PRISMTM 7700 Sequence Detection 

System (Perkin-Elmer Applied Biosystems, USA)                                   

 Verstärker: Computergesteuerter EPC-9 Patch-Clamp-Verstärker mit 4-Pol-Besselfilter 

(HEKA Elektronik, Lambrecht, Deutschland) 

 Zentrifuge (Heraeus Instruments, Osterode, Deutschland) 

 

2.2 Tiere 
Für die tierexperimentellen in-vivo-Angiogenese-Untersuchungen wurden männliche 

C57/BL6 Mäuse aus der Zucht der Charles River Breeding Laboratories verwendet. Die 

Haltung und Versorgung der Tiere erfolgte in Standardkäfigen mit Standardnagerkost sowie 

Wasser ad libitum. Die Tierversuche wurden am 30.06.2004 vom zuständigen Landesamt für 

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 venöse Endothelzellen 

(HUVEC) und humane mikrovaskuläre Endothelzellen einer immortalisierten Zelllinie 

(HMEC-1) kultiviert. 

 

2.3.1 Humane Endothelzellen 
Die aus humanen dermalen mikrovaskulären Endothelzellen generierte Zelllinie HMEC-1 

(Ades et al., 1992) wurde uns freundlicherweise vom Institut für Toxikologie der Charité - 

Universitätsmedizin Berlin, Campus Benjamin Franklin, zur Verfügung gestellt.  

Für die Isolation humaner umbilikaler venöser Endothelzellen wurden frische Nabelschnüre 

aus den Geburtenstationen der Campi Benjamin Franklin und Rudolph Virchow der Charité - 

Universitätsmedizin Berlin verwendet. 

Die Nabelschnurvene wurde zunächst mit Ca2+/Mg2+-freiem PBS-Puffer gespült und von 

Blutresten befreit. Anschließend wurden die Vene mit PBS-Lösung und einer auf 0,8% 

Trypsin verdünnten Trypsin-Lösung gefüllt, die Vene beidseits mit Klemmen verschlossen 
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und bei 37°C für 30 - 60 Minuten inkubiert. Nach manuellem Reiben des Gefäßes zur 

besseren Ablösung der Endothelzellen wurde die Vene mit Ca2+/Mg2+-haltigem PBS-Puffer 

gespült und die abgelösten Endothelzellen in ein Zentrifugenröhrchen (50 ml) überführt. Nach 

Zentrifugation bei 2000 UPM für 5 Minuten wurde der Überstand dekantiert, das Pellet in      

3 ml FCS aufgenommen und in Zellkulturflaschen mit Nährmedium ausgesät. 48 h vor 

Durchführung der Stimulationsversuche wurden die HUVEC und HMEC-1 auf ein 

Mangelnährmedium mit nur 2% FCS bzw. ohne FCS umgesetzt, um die 

Zellproliferationsaktivität zu stoppen.   

 

2.3.2 Kultivierung der Endothelzellen 
Als Nährmedium für 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 µg/ml), Amphotericin B (50 ng/ml) und Gentamicin (50 µg/ml) verwendet. 

Für 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 

wasserdampfgesättigter Atmosphäre und 5% CO2 kultiviert. Zum Passagieren der Zellen 

wurden konfluente HUVEC und HMEC-1 in den Kulturflaschen nach gründlichem Spülen 

mit Ca2+/Mg2+-freiem PBS-Puffer unter mikroskopischer Kontrolle mit 0,05% Trypsin 

inkubiert. Nach Ablösen der Zellen wurde das Trypsin durch Zusatz von FCS inaktiviert. Die 

Zellsuspension wurde für 5 Minuten bei 2000 UPM zentrifugiert, der Überstand verworfen 

und das Zellpellet vorsichtig in frischem Nährmedium aufgenommen. Anschließend wurden 

die Zellen zu gleichen Volumenanteilen auf fünf Petrischalen verteilt.  

 

2.4 Molekularbiologische Untersuchungen 

2.4.1 RNA-Extraktion 
Nach der Zellernte wurden die Zellen zunächst mit 500 µl TRIzolTM-Reagenz lysiert und das 

Gemisch in ein Eppendorfgefäß (1,5 ml) überführt. Nach Zugabe von 100 µl Chloroform und 

guter Durchmischung der Reagenzien wurde das Zelllysat für 15 Minuten bei 12000 UPM 

und einer Temperatur von 4°C  zentrifugiert. Hierbei trennte sich die Phenol-Chloroform-

Phase von der wässrigen Phase. Der klare Überstand wurde vorsichtig abpipettiert und in ein 

neues Eppendorfgefäß (1,5 ml) überführt. Zur Fällung der RNA aus der wässrigen Phase 
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wurden nun 250 µl Isopropanol hinzugefügt. Nach einer Inkubationszeit von 10 Minuten 

wurde erneut bei 12000 UPM und 4°C für die Dauer von 10 Minuten zentrifugiert. Das am 

Gefäßgrund sichtbare RNA-Pellet wurde getrocknet und in 50 µl DEPC-Wasser 

aufgenommen. Mit einem Teil der Probe erfolgte anschließend die photometrische 

Bestimmung der RNA-Konzentration bei einer Wellenlänge von 260 nm. Die isolierte RNA 

wurde direkt weiterverarbeitet oder bei -80°C zwischengelagert.  

 

2.4.2 Reverse Transkription und quantitative TaqMan™-RT-PCR 
Die reverse Transkription-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR) mittels TaqMan™-real 

time-PCR ist eine Methode zur qualitativen und semiquantitativen Bestimmung der mRNA-

Expression durch die entsprechende DNA-Detektion. Für die qualitative und semiquantitative 

Erfassung der mRNA-Expression ist es nötig, die isolierte mRNA mittels reverser 

Transkription (RT) in eine stabile komplementäre DNA (cDNA) umzuschreiben. Bei der 

anschließenden PCR erfolgt die Vervielfachung der cDNA in aufeinanderfolgenden 

Reaktionszyklen. Hierbei gliedert sich jeder Zyklus in drei Reaktionsschritte. Zunächst wird 

doppelsträngige DNA durch Erhitzen auf 94°C aufgetrennt. Daran anschließend erfolgt bei 

einer niedrigeren Temperatur von 60°C (sog. annealing-Temperatur) die Hybridisierung der 

eingesetzten Primer mit den jeweiligen komplementären DNA-Sequenzen. Im letzten Schritt 

komplettiert die DNA-Polymerase durch sukzessiven Einbau der passenden 

Desoxynukleosid-5‘-triphosphate (dNTPs) die Einzelstränge zum entsprechenden 

Doppelstrang.  

Zur reversen Transkription der mRNA in cDNA wurde eine RT-Reaktion mit 3 µg RNA der 

jeweiligen Probe durchgeführt. Die RNA wurde in einem Reaktionsansatz von insgesamt     

50 µl mit 5 µl RT-Puffer, 5 µl Dithiothreitol (DTT), 500 Units M-MLV-Reverse-

Transkriptase, je 1 µl der vier Desoxynukleosid-5‘-triphosphate (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 

40 Units RNasin-Ribonuklease-Inhibitor und 5 µl Random Hexamere Primer versetzt. Das 

gewünschte Gesamtvolumen von 50 µl 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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Für die Transkriptionsreaktion wurde ein programmierbarer Thermo-Cycler benutzt, in dem 

die mRNA-Proben bei 37°C für 60 Minuten transkribiert wurden. Abschließend erfolgte eine 

Erhitzung auf 94°C für 4 Minuten zur Denaturierung des RT-Enzyms. Die RT-Produkte 

(cDNA) wurden bis zur Weiterverarbeitung bei -80°C aufbewahrt. Für die TaqMan™-RT-

PCR wurden jeweils 3 µl des RT-Produkts eingesetzt. Der 25 µl umfassende TaqMan™-RT-

PCR-Reaktionsansatz beinhaltete den TaqManTM Universal PCR Mastermix, je 500 nmol/l 

eines Sense-/Antisense-Primers und 150 nmol/l der jeweiligen TaqMan™-Probe. Die 

Sequenzen der verwendeten genspezifischen Primer und TaqMan™-Sonden wurden mit 

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

 

Primername GenBankTM- 
Nummer 
 

Sequenzen der Primer und Probes 

hIKCa1 AF022797 Sense: F 5’-CATCACATTCCTGACCATCG-3’ 

Antisense: R 5’-ACGTGCTTCTCTGCCTTGTT-3’ 

TaqMan™-Probe: 5’-FAM-TGGTGACGTGGTGCCGGG   

                               C-TAMRA-3’ 

BKCa/Slo NM_002247 Sense: F 5’-GGACTTAGGGGATGGTGGTT-3’ 

Antisense: R 5’-AGTGGGAGGAATGGGACAG-3’ 

TaqMan™-Probe: 5’-FAM-TGCCGACGGACCTGATCT   

                               TCTGC-TAMRA-3’ 

hGAPDH BC013310 Sense: F 5´-CACCGTCAAGGCTGAGAACG-3´ 

Antisense: R 5´-GCCCCACTTGATTTTGGAGG-3´ 

TaqMan™-Probe: 5´-FAM-CCCATCACCATCTTCCAG   

                               GAGCGA-TAMRA-3´ 

 

 
Tab. 1: Primer- und TaqManTM-Sondensequenzen.

 

Die TaqMan™-PCR ist dadurch charakterisiert, dass die Amplifikation und der Nachweis des 

PCR-Produkts simultan in einem Reaktionsgefäß ermöglicht wird.  

Initial beruht die TaqMan™-Methodik auf der 5‘-3‘- Exonukleaseaktivität der AmpliTaq- 

DNA-Polymerase. Hierfür 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) trägt, 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 Wellenlänge (488 nm) zur 

Fluoreszenz angeregt, so wird die Fluoreszenz des Reporter-Farbstoffs aufgrund der 

räumlichen Nähe zum Quencher durch einen Fluoreszenz-Energie-Transfer (FRET) 

supprimiert. Während der PCR hybridisiert die Sonde mit den Primern zunächst an den 

Matrizen-Strang. In der darauf folgenden Extensionsphase kommt die AmpliTaq-DNA-

Polymerase nun in Kontakt mit dieser Sonde und verdrängt sie. Es entsteht eine Art y-förmige 

Sekundärstruktur, wodurch die 5‘-3‘-Exonukleaseaktivität 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 räumliche Nähe 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 vollständig bindende Sondenmoleküle verdrängt werden 

noch bevor sich die Exonukleaseaktivität der Taq-Polymerase auswirkt. Die Alteration der 

Fluoreszenzen wird mittels eines Sequenzen-Detektionssystems im geschlossenen 

Reaktionsgefäß Zyklus für Zyklus quantitativ erfasst. 

Die vergleichende Ct-Methode (ΔΔCt-Methode) ermöglichte eine semiquantitative 

Auswertung der Ergebnisse. Hierzu wurde zunächst unter Verwendung der TaqMan™ 

Auswertungssoftware ein Schwellen-Ct-Wert (cycle of threshold = Schwellenzyklus) für 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 lässt. 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 unabhängig von der 

Wirkung der eingesetzten Wachstumsfaktoren bzw. Signaltransduktionsinhibitoren und 

eignete sich dadurch als interner Standard für die semiquantitative Erfassung der Expression 

des zu untersuchenden Gens. Demnach wurde zur relativen Quantifizierung der 
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entsprechenden Genexpression beispielsweise die Differenz (ΔCt) zwischen dem Ct-Wert des 

IKCa1 und dem Ct-Wert der GAPDH derselben Probe berechnet (Ct IKCa1 - CtGAPDH = ΔCt).  

Zur Feststellung der Genexpressionsänderung unter Wachstumsfaktorstimulation bzw. 

Einfluss von Signaltransduktionsinhibitoren wurden im Vergleich zu unstimulierten 

Kontrollen die entsprechenden ΔΔCt-Werte nach der Formel ΔCtStimulation/Inhibtion - ΔCtKontrolle = 

ΔΔCt berechnet.  

Die Ergebnisse sind als Mittelwerte ± Standardfehler (SE) angegeben. Die mittleren ΔCt-

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 ermöglicht 

die Charakterisierung von einzelnen Ionenkanälen 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 µm2 . Hierbei wird die Zellmembran 

von der Glaskapillare (Patchpipette) angesaugt, wobei die dabei entstehenden 

Adhäsionskräfte zu einer hohen elektrischen Abdichtung führen. In dieser hochohmigen 

Konfiguration (3---10 GΩ), dem sog. seal,  können einzelne Ionenkanalströme aufgelöst 

werden. Mit Hilfe eines elektronischen Verstärkers wird das Membranpotential auf eine 

definierte Spannung geklemmt und der hierbei fließende Strom registriert. Das Öffnen und 

Schließen von Ionenkanälen, die sich in dem Membranfleck, auch patch genannt, befinden, 

führt zu einer Änderung des Membranwiderstandes und damit dem Ohmschen Gesetz 

entsprechend zu einer Änderung des gemessenen Stroms. 
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2.5.1 Patch-Clamp-Konfigurationen 
Für die Messung von Ionenströmen stehen mehrere Messkonfigurationen zur Verfügung, die 

durch verschiedene Manipulationen an dem Membranfleck (Patch) ermöglicht werden.  

Es können selektiv Ionenkanäle in dem Patch selbst (cell-attached-Konfiguration) oder in der 

gesamten Zelle (whole-cell-Konfiguration, Ganzzellableitung) abgeleitet werden. In der 

inside-out-Konfiguration und outside-out-Konfiguration können durch das Herausreißen eines 

Membranstücks Kanäle in der Membran zellfrei gemessen werden. Dabei ist entweder die 

ursprünglich zytoplasmatische Seite oder die extrazelluläre Oberfläche der Zellmembran der 

Badlösung zugewandt. Da in der vorliegenden Arbeit ausschließlich die Ganzzellableitung 

zur Anwendung kam, wird auf diese im folgenden näher eingegangen. 

Um in die whole-cell-Konfiguration zu gelangen (s. Abb. 6), muss im ersten Schritt zunächst 

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). Anschließend legt man im Pipetteninneren 

den Unterdruck so an, dass die Zellmembran im Bereich der Pipettenöffnung durchbrochen 

und somit ein elektrischer Zugang zum Zellinneren erreicht wird. Die Lösung im Inneren der 

Pipette steht hierbei direkt mit dem Zytosol in Verbindung und ermöglicht durch das 

Einbringen unterschiedlich konzentrierter Ionenlösungen eine genaue Kontrolle des 

intrazellulären Milieus (Pusch & Neher, 1988; Marty & Neher, 1985). 

Die bei der Ganzzellableitung gemessenen Ströme und Potentiale geben die Summe der 

Einzelkanalströme der gesamten Zellmembran wieder. Einerseits ist es möglich, durch das 

Klemmen der Zelle auf verschiedene Potentiale den Gesamtzellstrom zu registrieren, anderer-

seits kann über eine Stromklemmung das Zellpotential bestimmt werden. 
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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 Wandstärke von 0,32 mm mit Hilfe eines automatischen 

Pipettenziehgerätes in drei horizontalen Erhitzungs- und Zugintervallen gezogen und 

abschließend poliert. Der Eingangswiderstand der Pipetten betrug 4 - 6 MΩ in symmetrischen 

KCl-Lösungen (140 mmol/l). Als Mess- und Referenzelektroden dienten chlorierte Silber-

drähte (Ag/AgCl-Elektroden). 

 Glaspipettenspitze 

Sog

Aufreißen der 
Membran 

whole-cell 

cell-attached 

Integre Zellmembran 

Abb. 6:
nach Hamill et al., 1981).

 Erstellen einer whole-cell-Konfiguration mittels der Patch-Clamp-Technik (modifiziert 
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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 Eingängen des Operationsverstärkers (OP) liegen 

die Spannungen der Pipette (UPip) und die Sollspannung (USoll) an. Weichen die beiden 

Spannungen voneinander ab, so liegt am Ausgang des OP die Ausgangsspannung (UAus) an. 

Sie ist proportional zur Differenz von UPip und USoll, wird dabei aber noch verstärkt. Da der 

invertierte Eingang des OP mit seinem Ausgang über einen Referenzwiderstand (Rf) 

verschaltet ist, fließt hier aufgrund der Potentialdifferenz der Kompensationsstrom 

(Referenzstrom, If). Dieser hat bei entgegengesetzter Polarität denselben Betrag wie der 

Messstrom (Im) und fließt 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 · I  in den Strom umgerechnet. 
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Abb. 7: Schematischer Patch-Clamp-Versuchsaufbau. A/D = Analog/Digital-Wandler; Cf = 
eferenzkapazität; If = Referenzstrom; Im = Messstrom; OP = Operationsverstärker; Rf = 
eferenzwiderstand; UAus = Ausgangsspannung; UPip = Pipettenspannung; USoll = Sollspannung.  
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2.5.4 Beschreibung des Messplatzes 

Die Messanordnung war auf einem schwingungsgedämpften Tisch installiert und wurde durch 

einen Faraday-Käfig elektrisch abgeschirmt. Alle leitenden Gegenstände 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-Vorverstärker war an einem Mikromanipulator für 

die Grobpositionierung der Patchpipette in alle drei Raumrichtungen befestigt. Über 

Piezoelemente wurde die Feinpositionierung der Messpipette im Mikrometerbereich 

gesteuert. Die Druckverhältnisse in der Patchpipette konnten über ein Schlauchsystem, 

welches an eine Wassersäule gekoppelt war, definiert manipuliert werden. Alle Experimente 

wurden bei Raumtemperatur, d.h. bei 21 ± 1°C, durchgeführt. 

 

2.5.5 Datenaufzeichnung und Datenauswertung 
Die Datenaufzeichnungen und -auswertungen erfolgten mittels der Pulse/Pulse-Fit 

Aufzeichnungs- und Auswertungssoftware. Für die Messung von Ganzzellströmen 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. 

Für die Darstellung und den Vergleich der mittleren Stromstärken wurden Strom-

Spannungskurven erstellt, wobei die Stromwerte bei den Klemmpotentialen -120, -80, -40 , 0, 

+40, und +100 mV ausgemessen wurden. Mittels Bestimmung der Zellkapazität als Maß für 

die Zellgröße konnte eine Normierung des Stroms pro Flächeneinheit (Strom-Kapazität-

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

diejenige Substanzkonzentration zu ermitteln, bei der der IKCa-Strom halbmaximal inhibiert 

war (IC50), wurden die Datenpunkte mit Hilfe des sigmoidalen Boltzmann-Fit angeglichen. 

 

                    f (x)=imin + (imax-imin)/(1+exp((IC50-x)/k)) 

 

Hierbei stehen imin für die minimale Inhibition, imax für die maximale Inhibition, IC50 für die 

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

2.5.7 Lösungen 
Die Zusammensetzungen der verwendeten Versuchslösungen sind in Tab. 2 dargestellt. Alle 

Lösungen wurden in doppelt destilliertem MILLIPORE®-Wasser angesetzt. 
 

  

                   
Pipettenlösung (KCl)

 
[mmol/l] 

Badlösung (NaCl) 
 

[mmol/l] 

KCl 135 3 

KH2PO4 - 1,5 

NaCl - 137 

Na2HPO4 - 4,5 

MgCl2 4 0,4 

HEPES 5 - 

EGTA  1 - 

CaCl2 0,955 0,7 
 

pH 7,2 7,4 
 

3,0 µmol/l 2+  [Ca ]frei

                        
    
 
 

Tab. 2:  Zusammensetzungen der verwendeten Lösungen. Die Berechnung der freien Ca2+-
Konzentration in der Pipettenlösung erfolgte nach einem Verfahren von Fabiato & Fabiato 
(1979). 
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2.6 Untersuchungen zur Proliferationsaktivität humaner 

Endothelzellen in vitro  
Um zunächst eine Stagnation des Zellwachstums zu erreichen und gleichzeitig ein Überleben 

der Zellen für die Dauer von 48 Stunden zu gewährleisten, 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 Auszählung der Zellen wurde die 

Proliferation als prozentualer Anstieg der Zellzahl für jedes Experiment einzeln berechnet. 

Für die Blockeruntersuchungen wurden die Zellen mit dem hochselektiven IKCa-Blocker 

TRAM-34 (0,1 nmol/l - 1 µmol/l), dem inaktiven Analogon TRAM-7 (1 µmol/l), dem IKCa-

Blocker und Cytochrom-P450-Epoxygenase-Inhibitor CLT (0,1 nmol/l - 1 µmol/l), dem 

hochselektiven BKCa-Blocker IbTx  (100 nmol/l) und dem MEK-Inhibitor PD98059            

(20 µmol/l) behandelt. 

 

2.7 In vivo Matrigel™-plug-assay-Untersuchungen an Mäusen 

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 lösliche Basalmembranpräparation, die 

aus dem Engelbreth-Holm-Swarm-Tumor, einem Mäusesarkom, extrahiert wird. Zu ihren 

Hauptkomponenten zählen Laminin, Kollagen IV, Heparansulfatproteoglykan und Entaktin. 

Sie bildet eine effektive Grundlage für 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 Durchführung 

Subkutane Injektion der Matrigel™-Matrix 

Sämtliche Utensilien für die Applikation der Matrigel™-Matrix (u.a. Spritzen, Nadeln, 

Matrigel™-Matrix-Lösung) wurden vor Injektion auf Eis gelagert, um eine vorzeitige 

Polymerisierung der Matrix zu verhindern. Ein definiertes Matrixvolumen von jeweils 0,7 ml 

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

 

Applikation der Blockersubstanz 

Die Versuchstiere wurden für die Dauer von zwei Wochen einmal täglich entweder mit 

TRAM-34 (120 mg/kg KG) oder nur dem Vehikel (Erdnussöl) behandelt. Hierzu erfolgten 

standardisierte intraperitoneale Injektionen der entsprechenden Flüssigkeitsvolumina. 

 

Entnahme der Matrigel™-plugs 

Zwei Wochen nach Setzen der plugs wurden die Mäuse unter tiefer Äthernarkose und 

anschließendem Entbluten durch Punktion des Herzens getötet. Mit Hilfe einer 

Mikrodissektionsschere wurden die Matrigel™-plugs entnommen.  

 

Fixierung   

Die ausgeschnittenen Matrigel™-plugs wurden unmittelbar nach Entnahme in 10%-iger 

Formalinlösung bei Raumtemperatur fixiert. Nach Einbettung in Paraffin wurden 5 μm dicke 

Schnitte angefertigt und mit Hematoxylin-Eosin histochemisch gefärbt. Die Bestimmung der 

Angiogeneseaktivität 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 KCa in proliferierenden 

Endothelzellen nach mitogener Stimulation 
Um Änderungen der funktionellen KCa-Kanalexpression nach proangiogenetischer 

Stimulation qualitativ und quantitativ erfassen zu können, wurden whole-cell-KCa-Ströme von 

HUVEC und HMEC-1, die zuvor mit dem basischen Fibroblasten Wachstumsfaktor (basic 

fibroblast growth factor, bFGF) oder mit dem vaskulären endothelialen Wachstumsfaktor 

(vascular endothelial growth factor, VEGF) für die Dauer von 48 Stunden stimuliert worden 

waren, mit den Strömen von unstimulierten Zellen verglichen. Für die Aktivierung von KCa-

Strömen in der whole-cell-Konfiguration wurden die Zellen mit einer 3 µmol/l freies Ca2+ 

enthaltenden KCl-Pipettenlösung dialysiert. 

 

3.1.1 K  in HUVEC Ca

Mit bFGF (50 ng/ml) stimulierte HUVEC zeigten deutlich größere KCa-Stromamplituden als 

unstimulierte Zellen. Repräsentative Originalstromaufzeichnungen sind in Abb. 8a dargestellt. 

bFGF-induzierte mittlere und auf die Zellkapazität normierte KCa-Ströme waren im Vergleich 

zu den Kontrollen signifikant um ca. den Faktor 7 erhöht (s. Abb. 8b und 8c). Eine 

signifikante Hochregulation der KCa-Ströme 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 ausgeprägt. Der mittlere VEGF-induzierte KCa-

Strom war im Vergleich zu den Kontrollen siginifikant um den Faktor 3 erhöht. Die 

Zellkapazitäten in unstimulierten HUVEC (30 ± 4 pF) und in bFGF (29 ± 5 pF)- bzw. VEGF 

(25 ± 3 pF)-stimulierten HUVEC waren vergleichbar. 
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Abb. 8a: bFGF und VEGF induzieren eine Hochregulation von KCa-Funktionen in HUVEC. Die 
Graphen zeigen die mittleren KCa-Ströme in HUVEC nach Stimulation mit bFGF (50 ng/ml) 
oder VEGF (50 ng/ml) für die Dauer von 48 h und in unstimulierten HUVEC (Kon). Die KCa-
Aktivierung erfolgte durch Dialyse der Zellen mit freiem Ca2+ (3 µmol/l). 

Abb. 8b: Quantitative Analyse der mittleren KCa-Stromamplituden in HUVEC bei einer 
Klemmspannung (UKlemm) 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 IKCa-Ströme in HUVEC bei Klemmspannungen (UKlemm) von 
-40, 0, +40 und +100 mV nach Stimulation mit bFGF (50 ng/ml; n=24) für 48 h und in 
unstimulierten HUVEC (Kon; n=15). Die Datenpunkte entsprechen den Mittelwerten ± SE; 
*P<0,01; **P<0,001, ungepaarter t-Test. 
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Sowohl die niedrigen basalen KCa-Auswärtsströme in unstimulierten HUVEC als auch die 

erhöhten KCa-Ströme in mitogenstimulierten HUVEC wiesen neben einer Spannungsun-

abhängigkeit auch eine leichte Einwärtsrektifizierung bei positiven Haltepotentialen auf. 

Diese Ströme ließen sich durch die selektiven IKCa-Blocker TRAM-34 und CLT sowie durch 

ChTx reversibel blockieren (s. Abb. 8d). Dabei waren die berechneten IC50-Werte (IC50 7 ± 1 

nmol/l für TRAM-34; IC50 25 ± 3 nmol/l für CLT; IC50 5 ± 1 nmol/l für ChTx; s. Abb. 8e) 

vergleichbar mit denen für den geklonten IKCa1-Kanal (Logsdon et al., 1997; Wulff et al., 

2000) und für native IKCa-Kanäle in arteriellen Endothelzellen der Ratte (Köhler 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 BKCa-Inhibitor 

IbTx (100 nmol/l) oder der selektive SKCa-Blocker Apamin (1 µmol/l) hatten keinen 

detektierbaren inhibitorischen Effekt auf die registrierten KCa-Ströme. Diese elektro-

physiologischen Eigenschaften und das pharmakologische Profil deuten darauf hin, dass die 

KCa-Ströme in mitogenstimulierten wie auch in unstimulierten HUVEC ausschließlich IKCa-

vermittelt sind und nicht über andere KCa-Kanäle wie BKCa oder SKCa generiert werden. 
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Abb. 8d: Pharmakologische Eigenschaften der IKCa-Ströme in HUVEC. Blockade der IKCa-
Ströme 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: Dosisabhängige Inhibition der IKCa-Ströme durch TRAM-34 (n=6; ), CLT  (n=5; ) 
und ChTx (n=4; ). 

 

 
  

Anhand der bekannten Einzelkanalleitfähigkeit und der Ca2+-abhängigen Offenwahrschein-

lichkeit von IKCa1-Kanälen wurde die ungefähre Anzahl der IKCa1-Kanäle pro Zelle 

abgeschätzt. Hierbei wird davon ausgegangen, dass bei einem Haltepotential von 0 mV die 

Einzelkanalstromamplitude 1 pA (Köhler et al., 2000) und die Offenwahrscheinlichkeit (P )o  

bei einer freien Ca2+-Konzentration von 3 μmol/l an der zytosolischen Seite des Kanals ≈ 0,3 

beträgt. Aus der gemessenen maximalen whole-cell-KCa-Stromamplitude konnte im folgenden 

die Anzahl der IKCa1-Kanäle pro Zelle annäherungsweise nach der Formel                      

N = (Stromamplitude/Einzelkanalstromamplitude) · PIKCa1 o ermittelt werden. Die 

Berechnungen ergaben eine IKCa1-Kanalzahl pro Zelle von < 50 Kanäle/Zelle in 

unstimulierten, von ≈ 300 Kanäle/Zelle in bFGF-stimulierten und von ≈ 100 Kanäle/Zelle in 

VEGF-stimulierten HUVEC. 
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3.1.2 K  in HMEC-1 Ca

Im Gegensatz zu HUVEC konnten in HMEC-1 funktionell zwei unterschiedliche Arten von 

KCa-Strömen beobachtet werden (s. Abb. 9a). Zum einen zeigten diese Zellen eine 

spannungsunabhängige KCa-Stromkomponente auf, die bei negativen Potentialen beobachtet 

wurde und die in ihren Eigenschaften dem IKCa-Strom in HUVEC gleicht. Zum anderen 

konnte bei positiven Potentialen eine zweite, stark spannungsabhängige Komponente 

gemessen werden,  die insbesondere für BKCa-Kanäle charakteristisch ist.  

Nach bFGF-Stimulation für 48 h wurde grob orientierend eine Erhöhung dieses BKCa/IKCa-

Stroms festgestellt (s. Abb. 9a). Die Zellkapazitäten 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 Erhöhung des mittleren KCa-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 erhöht war, wohingegen der mittlere KCa-

Strom bei einer Klemmspannung von +100 mV nicht signifikant verändert war (s. Abb. 9b). 

Ähnlich wie in HUVEC führte die bFGF-Stimulation auch in HMEC-1 zu einer 

Hochregulation von IKCa-Funktionen.  
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Abb. 9a: bFGF stimuliert die funktionelle Expression des IKCa1 in HMEC-1. Abgebildet sind 
gemischte BKCa- und IKCa-Ströme von bFGF-stimulierten (bFGF) und unstimulierten (Kon) 
HMEC-1.  
 



3 Ergebnisse                                                                                                                                           54                           

 
 

 

0

15

30

 

 
K

+
cu

rr
en

t(
pA

/p
F)

**
**

*
-40 0 40 100

 
 bFGF 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Wie im folgenden durch kanalspezifische Blockerexperimente elektrophysiologisch bestätigt 

werden konnte, blieben BKCa-Funktionen durch diese mitogene Stimulation unverändert. Die 

BKCa-Stromkomponente konnte durch den selektiven BKCa-Kanalblocker IbTx geblockt 

werden (IC50 5 ± 1 nmol/l; s. Abb. 9c und 9d) und war in mitogenstimulierten und 

unstimulierten Zellen quantitativ nicht unterschiedlich. Als IbTx-insensitive Strom-

komponente blieb der IKCa-Strom übrig. Ähnlich wie in HUVEC konnte die IKCa-

Stromkomponente auch in HMEC-1 durch TRAM-34 (IC50 6 ± 1 nmol/l; s. Abb. 9c), CLT 

(IC50 19 ± 2 nmol/l) und ChTx (IC50 5 ± 1 nmol/l) blockiert werden (s. Abb. 9e).  

Der selektive SKCa-Blocker Apamin hatte selbst in hoher Konzentration (1 µmol/l) keinen 

detektierbaren inhibitorischen Effekt auf die Ströme. Demnach scheinen SKCa-Kanäle nicht 

zu den KCa-Strömen in HMEC-1 beizutragen.  
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 Abb. 9b: Quantitative Analyse von IK - und BKCa Ca-Strömen 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. 
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Abb. 9c: Selektive Blockade der BKCa-Stromkomponente durch IbTx (50 nmol/l) und IKCa-
Stromkomponente durch TRAM-34 (100 nmol/l) in HMEC-1. 
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Abb. 9d: Dosisabhängige Inhibition des BKCa in HMEC-1 durch IbTx (KD 5 ± 1 nmol/l). In 
dieser Experimentreihe wurde die IKCa-Stromkomponente zuvor mit TRAM-34 (100 nmol/l; 
n=7) blockiert. 

 



3 Ergebnisse                                                                                                                                           56                           

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

0

%
in

hi
bi

tio
n

20
40
60
80

100

nmol/L
0.1 1 10 100 1000

0

%
in

hi
bi

tio
n

20
40
60
80

100
%

in
hi

bi
tio

n

20
40
60
80

100

nmol/L
0.1 1 10 100 1000

nmol/L
0.1 1 10 100 1000

nmol/l 
0,1  1  10  100 1000 

   100 

     80  

     60  

     40  

     20  

       0  

   
%

 In
hi

bi
tio

n 

  0,1      1     10   100   1000 
nmol/l 

Abb. 9e: Dosisabhängige Inhibition des IKCa in HMEC-1 durch TRAM-34 (n=5 pro 
Datenpunkt; ), CLT (n=4 pro Datenpunkt; ) und ChTx (n=4 pro Datenpunkt; ). Die 
BKCa-Stromkomponente wurde zuvor mit IbTx (100 nmol/l) blockiert. Die Datenpunkte 
repräsentieren Mittelwerte ± SE. 

 
 
 
Die Anzahl von IKCa1- und BKCa/Slo-Kanälen pro Zelle wurde hier wie folgt 

annäherungsweise bestimmt. Zunächst wurden IbTx-sensitive bzw. TRAM-34-sensitive 

Stromamplituden bei +100 mV Klemmspannung gemessen. Unter Berücksichtigung einer 

Einzelkanalamplitude von ≈ 1,3 pA für den IKCa1 bzw. ≈ 25 pA für den BKCa/Slo bei 

geklemmten +100 mV und einer angenommenen Offenwahrscheinlichkeit Po von ≈ 0,3 für 

den IKCa1 bzw. ≈ 1 für den BKCa/Slo errechnete sich für HMEC-1 eine Anzahl von < 60 

IKCa1-Kanäle bzw. ≈ 75 BKCa/Slo-Kanäle pro unstimulierte Zelle sowie von ≈ 700 IKCa1-

Kanäle bzw. ≈ 85 BKCa/Slo-Kanäle pro bFGF-stimulierte Zelle. 
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3.2 Veränderungen der IKCa1-mRNA-Expression in mitogen-

stimulierten HUVEC und HMEC-1 korrelieren mit 

Änderungen der K -Funktionen  Ca

Mittels quantitativer real time-RT-PCR wurde geprüft, ob die beobachtete Erhöhung der IKCa-

Funktionen nach Stimulation mit den proangiogenetischen Faktoren bFGF und VEGF auf 

einer gesteigerten IKCa1-Genexpression beruht (s. Abb. 10a). In bFGF- bzw. VEGF- 

stimulierten Zellen konnte ein signifikanter, dreifacher bzw. zweifacher Anstieg der IKCa1-

Genexpression im Vergleich zu unstimulierten Zellen festgestellt werden (s. Abb. 10b). Die 

gemittelten ΔCt-Werte der jeweiligen Experimente sind in Tab. 3 zusammengefasst. Diese 

Ergebnisse deuten somit darauf hin, dass der Steigerung von IKCa-Funktionen in HUVEC 

nach proangiogenetischer Stimulation eine Erhöhung der IKCa1-Genexpression zugrunde 

liegt. 
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Abb. 10a: Ethidiumbromid-markiertes Gel mit RT-PCR-Produkten des IKCa1 in 
unstimulierten (Kon), bFGF- oder VEGF-stimulierten HUVEC (links)  und den entsprechenden 
Negativkontrollen: -RT Kontrolle und H2O Kontrolle (rechts).     
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Abb. 10b: Semiquantitative real time-RT-PCR-Analyse der IKCa1-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 µmol/l). Als Kontrollen dienten unstimulierte 
HUVEC. Die Ct-Werte wurden durch Bezug auf die GAPDH-Expression standardisiert. 
CtIKCa1 - CtGAPDH = ΔCt; ΔCtKon - ΔCtX = ΔΔCt; 2ΔΔCt = x-facher Anstieg der Expression, z.B. 
1 ΔΔCt = 2-facher, 2 ΔΔCt = 4-facher Anstieg. Die abgebildeten ΔΔCt-Werte stellen Mittelwerte 
± SE dar. 

 
 
 

Experiment IKCa1-Expression 
(CtIKCa1 - CtGAPDH = ΔCt) 

• Unstimulierte HUVEC (Kontrollen)                       ΔCt 13,1 ± 0,2 (n=22) 
 
• bFGF-stimulierte HUVEC                       ΔCt 11,5 ± 0,4 (n=14)** 
 
• bFGF-stimulierte HUVEC bei Vorbehand-                       ΔCt 14,3 ± 0,3 (n=7)**  

lung mit PD98059 (20 µmol/l) 
• VEGF-stimulierte HUVEC                       ΔCt 12,3 ± 0,3 (n=8)* 

 

 

 

 

Tab. 3: Semiquantitative Erfassung der IKCa1-Expressionsänderung in HUVEC nach 
proangiogenetischer Stimulation. CtIKCa1 - CtGAPDH = ΔCt. *P<0,05 vs. Kontrolle; **P<0,01 vs. 
Kontrolle bzw. bFGF; ungepaarter t-Test. 
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Bezüglich der HMEC-1 konnte in bFGF-stimulierten und unstimulierten Zellen eine 

Genexpression von IKCa und BKCa/Slo nachgewiesen werden (s. Abb. 10c). Entsprechend der 

Beobachtung, dass sich nach bFGF-Stimulation lediglich eine Erhöhung von IKCa-Funktionen 

aber nicht von BKCa-Funktionen zeigte, wurde im real-time-RT-PCR-Verfahren ein 

signifikanter, dreifacher Anstieg der IKCa1-Genexpression bei unveränderter BKCa/Slo-

Expression gemessen (s. Abb. 10d). Die gemittelten ΔCt-Werte der jeweiligen Experimente 

sind in Tab. 4 zusammengefasst. 
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Abb. 10c: Ethidiumbromid-markiertes Gel mit RT-PCR-Produkten des IKCa1 und  BKCa/Slo in 
unstimulierten (Kon) und bFGF-stimulierten HMEC-1; rechts außen die entsprechende 
-RT-Kontrolle als Negativkontrolle. 
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Abb. 10d: Semiquantitative real time-RT-PCR-Analyse der IKCa1- und BKCa/Slo-Expression in 
HMEC-1 nach 48 h Stimulation mit bFGF (50 ng/ml) mit und ohne Vorbehandlung mit dem 
MEK-Inhibitor PD98059 (20 µmol/l) bzw. Tyrosinkinase-Inhibitor Herbimycin A (HerbA; 
1 µmol/l) oder Genistein (Gen; 10 µmol/l). Als Kontrollen dienten unstimulierte HMEC-1. Die 
Ct-Werte wurden durch Bezug zur GAPDH-Expression standardisiert. CtIKCa1 bzw. BKCa/Slo -
CtGAPDH = ΔCt; ΔCtKon - ΔCtX = ΔΔCt; 2ΔΔCt = x-facher Anstieg der Expression, z.B. 1 ΔΔCt = 
2-facher, 2 ΔΔCt = 4-facher Anstieg. Die abgebildeten ΔΔCt-Werte stellen Mittelwerte ± SE dar.

 
 

Experiment IKCa1-Expression /Slo-ExpressionBKCa
(CtIKCa1 - CtGAPDH = ΔCt) (Ct BKCa/Slo - CtGAPDH = ΔCt) 

• Unstimulierte HMEC-1  ΔCt 9,6 ± 0,3 (n=8) ΔCt 6,2 ± 0,6 (n=10) 
      (Kontrollen)  

• bFGF-stimulierte HMEC-1    ΔCt 8,0 ± 0,3 (n=8)**  ΔCt 6,3 ± 0,6 (n=10)  

 • bFGF-stimulierte HMEC-1 bei    ΔCt 9,6 ± 0,4 (n=4)** 
Vorbehandlung mit PD98059   
(20 µmol/l) 

 • bFGF-stimulierte HMEC-1 bei    ΔCt 9,7 ± 0,5 (n=6)** 
Vorbehandlung mit Herbimycin  
(1 µmol/l) 

 • bFGF-stimulierte HMEC-1 bei ΔCt 9,6 ± 0,3 (n=3) 
Vorbehandlung mit Genistein   
(10 µmol/l) 

 Tab. 4: Semiquantitative Erfassung der IKCa1- und BKCa/Slo-Expressionsänderung in HMEC-1 
nach proangiogenetischer Stimulation. CtIKCa1 bzw. BKCa/Slo - CtGAPDH = ΔCt. **P<0,01 vs. Kontrolle 
bzw. bFGF; ungepaarter t-Test. 
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3.3 Einfluss unterschiedlicher Signaltransduktionsinhibitoren 

auf die IKCa1-Genexpression mitogenstimulierter 

Endothelzellen 

Eine Vorbehandlung der HUVEC und HMEC-1 mit dem MEK-Inhibitor PD98059              

(20 µmol/l) für die Dauer von 30 Minuten unterdrückte den bFGF-induzierten Anstieg der 

IKCa1-Genexpression in beiden Zelltypen (s. Abb. 10b und 10d, Tab. 3 und 4) und reduzierte 

auch die basale IKCa1-Genexpression in unstimulierten Kontrollen. Eine bFGF-induzierte 

Steigerung der IKCa-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 µmol/l) 

oder dem c-jun-N-terminal-Kinase (JNK)-Inhibitor SP600125 (20 µmol/l) hatte keinen Effekt 

auf die bFGF-induzierte Erhöhung der IKCa1-Expression und IKCa-Stromamplituden.  

Die Inhibition der bFGF-Rezeptortyrosinkinase durch Vorbehandlung der Endothelzellen mit 

dem Tyrosinkinase-Inhibitor Herbimycin A (1 µmol/l) oder Genistein (10 µmol/l) ver-

hinderte eine bFGF-induzierte IKCa1-Expressionssteigerung (s. Abb. 10d). Die gemittelten 

ΔCt-Werte als Maß für die Genexpressionsniveaus der jeweiligen Ansätze sind in o.g. Tab. 4 

zusammengefasst. 

Insgesamt zeigen die Resultate, dass die bFGF-induzierte Hochregulation des IKCa1 in 

HUVEC und HMEC-1 durch Tyrosinkinasen vermittelt und weiter über den MEK/ERK-

Signaltransduktionsweg mediiert wird.  
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Abb. 10e: Ethidiumbromid-markiertes Gel mit RT-PCR-Produkten des IKCa1 (oben links); 
dargestellt ist die Suppression der bFGF-induzierten IKCa1-Expression in HUVEC nach 
Vorbehandlung mit dem MEK-Inhibitor PD98059 (20 µmol/l). Repräsentative IKCa-Ströme in 
bFGF-stimulierten HUVEC mit und ohne Vorbehandlung mit PD98059 (unten rechts). 

   
 HMEC-1  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Abb. 10f: Quantitative Analyse der IKCa-Stromamplituden in HUVEC (Zellen, n=24) und 
HMEC-1 (Zellen, n=21) nach Stimulation mit bFGF für 48 h und nach Vorbehandlung der 
HUVEC (Zellen, n=11) und HMEC-1 (Zellen, n=11) mit PD98059 für 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 aufzuklären, ob die beobachtete IKCa1-Expressionssteigerung und die konsekutive 

Zunahme von IKCa-Funktionen nach mitogener Stimulation eine Rolle bei Endothel-

zellproliferationsprozessen spielen, wurden die IKCa-Inhibitoren TRAM-34, CLT und ChTx 

hinsichtlich einer proliferationshemmenden Wirkung überprüft. Nach Stimulation mit bFGF 

für 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), 

während 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 

Zellzahlerhöhung der HMEC-1 und HUVEC auf 169 ±  37% (n=4) und  263 ± 36% (n=13) 

respektive. TRAM-34 (IC50 5 ± 1 nmol/l) und CLT (IC50 4 ± 1 nmol/l) supprimierten die 

bFGF-stimulierte Proliferation von HMEC-1 in dosisabhängiger 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) vollständig unterdrückt wurde. Im Gegensatz zu diesen Beobachtungen 

führte das inaktive TRAM-7 (1 µmol/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 µmol/l  TRAM-34 (P<0,01) oder 1 µmol/l CLT (P<0,01) oder 

auch durch 100 nmol/l ChTx (P<0,01) inhibiert.  

Da HMEC-1 neben IKCa-Strömen auch BKCa-Ströme exprimieren, wurde weiterhin getestet, 

ob der selektive BKCa-Blocker IbTx und der unselektive KCa-Blocker ChTx, welcher BKCa 

und IKCa gleichermaßen blockiert, ebenfalls die Mitogenese in diesen Zellen unterdrücken 

können. IbTx (100 nmol/l) hatte keinen inhibierenden Effekt (s. Abb. 11c), während 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 IKCa der BKCa 

von keiner essentiellen Bedeutung für die Mitogenese in diesen Zellen ist. Im übrigen führte 

auch die Inhibition der ras/raf/MEK/ERK-MAPK-Signaltransduktionskaskade mittels des 

MEK-Inhibitors PD98059 (20 µmol/l) zu einer Unterdrückung 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 IKCa-Kanalexpressions-

modulation für die humane Endothelzellproliferation nach proangiogenetischer Stimulation 

hin. 
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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 IKCa-Kanalblocker TRAM-34 (100 nmol/l). 
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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 IKCa-Kanalblocker TRAM-34 (1 µmol/l). 
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 Abb. 11c: Dosisabhängige Inhibition der bFGF-induzierten Proliferation von HMEC-1 durch 
TRAM-34 (n=10; ) und CLT (n=7; ), nicht jedoch durch das inaktive TRAM-7 (1 µmol/l; 
n=6; ▲) oder durch den spezifischen BKCa-Blocker IbTx (100 nmol/l; n=7; Δ). Die Datenpunkte 
repräsentieren die % der bFGF-induzierten Zellproliferation. 
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Abb. 11d: Inhibition der bFGF-induzierten Proliferation von HUVEC durch ChTx (100 nmol/l; 
n=5), TRAM-34 (1 µmol/l; n=7) und CLT (1 µmol/l; n=5). Die Zellzählungen 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 IK -Kanalblocker TRAM-34  Ca

Im folgenden wurde geprüft, ob eine IKCa-Inhibition auch Angiogeneseprozesse in vivo 

unterdrücken kann. Diesbezüglich wurden Matrigel™-plug assay-Untersuchungen an Mäusen 

durchgeführt. Nach subkutaner Injektion der Matrix wurden die Versuchstiere in zwei 

Gruppen aufgeteilt. Die eine Gruppe wurde für die Dauer von zwei Wochen einmal täglich 

mit TRAM-34 i.p. (120 mg/kg KG) behandelt, während die andere Gruppe lediglich das 

Vehikel (Erdnussöl) erhielt. Nach 14 Tagen wurden die Matrigel™-plugs explantiert und die 

plug-Vaskularisation bestimmt. Repräsentative plug-Schnitte und die mittlere Anzahl der 

Kapillaren pro plug-Schnitt aus dieser Experimentserie sind in den Abb. 12a und 12b 

dargestellt. Während 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 Mäuse funktionelle 

Kapillarisierungen auf, die zudem ausschließlich auf die Randregionen begrenzt waren. In den 
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plugs der restlichen fünf 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% unterdrückt war (s. Abb. 12b). 

Die zweiwöchige Verabreichung von TRAM-34 führte in den Versuchstieren zu keinen 

sichtbaren Nebenwirkungen. Organschäden waren makroskopisch nicht zu erkennen.  

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

Blockade von IKCa-Kanälen zu einer reduzierten Vaskularisation führt. 
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Abb. 12a: Die oberen Aufnahmen bei 100-facher Vergrößerung des Originals zeigen 
repräsentative Querschnitte HE-gefärbter plugs von vehikel- (n=6) und TRAM-34-behandelten 
(120 mg/kg · d, n=7) Versuchstieren. Die Behandlung erfolgte für die Dauer von zwei Wochen. 
Die unteren Aufnahmen zeigen Ausschnittsvergrößerungen bei 400-facher Vergrößerung 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 IKCa1-Kanäle an der Steuerung von 

endothelialen Proliferationsvorgängen und Angiogeneseprozessen beteiligt sind. Anhand von 

Experimenten in humanen umbilikalen venösen Endothelzellen (HUVEC) und humanen 

mikrovaskulären Endothelzellen (HMEC-1) konnte gezeigt werden, dass die 

proangiogenetischen Wachstumsfaktoren bFGF und VEGF die endotheliale Expression des 

IKCa1-Gens hochregulieren und daraus resultierend IKCa-Funktionen erhöhen. Des weiteren 

konnte gezeigt werden, dass eine selektive Blockade des IKCa-Kanals die bFGF- und VEGF-

induzierte Mitogenese in Endothelzellen in vitro und Angiogeneseprozesse in vivo 

supprimiert. Diese Befunde lassen darauf schließen, dass IKCa-Kanäle eine wichtige Rolle bei 

der wachstumsfaktorstimulierten Proliferation von Endothelzellen und Angiogeneseprozessen 

in vivo spielen. 

 

4.1 Elektrophysiologische Identifizierung und Charakteri-

sierung von KCa-Kanälen in unstimulierten und wachstums-

faktorstimulierten humanen Endothelzellen 

 
4.1.1 K -Kanäle in unstimulierten humanen Endothelzellen Ca

Die Ergebnisse der elektrophysiologischen Untersuchungen zeigen, dass sich basale KCa-

Ströme in HMEC-1 aus BKCa- und IKCa-Strömen zusammensetzen, während in HUVEC 

ausschließlich IKCa-Kanäle nachweisbar sind. 

Elektrophysiologisch zeigte der BKCa in HMEC-1 eine typische Kanalaktivierung durch 

intrazelluläres Ca2+, wie auch eine ausgeprägte Spannungsabhängigkeit mit zunehmender 

Kanalaktivität im positiven Spannungsbereich. Diese bimodale Aktivierbarkeit ist 

charakteristisch für den BKCa. Der Kanalstrom war durch den hochaffinen und hochselektiven 

BKCa-Kanalinhibitor Iberiotoxin blockierbar. Dieses elektrophysiologische und 

pharmakologische Profil steht im Einklang mit Befunden zum BKCa in anderen Geweben und 

Zelltypen, wie z.B. in glatten Gefäßmuskelzellen (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). Bezüglich der pharmakologischen Eigenschaften wurde in dieser Arbeit für die 

Kanalinhibition durch Iberiotoxin eine IC50 von 5 ± 1 nmol/l ermittelt. Dieser Wert ist 

vergleichbar mit den IC50-Werten für Iberiotoxin (1 - 10 nmol/l), welche in Untersuchungen 

an Zellen vaskulären und nicht-vaskulären Ursprungs zu finden sind (Köhler 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 BKCa-Aktivität beobachtet. Diese 

Beobachtung unterscheidet sich von Ergebnissen anderer Untersucher, die BKCa-Funktionen 

in HUVEC nachweisen konnten (Wiecha et al., 1998). In der Studie von Wiecha und 

Mitarbeitern wurden jedoch Zellen einer höheren Passage untersucht. Die mit einer hohen 

Passage einhergehende Zelldedifferenzierung und -alterung sind mögliche Ursachen für eine 

veränderte BKCa-Expression und könnten somit eine Erklärung für die diskrepanten Befunde 

sein. In situ-Untersuchungen der eigenen Arbeitsgruppe an morphologisch intakten Gefäß-

strukturen konnten BKCa nur selten am umbilikalen und mesenterialen Endothel des 

Menschen und der Ratte nachweisen (Köhler et al., 2001 & 2003), wohingegen beim Schwein 

ausgeprägte BKCa-Ströme am Endothel in situ zu beobachten waren (Hoyer et al., 1994). 

Demnach wird BKCa im Endothel des Menschen nur schwach exprimiert, und es scheint, dass 

es darüber hinaus erhebliche Spezies-Unterschiede gibt. 

 

IKCa konnten in dieser Arbeit sowohl in HUVEC als auch in HMEC-1 identifiziert werden. 

Der IK 2+
Ca-Kanalstrom wies eine typische Einwärtsrektifizierung und eine hohe Ca -

Sensitivität auf. Im Gegensatz zu BKCa ist die IKCa-Aktivität spannungsunabhängig (Nilius & 

Droogmans, 2001). Pharmakologisch ließen sich die IKCa-Ströme in HUVEC durch die 

bekannten, aber nur eingeschränkt selektiven IKCa-Blocker CLT und ChTx, sowie durch den 

neuartigen, hochselektiven IKCa-Blocker TRAM-34 vollständig inhibieren. Die dabei 

ermittelten IC50-Werte von 25 ± 3 nmol/l für CLT,  5 ± 1 nmol/l  für ChTx und 7 ± 1 nmol/l 

für TRAM-34 sind vergleichbar mit IC50-Werten, die für den geklonten IKCa1-Kanal 

(Logsdon et al., 1997; Wulff et al., 2000), für native IKCa-Kanäle in arteriellen Endothelzellen 

der Ratte (Köhler 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 IKCa-Strom durch 

die Blockersubstanzen CLT, ChTx und TRAM-34 reversibel inhibiert werden. Die dabei 

berechneten IC50-Werte von 5 ± 1 nmol/l für ChTx, 19 ± 2 nmol/l für CLT und 6 ± 1 nmol/l 
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für TRAM-34 sind vergleichbar mit den IC50-Werten in HUVEC und stehen ebenfalls im 

Einklang mit o.g. Literaturangaben. Der spezifische SKCa-Blocker Apamin hatte keinen 

detektierbaren Effekt auf den KCa-Strom, so dass hier eine Beteiligung von SKCa-Kanälen am 

KCa-Strom in HUVEC wie auch in HMEC-1 ausgeschlossen werden konnte. 

Zusammengefasst ließen sich in der vorliegenden Arbeit in unstimulierten HUVEC die 

Funktion von IKCa und in unstimulierten HMEC-1 die Funktionen von IKCa und BKCa 

nachweisen sowie deren elektrophysiologischen und pharmakologischen Eigenschaften 

charakterisieren.  

  

4.1.2 K -Kanäle in wachstumsfaktorstimulierten humanen Endothelzellen Ca

Die mitogene Stimulation humaner Endothelzellen durch die proangiogenetischen 

Wachstumsfaktoren bFGF oder VEGF führte zu deutlichen Veränderungen der K+-Ströme 

dieser Zellen. So kam es in stimulierten HUVEC und HMEC-1 zu einer spezifischen 

Zunahme der IKCa-Ströme, während andere KCa-Stromkomponenten wie die des BKCa in 

HMEC-1 nach 48 h Stimulation durch bFGF und VEGF unbeeinflusst blieben. In dieser 

Arbeit konnte kein Effekt des epidermalen Wachstumsfaktors (EGF) auf KCa-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 IKCa-Strömen ist auch in anderen Zelltypen wie 

beispielsweise in Fibroblasten nach Stimulation mit TGFβ (Peña et al., 2000) und in glatten 

Gefäßmuskelzellen nach Stimulation mit EGF und PDGF beobachtet worden (Köhler 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 IKCa-Kanals führt. 

In der vorliegenden Studie konnte eine solche mitogeninduzierte Hochregulation von IKCa-

Funktionen  erstmalig auch an humanen Endothelzellen nachgewiesen werden. Dahingegen 

wurden in den pharmakologischen Untersuchungen der vorliegenden Arbeit keine 

Veränderungen von BKCa-Kanälen in HMEC-1 oder die Induktion eines anderen KCa-Subtyps 
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wie z.B. von SKCa-Kanälen in HMEC-1 und HUVEC unter dem Einfluss der hier 

verwendeten proangiogenetischen Wachstumsfaktoren beobachtet. Demnach kann diskutiert 

werden, dass die Hochregulation der IKCa-Funktionen ein spezifisches Regulationsmuster im 

Rahmen von mitogeninduzierten Proliferationsprozessen widerspiegelt. 

 

4.2 Molekularbiologische Analyse der KCa-Expressionsmuster 

in humanen Endothelzellen 

 
4.2.1 Molekularbiologische Analyse der KCa-Expressionsmuster in 

mitogenstimulierten humanen Endothelzellen 

Um die elektrophysiologischen Daten zu untermauern wurde untersucht, ob die 

Veränderungen der Kaliumströme mit gleichgerichteten Veränderungen der Kanalexpression 

einhergehen. Hierbei wurde demonstriert, dass die Stimulation durch die Wachstumsfaktoren 

bFGF oder VEGF eine signifikante Steigerung der IKCa1-Expression in humanen 

Endothelzellen bewirkt. 

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass eine mitogene Stimulation von 

HUVEC zu einer deutlichen Expressionserhöhung des IKCa1 führt. Auch in HMEC-1 hatte 

die mitogene Stimulation eine IKCa1-Expressionssteigerung zur Folge, während die 

Expression des BKCa/Slo im Vergleich zu unstimulierten Zellen unverändert blieb. Somit 

konnte nachgewiesen werden, dass die elektrophysiologisch beobachtete IKCa-

Funktionssteigerung auf einer Kanalneusynthese beruht und nicht nur Ergebnis einer 

potentiell möglichen Rekrutierung und Membranintegration bereits existierender IKCa-Kanäle 

ist. Alternativ wäre auch eine Zunahme der Kanalaktivität im Sinne einer Erhöhung der 

Kanaloffenwahrscheinlichkeit nach Wachstumsfaktor-Rezeptorstimulation und konsekutiver 

Kanalprotein-Phosphorylierung denkbar. In der eigenen Arbeitsgruppe diesbezüglich 

durchgeführte Untersuchungen zeigten, dass weder eine bFGF- noch eine VEGF-

Rezeptorstimulation unmittelbar die elektrophysiologischen Eigenschaften des IKCa-Stroms 

moduliert. Eine direkte IKCa-Aktivierung durch den Einfluss von bFGF oder VEGF via 

intrazellulärer Ca2+-Konzentrationserhöhung kann jedoch nicht ausgeschlossen werden, da 

bFGF und auch VEGF vermutlich über Aktivierung der Phospholipase Cγ, nachfolgender 

Generierung von IP  und konsekutiver Ca2+-Freisetzung aus intrazellulären Speichern zu einer 3
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2+schnellen Erhöhung der intrazellulären Ca -Konzentration führen können (de Vries et al., 

1992). Es ist daher möglich, dass auch IKCa-Kanäle an den initialen Signaltransduktions-

prozessen nach mitogener Stimulation beteiligt sind. Eine solche Beteiligung wurde in einer 

singulären Studie von Wiecha und Mitarbeitern für den BKCa-Kanal diskutiert (Wiecha et al., 

1998). In der vorliegenden Arbeit wurden diese Aspekte nicht näher untersucht. 

Darüber hinaus war in der vorliegenden Versuchsreihe die Steigerung der IKCa-Expression 

nach VEGF-Stimulation geringer als nach bFGF-Stimulation. Auch dieses Ergebnis deckt 

sich mit elektrophysiologischen Befunden, die eine weniger stark ausgeprägte  Steigerung der 

IKCa-Funktionen nach VEGF-Stimulation als nach bFGF-Stimulation zeigen. 

Die Modulation der IKCa1-Expression während der endothelialen Mitogenese legt nahe, dass 

IKCa-Kanäle von Bedeutung sind für Proliferationsprozesse von Endothelzellen. 

Interessanterweise wird in anderen Arbeiten berichtet, dass eine Hochregulation von IKCa-

Kanälen bei der Proliferation diverser anderer Zelltypen wie TGFβ-stimulierten Fibroblasten 

(Peña et al., 2000), glatten Gefäßmuskelzellen in vitro (Neylon et al., 1999; Köhler et al., 

2003), neointimalen glatten Gefäßmuskelzellen (Köhler 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 für endotheliale Zellen gezeigt werden. 

 

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-
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induzierte Mitogenese ein Prozess ist, der maßgeblich über die ras/raf/MEK/ERK-MAPK-

Kaskade vermittelt wird (Dudley et al., 1995).  

Eine Steigerung der IKCa1-Expression in bFGF-stimulierten Zellen konnte auch durch die 

Rezeptortyrosinkinase-Inhibitoren Herbimycin A oder Genistein unterdrückt werden. Dies 

deutet darauf hin, dass Rezeptortyrosinkinasen ebenfalls eine wichtige Rolle bei der 

Vermittlung der mitogeninduzierten IKCa1-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 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).   
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4.3 Funktionelle Bedeutung des IKCa1 bei Endothelzell-

proliferation und Angiogenese 

Die vorliegende Studie konnte zeigen, dass die durch Wachstumsfaktoren stimulierte 

endotheliale Zellproliferation mit einer Hochregulation der IKCa1-Funktionen und IKCa1-

mRNA-Expression korreliert. Dies könnte ein Hinweis darauf sein, dass IKCa1 eine 

bedeutende Rolle bei endothelialen Proliferationsprozessen und damit der Angiogenese  

spielt.  

Um zu prüfen, welche funktionelle Bedeutung diese Veränderungen der IKCa1-Funktion   

und -Expression für die wachstumsfaktorstimulierte Proliferation von Endothelzellen haben, 

wurde in einer weiteren Serie von Experimenten die Wirkung spezifischer IKCa-Kanalblocker 

auf mitogenstimulierte HUVEC und HMEC-1 in vitro getestet. Die Ergebnisse zeigen, dass 

die bekannten IKCa-Blocker CLT und ChTx die bFGF- und VEGF-stimulierte Mitogenese 

humaner Endothelzellen hemmen. Eine inhibitorische Wirkung von CLT auf die 

Endothelzellproliferation wurde bereits früher beobachtet (Benzaquen et al., 1995). Der 

genaue Mechanismus, über welchen CLT die Zellproliferation und Angiogenese hemmt, war 

jedoch unklar. Denn neben seinen IKCa-blockierenden Eigenschaften inhibiert CLT zusätzlich 

Cytochrom-P450-Epoxygenasen (Wulff et al., 2000). Dies ist insofern wichtig, als dass in 

einer erst kürzlich veröffentlichten Studie von Michaelis und Mitarbeitern über einen 

Zusammenhang zwischen Cytochrom-P450-Epoxygenase-Aktivitäten und vaskulärer 

Homöostase bzw. Angiogenese berichtet wurde (Michaelis et al., 2003). 

In der vorliegenden Studie konnte nun gezeigt werden, dass auch der hochselektive IKCa-

Blocker TRAM-34, welcher Cytochrom-P450-Enzyme nicht inhibiert (Wulff et al., 2000), mit 

annähernd vergleichbarer Effektivität die Endothelzellproliferation hemmt. Der IC50-Wert von 

TRAM-34 für die Inhibition der Zellproliferation entspricht mit 5 ± 1 nmol/l annähernd dem 

Wert, der für die IKCa-Kanalstromblockade (6 ± 1 nmol/l) ermittelt wurde. TRAM-7, ein  

inaktives Analogon des TRAM-34, konnte demgegenüber selbst in hohen Konzentrationen 

die Zellproliferation nicht unterdrücken. Dies kann als Beleg dafür gewertet werden, dass die 

Proliferationshemmung tatsächlich durch die Blockade des IKCa hervorgerufen wird.   

Der Vergleich der IC50-Werte von CLT für  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 könnte dadurch erklärt werden, dass CLT im Gegensatz zu   

TRAM-34 auch Cytochrom-P450-Enzyme inhibiert. Zudem können auch unspezifische, 

zytotoxische Effekte von CLT nicht ausgeschlossen werden.  

Die funktionelle Rolle der IKCa1 wurde auch bei Zellproliferationsprozessen anderer 

Zelltypen charakterisiert. So wurde beispielsweise berichtet, dass eine Inhibition von IKCa-

Kanälen die Proliferation glatter Gefäßmuskelzellen in vitro und die Neointimabildung in vivo 

(Köhler 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 (Jäger et al., 2004) unterdrücken kann. Demnach 

scheint der IKCa1-Kanal bei der Steuerung sowohl physiologischer als auch 

pathophysiologischer Proliferationsprozesse von großer Bedeutung zu sein.  

Im Gegensatz zu IK scheinen BKCa Ca in den hier untersuchten Endothelzellen keine 

entscheidende Rolle bei der Mitogenese zu spielen. Ein Effekt einer BKCa-Blockade wurde 

demgegenüber jedoch in zwei anderen Studien beobachtet.  In einer Arbeit von Jäger und 

Mitarbeitern wurde berichtet, dass die BKCa-Blockade in BKCa-hochexprimierenden 

Tumorzellen die Proliferation supprimieren kann (Jäger et al., 2004). Auch die BKCa-

Blockade in Endothelzellen konnte in einer singulären Studie eine Zellproliferationshemmung 

zeigen (Wiecha et al., 1998). Ein möglicher Grund für den diskrepanten Effekt einer BKCa-

Blockade in Endothelzellen könnte in der unterschiedlichen Herkunft und Passage der 

Endothelzellen liegen. 
 

Im folgenden soll nun erörtert werden, über welche zellulären Mechanismen IKCa-Kanäle die 

Mitogenese von Endothelzellen und damit auch die Angiogenese steuern könnten. Eine 

Erklärung bietet die ausgeprägte Hyperpolarisation, welche durch die Aktivierung der IKCa-

Kanäle bewirkt wird. Diese IKCa-induzierte Hyperpolarisation der Zellmembran erhöht die 

elektrochemische Triebkraft für den Ca2+-Einstrom. Ein gesteigerter Ca2+-Einstrom wiederum 

führt zu einer erhöhten intrazellulären Ca2+-Konzentration. Eine erhöhte Ca2+-Signalgebung 

gilt als unabdingbar für die Progression der Zelle durch den Zellzyklus (Berridge et al., 2000; 

Nilius & Droogmans, 2001) wie auch für die damit assoziierte Genexpressionsmodulation. 

Ein Zusammenhang zwischen gesteigerten IKCa1-Funktionen, erhöhter Hyperpolarisations-

fähigkeit, Ca2+-Signalgebung und Mitogenese konnte auch in anderen Studien an nicht-
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vaskulären Zellen gezeigt werden (Ouadid-Ahidouch et al., 2004; Jäger et al., 2004; 

Ghanshani et al., 2000). 
2+Hinsichtlich der Modulation der Ca -Signalgebung und EC-Mitogenese scheinen BKCa im 

Vergleich zu IKCa in HMEC-1 eine untergeordnete Rolle zu spielen. Dies könnte sich durch 

die höhere Ca2+-Affinität des IKCa erklären, wodurch die Kanalaktivierung und somit 

Membranhyperpolarisation bereits bei niedrigeren Ca2+-Konzentrationen erfolgt (Wulff et al., 

2000; Khanna et al., 1999; Neylon et al., 1999; Köhler et al., 2000; Brenner et al., 2000; 

Atkinson et al., 1991; Papassotiriou et al., 2000). Dahingegen ist der BKCa durch eine 

niedrigere Ca2+-Sensitivität und ausgeprägte Spannungsabhängigkeit charakterisiert, wodurch 

seine Fähigkeit die Zellmembran zu hyperpolarisieren deutlich limitiert ist. In elektrisch 

erregbaren Zellen und glatten Gefäßmuskelzellen vermitteln BKCa 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). 

Darüber hinaus können BKCa aufgrund einer hohen Einzelkanalleitfähigkeit und gesteigerten 

Kanalaktivität im positiven Spannungsbereich einer überschießenden bzw. anhaltenden 

Depolarisation entgegenwirken. Zudem werden BKCa über andere second messenger wie 

cAMP und cGMP in ihrer Aktivität moduliert (Nelson & Quayle, 1995). 

Zusammengenommen ist daher vorstellbar, dass  BKCa in HMEC-1 andere endotheliale 

Funktionen und nicht Mitogeneseprozesse beeinflussen.   

 

4.4 Beeinflussung von in vivo-Angiogeneseprozessen durch den 

selektiven IK -Kanalblocker TRAM-34  Ca

Nachdem in der vorliegenden Studie gezeigt werden konnte, dass die selektive IKCa-Blockade 

in vitro zu einer Proliferationshemmung mitogenstimulierter Endothelzellen führt, wurde nun 

im weiteren geprüft, ob eine selektive IKCa-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 

vivo 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 könnte der hochselektive IKCa-

Kanalblocker TRAM-34 ebenfalls als potenter Suppressor der Angiogenese gelten. Im 

übrigen wurden keine offensichtlichen Nebenwirkungen oder makroskopisch sichtbaren 

Organveränderungen in den TRAM-34-behandelten Tieren beobachtet.  

Insgesamt zeigen die Ergebnisse also, dass durch eine selektive Inhibition der IKCa-Kanäle 

nicht nur die Endothelzellproliferation in vitro gehemmt wird, sondern auch Angiogenese-

prozesse in vivo unterdrückt werden können.  

 

4.5 Tumorangiogenese und mögliche therapeutische 

Anwendungen der IKCa-Blockade 

Maligne Erkrankungen stellen weltweit die zweithäufigste 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 Abhängigkeit von 

der Tumorvaskularisierung/Tumorangiogenese stehen (Folkman, 1996, 2000 & 2001). Daher 

stellt die pharmakologische Blockade der Tumorvaskularisierung einen wichtigen 

Ansatzpunkt für adjuvante Therapieformen dar. Inwiefern hier Ionenkanäle als 

pharmakologische Zielstrukturen eine Rolle spielen können, ist nicht geklärt. Einige wenige 

Studien weisen jedoch auf eine  potentielle Bedeutung von Ionenkanälen beim Wachstum des 

neoplastischen Gewebes hin. So wurde beispielsweise über eine Korrelation zwischen der 

gesteigerten Expression des einwärts-rektifizierenden K+-Kanals (GIRK1) in Mamma-Ca-

Zellproben und der Anzahl axillärer Lymphknotenmetastasen berichtet (Stringer et al., 2001). 

Auch in Prostatakarzinom-Zelllinien sind K+-Kanäle beschrieben worden, die für den Prozess 

der Zellproliferation wichtig zu sein scheinen (Skryma et al., 1997; Fraser et al., 2000). 

Darüber hinaus sind weitere Berichte in der Literatur zu finden, die eine gewisse Bedeutung 

endothelialer Ionenkanäle für die Gefäßproliferation postulieren (Kohn et al., 1995; Wiecha et 

al., 1998). In der eigenen Arbeitsgruppe wurde eine signifikant höhere IKCa1-Expression und 

IKCa-Aktivität im Endothel mesenterialer Arterien von Patienten mit Kolonadenokarzinom im 
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Vergleich zu der tumorfreien Kontrollgruppe festgestellt (Köhler et al., 2000). Aus klinischen 

Studien ist bekannt, dass bei Patienten mit Kolonadenokarzinom bzw. malignem Nierentumor 

erhöhte 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 IKCa1-Expressionssteigerung, die 

durch den Einfluss der Wachstumsfaktoren bFGF und VEGF induziert wurde, könnte 

mechanistisch bei der Förderung der Angiogenese und Tumorprogression eine wichtige Rolle 

spielen. Ein weiteres wichtiges Ergebnis der vorliegenden Studie ist, dass der IKCa-Kanal ein 

potentieller pharmakotherapeutischer Ansatzpunkt für die Unterdrückung tumorinduzierter 

Angiogenese sein könnte. Ein therapeutischer Einsatz des IKCa-Blockers CLT ist zwar 

aufgrund seiner lebertoxischen Eigenschaften limitiert (Tettenborn, 1974), jedoch wäre für 

den hochselektiven IKCa-Blocker TRAM-34, für den bislang keine schädigenden 

Nebenwirkungen beobachtet wurden, eine systemische und somit klinische Anwendung 

denkbar. Insgesamt kann spekuliert werden, ob IKCa-Blocker im Allgemeinen und TRAM-34 

im Speziellen für die Unterdrückung von Tumorangiogenese und damit des Tumorwachstums 

nutzbar sein könnten. 
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5 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 erhöhten bFGF- und VEGF-Serumkonzentrationen 

gefördert. In neueren Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass die Mitogenese von 

Endothelzellen maßgeblich durch Ionenkanäle 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 IKCa1-Genexpression und zu einem Anstieg 

von IKCa-Stromamplituden in humanen Endothelzellen führt. Der Effekt der proangio-

genetischen Faktoren auf die elektrophysiologischen Eigenschaften und auf die Expression 

von KCa-Kanälen 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 

Zellkapazität normierte IKCa-Strom im Vergleich zu den Kontrollen jeweils signifikant um ca. 

den Faktor 7 bzw. Faktor 3 erhöht war. Für bFGF-stimulierte HMEC-1 zeigte sich eine 

annähernd achtfache Erhöhung des IKCa-Stroms. Die Zunahme scheint auf einer erhöhten 

Expression dieser Kanäle zu beruhen. In real time-RT-PCR-Untersuchungen wurde in bFGF- 

bzw. VEGF-stimulierten Endothelzellen ein signifikanter, dreifacher bzw. zweifacher Anstieg 

der IKCa1-Genexpression im Vergleich zu unstimulierten Zellen festgestellt. Hierfür 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 IKCa1-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 IKCa-Funktionen per se eine wichtige Bedeutung bei Endothelzell-

proliferation und Angiogenese zukommt. Diese Beobachtungen konnten durch Experimente 

unterstützt werden, in denen die KCa-Funktionen durch hochspezifische Blockersubstanzen 

inhibiert wurden. Dabei konnte zunächst in vitro demonstriert werden, dass die Blockade des 

 



5 Zusammenfassung                                                                                                                               81                           

IKCa durch CLT bzw. durch den hochselektiven IKCa-Blocker TRAM-34 zu einer deutlichen 

Suppression der wachstumsfaktorstimulierten Endothelzellproliferation führt. Im nächsten 

Schritt wurde durch Untersuchungen in einem Angiogenese-Tiermodell gezeigt, dass  

TRAM-34 auch die bFGF-stimulierte Angiogenese in vivo signifikant um ca. 85% 

unterdrücken kann.   

Insgesamt deuten die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit darauf hin, dass der IKCa1 eine 

wichtige Rolle bei der endothelialen Zellproliferation und Angiogenese spielt. Die Regulation 

dieses Kanals könnte von übergeordneter Bedeutung bei der Steuerung sowohl 

physiologischer als auch pathophysiologischer Proliferationsprozesse in Endothelzellen sein. 

Im Hinblick auf Angiogenese und Tumorprogression bietet der IKCa1 einen potentiellen 

therapeutischen Ansatzpunkt für die Unterdrückung von tumorinduzierter Angiogenese. 

Hierbei könnte der hochselektive IKCa-Blocker TRAM-34 von klinischem Nutzen im Sinne 

einer Suppression von Endothelzellproliferation während der Tumorangiogenese sein. 
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