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3 Ergebnisse

3.1 Elektrophysiologische Untersuchungen
3.1.1  Ganzzellableitungen

Um die Funktion der Kc,-Kanidle zu charakterisieren wurden zunichst Patch-clamp-
Experimente in der whole-cell-Konfiguration durchgefiihrt. Dabei wurden elektrisch nicht
gekoppelte einzelne EC in situ untersucht. Zur Aktivierung der Kc,-Kanile wurden die Zellen
mit einer Pipettenldsung dialysiert, die 3 pmol/l freies Ca’" enthielt (siche Material und

Methoden).

3.1.1.1 Native EC der kontralateralen ACC

In 9 von 10 nativen EC der kontralateralen ACC konnte ein hyperpolarisierender
Auswirtsstrom durch Ca®’-Dialyse aktiviert werden. Dieser Auswirtsstrom zeigte bei
positiven Membranpotenzialen eine Einwértsrektifizierung.

Das Umkehrpotenzial wurde aus der Strom-Spannungs-Kurve ermittelt. Es entsprach dem
Schnittpunkt der Stromkurve mit der x-Achse. Durch die Ca*"-Dialyse hyperpolarisierte die
Zelle und das Umkehrpotenzial verschob sich auf Werte von —45 + 6 mV (Abb. 5).
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Abb. 5: Exemplarische Ganzzellstromableitung einer isolierten EC der kontralateralen ACC vor
und nach Aktivierung von Kc,-Kanilen durch Ca”-Dialyse

Zur Aktivierung der Kc,-Kanéle enthielt die Pipettenlosung 135 mmol/l KCI sowie 3 umol/l freies
Ca”". Im Bad befand sich eine NaCl-Lésung mit 3 mmol/l KCI. Die Ganzzellstrommessung wurde in
der whole-cell-Konfiguration mit einer Spannungsrampe von —100 mV bis +100mV durchgefiihrt.
Direkt nach dem Durchbrechen der Zellmembran zeigten sich geringe basale nichtselektive Zellstrome
(a). 15 Sekunden nach der Ca®"-Dialyse der Zelle beobachtete man einen hyperpolarisierenden
Auswirtsstrom, der bei positiven Membranpotenzialen leicht einwértsrektifizierte (b).

Die Diskrepanz zwischen dem erwarteten Gleichgewichtspotenzial fiir Kalium von —89 mV
und dem gemessenen V., erkldrt sich damit, dass der Hyperpolarisierung durch die
gleichzeitige ~Aktivierung Ca”"-abhéngiger nicht-selekiver depolarisierender ~Strome
entgegengewirkt wird (Nilius et al., 1997).

Die Stromdichte, bestimmt bei einem Haltepotenzial von 0 mV und bezogen auf die
Zellkapazitit, lag bei 24 + 6 pA/pF unter Verwendung einer Badlosung mit 4,5 mmol/l K"

und einer Pipettenlosung, die 140 mmol/l K" enthielt.

Blockersubstanzen und K¢,-Offner

Ein Nachweis der verschiedenen Subtypen der Kc,-Kanile erfolgte durch Zugabe von

Blockersubstanzen mit unterschiedlicher Spezifitit fiir MKc,, IKc, und SKc, (Abb. 6a, 6b).
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Apamin

Apamin (APA) ist ein Toxin der Honigbiene mit hoher Selektivitét fiir den SK¢, (Blatz &
Magelby, 1996; Grunnet et al., 2001).

Durch die Zugabe von 1 umol/l APA wurde der Auswirtsstrom um 5319 % blockiert (n=4,
Kp von 0,5940,08 pmol/l).

Charybdotoxin

Charybdotoxin (CTX) ist ein gereinigtes Toxin des Skorpions Leirus quinquestriatus. Es ist
ein spezifischer Blocker fiir Ca*"-aktivierte Kaliumkanile (Gimenez-Gallego et al., 1988) und
inhibiert sowohl den intermedidren (IKc,) als auch den hoch leitenden Kanaltyp (MKc,)
(Miller et al., 1985; Pavebstidt et al., 1991).

Nach Zugabe von 100 nmol/l CTX reduzierte sich der Auswértsstrom um 42 = 11 % (n=5, Kp

von 7,0 £ 2 nmol/l).

Clotrimazol

Clotrimazol (CLT) gilt als selektiver Inhibitor des IK¢, und blockiert in submikromolaren
Konzentrationen nicht den MK, (Ishii et al., 1997; Jensen et al., 1999).

Die Zugabe von 1 pmol/I CLT bewirkte eine Verringerung des K'-Auswirtsstroms um 41 + 9

% (n=4, Kp von 4819 nmol/l).

Iberiotoxin
Iberiotoxin (IbTX), ein gereinigtes Toxin des Skorpions Buthus tamulus, gilt als selektiver
Blocker des MK¢, (Galvez et al., 1990; Garcia et al., 1991). Die Zugabe von 100 nmol/l IbTX

hatte jedoch keinen Einfluss auf die gemessenen Strome (n=2).

Die Subtraktion der nicht CLT- und APA-sensitiven Strdme von der gesamten Stromantwort
ergab, dass das Umkehrpotenzial der CLT- und APA-sensitiven Stréme bei —80 = 2 mV lag.
Dieser Wert liegt nahe dem theoretischen Umkehrpotenzial fiir K -selektive Kanile (-89 mV).
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Abb. 6a: Inhibierung der Ca**-aktivierten hyperpolarisierenden Auswiirtsstrome durch Zugabe
der spezifischen K¢,-Kanalblocker

Durch den Zusatz von 1 pl APA in die Badlosung wurde eine deutliche Reduktion des Ca**-aktivierten
hyperpolarisierenden Auswértsstroms hervorgerufen. Durch die Zugabe von 1 ul APA und 1 pl CLT
wurde der hyperpolarisierende Auswirtsstrom nahezu vollstindig inhibiert.

Kontrolle bezeichnet den gesamten Kontrollstrom, Konrolle* bezeichnet die Stromantwort nach
Subtraktion der nicht CLT- und APA-sensitiven Strome.

Die Zugabe von IbTX in die Badlosung hatte keinen messbaren Effekt auf die Stromantwort.
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Abb. 6b: Darstellung der konzentrationsabhingigen Blockade der Kc¢,-Kanalstrome
Die Abbildung zeigt die konzentrationsabhingige Blockade der Kc,-Kanalstrome durch APA bzw.
CLT in Prozent, gemessen bei einer Spannung von 50 mV.
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1-EBIO

1-EBIO (1-Ethyl-2-Benzimidazolinon) ist ein Agonist kalziumaktivierter Kaliumkanile und

gilt als selektiv fiir IKc, und SK¢, (Devor et al., 1996). Nach Zugabe von 1 bis 300 umol/l 1-

EBIO in die Badlosung konnte eine dosisabhingige Steigerung der Ca’'-aktivierten

Kaliumstrome beobachtet werden. Die halbmaximale Aktivierung lag bei einer Konzentration

von ~130 pmol/l (Abb.7).
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Abb. 7: Steigerung der ACh-induzierten Kaliumstréome durch den Kc.-Offner 1-EBIO
Nach der Zugabe von 1 bis 300 pumol/l 1-EBIO in die Badlosung wurde eine dosisabhingige

Aktivierung der ACh-induzierten Kaliumstréme beobachtet.
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3.1.1.2 Regeneriertes Endothel

Die Zellen des regenerierten Endothels wurden analog zu den nativen EC der kontralateralen
ACC durch Ca*"-Dialyse aktiviert. Ein hyperpolarisierender Kc,-Strom konnte jedoch nur in 3
von 10 EC beobachtet werden.

Die gemessene Stromdichte der Zellen des regenerierten Endothels bei einem Haltepotenzial
von 0 mV lag bei 7 £ 2 pA/pF und war damit im Gegensatz zur kontralateralen Seite
signifikant erniedrigt (p<0,01).

Das Umkehrpotential war mit Werten von —23 £+ 3 mV ebenfalls deutlich verringert (p<0,05).
Bei den 3 Zellen, die einen hyperpolarisierenden Strom zeigten, betrugen jedoch die
Zellstrome bei 0 mV 15 £ 5 pA/pF und das Umkehrpotenzial lag bei 41 = 6 mV. Diese
Werte sind vergleichbar mit denen der nativen EC der kontralateralen ACC (Abb.8).
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Abb. 8: Reprisentative Ganzzellstromableitungen von 5 nativen EC der kontralateralen ACC
und 5 EC des regenerierten Endothels nach Ca**-Dialyse

Im Vergleich zu den nativen EC (a) wurde im regenerierten Endothel (b) bei deutlich weniger EC ein
hyperpolarisierender Auswirtsstrom nach Aktivierung der K¢,—Kanile durch Ca*"-Dialyse beobachtet.
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3.1.2 Bestimmung des Membranpotenzials

Um die Funktion der kalziumaktivierten Kaliumkanile und ihre Bedeutung fiir die Regulation
des Membranpotenzials (V) weiter zu charakterisieren, wurden Messungen des
Membranpotenzials im current-clamp-Modus durchgefiihrt. Dabei wurden elektrisch
gekoppelte EC der intakten Endothelzellschicht sowohl des nativen als auch des regenerierten
Endothels untersucht.

Zunichst erfolgte die Messung des Ruhemembranpotenzials. Dann wurden das Endothel mit
200 nmol/l Acetylcholin (ACh) stimuliert und die darauf folgende Hyperpolarisation
ermittelt.

Im Endothel der kontralateralen ACC (n=10) betrug das Ruhemembranpotenzial 18 £ 3 mV.
Acetylcholin bewirkte eine Hyperpolarisation auf Werte von —40 = 5 mV (AV,-21 £5 mV).
Dahingegen zeigte das regenerierte Endothel (n=7) eine geringe, nicht signifikant
unterschiedliche Hyperpolarisation. Das Ruhemembranpotenzial von —23 = 3 mV &nderte sich

nach Zugabe von ACh nur um —6 £ 3 mV (AV,,) auf Werte von —29 £ 5 mV (p<0,05).
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Abb. 9: Membranpotenzialmessungen der EC von nativem und regeneriertem Endothel in Ruhe
und nach Zugabe von Acetylcholin

Das Membranpotenzial wurde im current-clamp-Modus an elektrisch gekoppelten Endothelzellen
gemessen. Im Endothel der kontralateralen ACC erfolgte nach Zugabe von 100 nmol/l ACh eine
deutliche Hyperpolarisation der Zelle (a). Im regenerierten Endothel verinderte sich das
Ruhemembranpotenzial dagegen nach Zugabe von 100 nmol/l ACh nicht signifikant (b).
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Abb. 10: Vergleich der ACh-induzierten Anderung des Ruhemembranpotenzials in nativen und
regenerierten Endothelzellen

In den EC des regenerierten Endothels zeigte sich eine signifikant geringere ACh-induzierte
Hyperpolarisation im Vergleich zu den nativen EC (p<0,05). Die Daten sind als Mittelwert +
Standardabweichung angegeben. Die beiden Gruppen wurden mit Hilfe des Mann-Whitney-U-Tests
verglichen.
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Blockersubstanzen und K¢,-Offner

Die durch Acetylcholin induzierte Hyperpolarisation der nativen EC konnte durch die Zugabe
von 100 nmol/l CTX und 1 pmol/l APA (n=5) bzw. 1 pmol/l CLT und 1 pmol/l APA (n=3)
vollstédndig inhibiert werden (Abb. 11).
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Abb. 11: Blockierung der ACh-induzierten Hyperpolarisation durch APA und CLT
Nach Zugabe von 100 nmol/l ACh wurde zunéchst eine Hyperpolarisation der Zellmembran
hervorgerufen. Durch Hinzufligen von 1pumol/l APA und Iumol/l CLT in die Badlosung wurde diese
Hyperpolarisation vollstindig inhibiert und das Membranpotenzial ging auf Werte des
Ruhemembranpotenzials zuriick.
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Dagegen hatte das Hinzufiigen von 100 nmol/l IbTX (n=3), einem spezifischen Blocker des
MK, keinen Einfluss auf die ACh-induzierte Hyperpolarisation. Dies deutet darauf hin, dass
die Hyperpolarisation des Endothels nach Zugabe von ACh durch Aktivierung von
CTX/CLT-sensitiven IKc, und AP-sensitiven SK, vermittelt wird.

Die Zugabe des Kc,-Offners 1-EBIO bewirkte eine Verstirkung der Zellhyperpolarisation um
—17 £ 5 mV (n=4; Abb. 12).
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Abb. 12: Zunahme der ACh-induzierten Hyperpolarisation durch den K¢,-Offner 1-EBIO

Das Experiment wurde im current-clamp-Modus durchgefiihrt. Nach Zugabe von 100 nmol ACh in
die Badlosung wurde eine Membranhyperpolarisation beobachtet, die sich nach Zugabe von 100
umol/l 1-EBIO deutlich steigerte.
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3.2 Einzellzell-RT-PCR in nativem und regeneriertem Endothel

Zusétzlich zu den Patch-clamp-Experimenten wurde an den Zellen des nativen und des
regenerierten Endothels die Expression der verschiedenen Kc,-Kandle mit Hilfe einer
Einzelzell-RT-PCR nachgewiesen. So konnten an den EC sowohl die Funktion als auch die
Expression dieser Kanidle gemessen werden. Wir isolierten insgesamt 119 EC der
kontralateralen ACC von 13 verschiedenen Versuchstieren. Zum Vergleich wurden von dem

regenerierten Endothel 67 Zellen von 8§ verschiedenen Versuchstieren untersucht.

Abb. 13: Isolierung einer einzelnen Endothelzelle mit der Patchpipette (320-fache Vergroferung)
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Um sicher zu gehen, dass es sich bei den geernteten Zellen um Endothelzellen handelte,
wurde mit Hilfe der multiplex-PCR Technik bei jeder Zellprobe die Expression der
endothelspezifischen eNOS detektiert. Zellproben, die keine PCR-Signale fiir eNOS zeigten,
wurden in die statistische Auswertung nicht einbezogen. Von den geernteten Proben konnte
bei 43% des nativen bzw. 54% des regenerierten Endothels ein eNOS-Signal nachgewiesen
werden.

Insgesamt wurden zur Kontrolle 15 Mediumproben untersucht, von denen keine ein PCR-

Produkt enthielt.
Regeneriertes Endothel Natives Endothel
O O O O o O O O O O

w w w uw w w w w

Abb. 14: Reprisentative Abbildung einer Einzelzell-RT-PCR von 5 EC des nativen und 5 EC
des regenerierten Endothels

Dargestellt ist ein ethidiumbromidhaltiges Elektrophoresegel. Mit Hilfe einer multiplex-RT-PCR
wurde die Expression der eNOS, des IK, und des SK¢,3 detektiert. An beiden Seiten und in der Mitte
wurde eine DNA-Leiter aufgetragen.
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IKca
Die Expression des K¢, lag bei den EC der kontralateralen ACC bei 64 + 10 % (n=13).

Dahingegen konnte im regenerierten Endothel dieser Kanal nur in 22 £ 9 % (n=8) der eNOS
positiven Zellen detektiert werden . Die Expression des IK¢, war also signifikant erniedrigt

(p<0,05).

SKca
Die Exression des SK¢,3 wurde in 58 £ 8 % (n=13) der kontralateralen EC und in nur 12 + 8

% (n=8) der regenerierten EC nachgewiesen. Auch hier lag also eine signifikante

Verminderung der Expression vor (p<0,01).
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Abb. 15: Expression des IK¢, bzw. SK¢,3 in den nativen EC der kontralateralen ACC (n=13)
verglichen mit der Expression im regenerierten Endothel (n=8)

Die Werte sind jeweils als Prozentwerte der eNOS expremierenden Zellen angegeben und als
Mittelwert + Standardabweichung dargestellt. Die beiden Gruppen wurden mit dem Mann-Whitney U-
Test verglichen. Dabei zeigte sich eine signifikante Verringerung der Expression in den EC des
regenerierten Endothels sowohl fiir den 1K, (p < 0,05) als auch fiir den SK¢,3 (p <0,01).
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Die anderen Subtypen des SKc¢,, SK¢,1 und SK¢,2 wurden weder in den kontralateralen noch

den regenerierten EC exprimiert. (Abb.2c)
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Abbildung 16: Expression der verschiedenen K¢,-Subtypen in zwei eNOS positiven EC
Dargestellt ist ein ethidiumbromidhaltiges Elektrophoresegel. Mit Hilfe einer multiplex-RT-PCR
wurde die Expression der eNOS, des IKc, und der SKc,1, SK¢,2 und SKc,3 detektiert. Als
Negativkontrolle wurden eine Mediumprobe und eine —RT-Probe mituntersucht.

In den Zellproben der kontralateralen ACC, die kein Signal fiir eNOS zeigten, konnten der
SKca3 und der IKc, nur in 8+4 % und 342 % der Proben detektiert werden. In den eNOS-
negativen Zellproben von den ballondilatierten Gefden lieB sich der IKc¢, in keiner Probe
nachweisen und der SK¢,3 nur in 1+1 % der Proben. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass
die Expression von SK¢,3 und IK¢, stark mit dem Vorhandensein der eNOS verbunden ist

und damit auf eine erfolgreiche Gewinnung der mRNA der EC schlie3en ldsst.
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