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1. Einleitung

1.1 Das Endoth€

Bereits 1660 entdeckte der Italiener Marcello Malpighi die winzigen Kapillaren, die
Arterien und Venen verbinden und fand damit das fehlende Verbindungsglied in der
von Harveys 1603 postulierten Theorie des kontinuierlichen Blutkreislaufs (Duin und
Sutcliffe, 1992). Seit jener Zeit ist der strukturelle Aufbau der Kapillarwand von
wissenschaftlichem Interesse. Die Mdglichkeit der Endothelzellisolierung und
Kultivierung in den siebziger Jahren (Jaffe, 1973) war ein wesentlicher Schritt fur das
Verstdndnis der Funktion auf biochemischer Ebene. Anaysen kultivierter
Endothelzellen erlaubten Einblicke in die Zellfunktion unabhangig von Einflissen
benachbarter Gewebezellen. Einerseits durch die neuen Erkenntnisse der komplexen
Funktionen der Endothelzellen und andererseits aufgrund der geschétzten
Gewebsmasse innerhalb des menschlichen Organismus von einem kg und mehr (Just,
1994; Simionescu, 1988) geht man heute dazu Uber, die Endothelzellen in ihrer
Gesamtheit als Organ — das Endothel — zu interpretieren.

Die Barrierefunktion zwischen stromendem Blut und Gewebe galt lange als einzige
Aufgabe des Endothels. Daneben war die Interaktion mit dem stromenden Blut, d.h.
gerinnungshemmende und fibrinol ytische Eigenschaften bei intakter Zellschicht, sowie
gerinnungsfordernde Eigenschaften bei gesttrter Gewebsintegritdt bekannt. Erst in
neuerer Zeit werden die aul3erordentliche Vielféltigkeit der verschiedenen Funktionen
des Endothels und ihre klinische Bedeutung verstanden. Die Endothelzellen sind
wesentlich an der Regulierung des Vasotonus betelligt (Pohl, 1994; Zeither, 1994), sie
nehmen Einfluss auf die Zusammensetzung der Basalmembran, vermitteln
immunologische Prozesse (Cotran, 1987), verfugen Uber einen kontraktilen Apparat
(Curry, 1992) und sind an der Angiogenese beteiligt (Jaffe, 1985).

Das Endothel bildet prinzipiell eine Schranke zwischen Blut und Gewebe. Seine
Barrierefunktion ist nur teilweise verstanden. Im Blut befindliche Substanzen kénnen
diese Barriere auf zwei Wegen Uberwinden, einerseits transzellulér, also direkt durch
die Zelle hindurch und andererseits parazellulér, d.h. durch interendotheliale
Spaltraume. Beispielsubstanzen fur transzelluldre Passage sind Wasser und andere

kleine sowohl hydro- als auch lipophile Molekile wie Anasthesiegase oder Harnstoff.



Sie durchwandern die Endothelzellschicht passiv per diffusionem. Makromolekile
konnen auch transzellulér in zytoplasmatischen Vesikeln zwischen Geféldumen und
Interstitium transportiert werden (Simionescu, 1988). Parazellulére Permeabilitéat fir
grol3e Molekule tritt auf, wenn Endothelzellen durch diverse Stimuli aktiviert werden

und es zur Spaltbildung zwischen benachbarten Zellen kommt.

1.2 Endotheliale Per meabilitatsdnder ungen unter pathophysiologischen

Bedingungen

Uber die physiologische Varianz hinaus kann sich die Permeabilitdt unter
pathophysiologischen Bedingungen verandern. Ursachen hierfir kdnnen enerseits
extrinsische, d.h. nicht endotheliale, oder intrinsische, endotheliale Faktoren sein. Die
Bedingungen der akuten oder chronischen Entziindung sind fur diesen Aspekt am
haufigsten untersucht und am besten verstanden. So konnte schon vor Uber 30 Jahren
herausgefunden werden, dass Entziindungsmediatoren beispielsweise Histamin oder
Serotonin  eine  deutliche Permeabilitétserhéhung  durch  interendotheliale
Spaltenbildung verursachen (Majno und Palade, 1961). Dieser dadurch freigegebene
parazellulare Weg ermoglicht Makromolekillen, wie z.B. Albumin den Ubertritt ins
subendotheliale Gewebe und fiihrt somit letztendlich zu einem intersitiellen Odem.
Weitere extrinsische Faktoren sind Sauerstoffradikale, die durch aktivierte
Granulozyten u.a. wahrend Reperfusion nach Ischdmie freigesetzt werden. (Arndt,
1991, Lucches, 1994). Zu den exogenen Faktoren, die die endothelide
Schrankenfunktion herabsetzen, gehort auch Adenosin, das aus energieverarmenden
Herzmuskelzellen freigesetzt wird (Watanabe, 1992). Eine intrinsische Ursache fur
den Verlust der Barrierefunktion stellt die Energieverarmung der Endothel zellen selbst
dar (Hyslop, 1988; Unno, 1996; Watanabe, 1991). Endothelzellen, wie alle Ubrigen
Sdugetierzellen, decken ihren ATP-Bedarf Uber die mitochondriale Atmung und die
Glykolyse (Abb. 1.1). Die Glykolyse ist mit den Membranen des endoplasmatischen
Retikulums assoziiert. Im Gegensatz zur Mehrzahl der tierischen Zellen spielt die
glykolytische ATP-Synthese in Endothelzellen eine besondere Rolle. Man konnte
zeigen, dass Endothelzellen unter Hypoxie ihren ATP-Bedarf vollstandig Gber die
anaerobe Glykolyse decken konnen (Kritzfeldt, 1990; Mertens, 1990). Trotzdem
reagieren Endothelzellen bereits auf eine partielle metabolische Hemmung, wie sie



z.B. unter Ischdmie ausgelost werden kann, mit einem Versagen der endothelialen
Schrankenfunktion. Es konnte gezeigt werden, dass dabei der Anderung der
zytosolischen Calcium-Konzentration ([Ca'];) eine wesentliche Rolle zukommt (Noll
1995).

2-DG Glucose NaCN Pyruvat
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zellulares ATP

Abbildung 1.1. Die zwei Wege der ATP-Bereitstellung in Endothelzellen
und Substanzen, die diese beeinflussen kdnnen. Die Glykolyse kann durch
2-Desoxyglucose (2-DG) gehemmt und durch Glucose gesteigert werden. Die
mitochondriale Atmung kann durch Natriumzyanid (NaCN) gehemmt und
durch Pyruvat gesteigert werden.

1.3 Die Rolle des zytosolischen Calciumsfir die endotheliale

Schrankenfunktion

Die Homoostase der zytosolischen freien Calcium-Konzentration ([Ca®];) wird in
Endothelzellen, wie auch in allen anderen Zellen aktiv in engen Grenzen gehalten.
Durch mechanische Kréfte z.B. Schubspannung (Ando, 1988; Shen, 1992), aber auch
durch verschiedene Mediatoren steigt die [Ca®']; an (Carson, 1989; Garcia, 1995;
Jaffe, 1987). Diese wird durch den Inositoltrisphosphat-sensitiven Calcium-

Freisetzungsmechanismus des Endoplasmatischen Retikulums (ER) vermittelt. Die
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Ruckkehr zur basalen [Ca®']; erreicht die Endothelzelle durch die ATP-abhéngige
Ca**-Rickspeicherung ins ER und den Auswartstransport Uber die Plasmamembran.
Unter pathophysiologischen Bedingungen wie z.B. Hypoxie bzw. Ischdmie konnte
sich aufgrund des Energieverlusts ein Anstieg der [Ca’*]i entwickeln (Arnould, 1992).
Dieser triggert eine Reihe von Zellfunktionen: (i) Die parazellulére Permeabilitét wird
ua durch die Cacium-abhéngige Aktivierung des kontraktilen Apparats der
Endothelzellen gesteigert (Curry, 1992). (ii) Es kommt zur Desorganisation des
Cytoskeletts und der Zell-Zell-Kontakte, welches ebenfalls die parazelluldre
Permeabilitét erhoht (Kuhne, 1993; Muhs, 1997). (iii) Ferner wird die Syntheserate
vasoaktiver Autakoide, wie z.B. Stickstoffmonoxid (NO), Endothelium-Derived
Hyperpolarizing Factor (EDHF), Prostazyklin (PGI,) und Endothelin (ET-1) erhoht
(Busse, 1993; Furchgott, 1992; Newby, 1990).

Anders als z.B. Kardiomyozyten (Ladilov, 1997) reagieren Endothelzellen &ulRerst
rasch auf Energieverlust mit einem biphasischen Anstieg der [Ca*]; (Noll, 1995).
Dieselben Untersuchungen zeigen, dass der Ca*-Anstieg priméar aufgrund einer
endogenen Entspei cherung beruht und dass sich daran ein langsamer Calciumeinstrom
liber die Plasmamembran anschlief¥. Die Storung der Ca?*-Homéostase und deren
Folgen fir die endotheliale Schrankenfunktion sind dabei zun&chst vollstandig
reversibel. Unklar ist der Mechanismus der endogenen Ca*-Freisetzung. Wie bereits
erwadhnt konnte sie einerseits auf einer Ca?*-Freisetzung aus dem ER beruhen. Hierbei
konnten die Inositoltriphosphat- (IP3) und/oder Ryanodin-abhangige Cat*-Kande des
ER eine Rolle spielen. Ferner kdnnte der Ca?*-Anstieg auch durch eine verminderte
Aufnahme in das ER verursacht werden. Die Hemmung der Ce?*-ATPasen des ER
wére in diesem Fall fur die Wirkung verantwortlich. Die intrazellularen Verhaltnisse

an der Membran des ER sind schematisch in der Abbildung 1.2 wiedergegeben.
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Abbildung 1.2. Méglicher Einfluss von ATP auf die [Ca®] in
Endothelzellen. Der genaue Mechanismus, Uber den eine ATP-Abnahme die
zytosolische Ca?*-K onzentration erhéht, ist bisher unklar. In ihren Kapazitéten
gedrosselte Ca?*-ATPasen (A) des Endoplasmatischen Retikulums (ER)
kénnten dafiir verantwortlich sein, dass die zytosolische Ca’*-Konzentration
steigt. Ebenso konnten aber auch |Ps-abhéngige Ca®*-Kande (B) des ER eine

Rolle spielen, indem sie sich 6ffnen und Ca?* aus dem ER ins Zytosol austreten
kann.
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1.4 Zieleder Arbeit

Der Mechanismus, der bei metabolischer Inhibition die plétzliche initidle Ca®'-
Freisetzung aus den endogenen Speichern der Endothelzelle hervorruft, ist nur
teilweise verstanden. Im Hinblick auf seine pathophysiologische Bedeutung besteht
grof3es Interesse, ihn ndher zu charakterisieren. In der vorliegenden Arbeit wird dieser
Mechanismus der endogenen Calciumfreisetzung analysiert. Im Einzelnen wurden

folgende Fragen geklart:

1. Besteht generell ein Zusammenhang zwischen dem zelluléren ATP-Gehalt und
dem Anstieg der zytosolischen Ca’*-Konzentration? Beruht die Erhéhung der
zytosolischen Ca*-Konzentration auf einer Entleerung endogener Speichern oder
gelangt das Ca”* tiber die Plasmamembran ins Zytosol der Zelle?

2. Losen die Hemmung von glykolytischer und/oder mitochondrialer ATP-
Bereitstellung quantitativ unterschiedliche Effekte auf den zelluléren ATP-Gehalt
aus? Wie wirkt sich die aleinige Hemmung von glykolytischer oder
mitochondrialer ATP-Bereitstellung auf die zytosolischen Ca®*-K onzentration aus?

3. Sind die metabolischen Effekte auf die Ca*-Homoostase durch die
Zellkulturbedingung verursacht?

4. Beruht der Anstieg der [Ca]; auf einer Ca*-Freisetzung aus dem
Endoplasmatischen Retikulum. Wenn ja, Uber welchen Freisetzungsmechanismus
erfolgt die Entspel cherung des Endopl asmatischen Retikulums?

Die Untersuchungen dieser Arbeit wurden an frisch isolierten (nicht passagierten) und
an kultivierten (1. Passage) aortalen Schweineendothelzellen durchgefuhrt. Dabei
wurde die glykolytische ATP-Synthese durch 2-Desoxy-D-glycose (2-DG) und die
mitochondriale ATP-Produktion durch Natriumzyanid (NaCN) gehemmt.
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2. Material und Methoden

2.1 Verwendete Chemikalien und M aterialien

Chemikalien und Seren

Im Folgenden werden die verwendeten Stoffe und Substanzen mit ihrer jeweiligen
Bezugsgquelle bzw. Lieferfirma aufgefihrt. Alle benutzten Chemikalien waren von
anaytischem Reinheitsgrad, bester verfugbarer Quadlitdt und wurden nach den
Herstellerangaben aufbewahrt und gel 6st.

ATP, HEPES und Pyruvat Boehringer GmbH Mannheim,
Deutschland

2-DG und DM SO Sigma-Aldrich Deisenhofen, Deutschland

lonomycin und Xestospongin C Calbiochem Bad Soden, Deutschland

Fura2 AM Molecular Probes Eugene OR, USA

Kaliumdihydrogenphosphat und

Tetrabutylammoniumhydrogensulfat Fluka Chemie AG Buchs, Schweiz

NaOH und Phenolrot Roth - GmbH & Co. Karlsruhe,
Deutschland

NCS, Penicillin-Streptomycin, M 199 GIBCO Life Technologies Eggenstein,

und Trypsin-EDTA Deutschland

Acetonitril, Glucose, NaCN, Perchloressigsaure und alle anderen verwendeten

Chemikalien wurde von der Firma Merck Darmstadt, Deutschland bezogen.

Puffer und Kulturmedien
Das in den Experimenten dieser Arbeit eingesetzte NCS wurde vor Zusatz in

Kulturmedien und Inkubationsmedien 10 min bel 60° C hitzeinaktiviert. Das
verwendete CaCl, wurde kurz vor Gebrauch dem HEPES-Puffer hinzugefugt.
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Primarmedium:

Kulturmedium:

M 199 mit Earles Salz,

20 % (v/v) Neugeborenen Kalberserum
250 1U/ml Penicillin,

250 pg/ml Streptomycin,

M 199 mit Earles Salz,

20 % (v/v) Neugeborenen K&l berserum,
100 1U/ml Penicillin,

100 pg/ml Streptomycin,

HEPES-Puffer (pH 7,4, sterilfiltriert):

125 mM NaCl,
2,6 mM KCl,

1,2 mM MgSO;,,
1,2 mM KH5PQOy,,
25 mM HEPES
1 mM CaCl,

calciumfreier HEPES-EDTA-Puffer (pH 7,4; sterilfiltriert):

Beladungsmedium:

125 mM NaCl,
2,6 mM KCl,

1,2 mM MgSO;,,
1,2 mM KH2PO,,
25 mM HEPES,
1 mM EDTA

M 199 mit Earles Salz,

5 % (v/v) Neugeborenen Kalberserum
2,5 um Fura2 AM

<0,1% (v/v) DMSO

14



Inkubationsmedium:

HEPES-Puffer s.o.,

2 % (v/v) Neugeborenen Ké berserum

Gerate

Brutschrank:
ELISA-Reader:

HPLC System:
Steuereinheit:
Probengeber:
Pumpe:
Detektor:
Integrator:
Trennsaule:

Imaging-System:

Fluoreszenzmikroskop:

Kamera:
Interface:
Computer:
Software:

Kultur-Einwegartikel:

Petri-Schalen:

Suspensionsgefalie:;

Mikrotiterplatten:

Lichtmikroskop:

Cytoperm Heraeus Hanau, Deutschland
Typ Mr 7000 Dynatech Guernsey Chanel Is., UK

Merck Darmstadt, Deutschland

L-5000 LC Controller

AS-4000 Intelligent Auto Sampler

655 A-11 Liquid Chromatograph

655 A Variable Wavelength UV Monitor
D-2500 Chromato-Integrator

Hibar Li Chro Chart

IX 70 Olympus Hamburg, Deutschlamd

U-CMT Olympus Hamburg, Deutschland
ITC-16 Instrutech Long Island NY, USA

PC IBM kompatibel

Tillvison V3.3 T.I.L.L. Photonic Martinsried,

Deutschland

Typ Falcon 3001-4 Bacton & Dickinson
Heidelberg, Deutschland

Typ ,Blue Max"

Falcon 2030 Bacton &

Dickinson Heidelberg, Deutschland

Typ Facon 3910

Bacton & Dickinson

Heldelberg, Deutschland
TMS-F Nikon Tokio, Japan
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pH-Meter: WTW Weilheimi. OB., Deutschland
Proben- und Schalentemperator: Dri-Block Techne Cambridge, UK

Scheibenfilter: Disc Filter HA (d = 0,45 um) Millipore Bedford,
USA

Sterilbank: Lamin Air HBB 2472 Haereus Hanau,
Deutschland

V akuumpumpe: VAC 30 Heraeus Hanau, Deutschland

Wasserdemineralisationssystem: Milli-Q UF Plus Millipore Bedford, USA

Zentrifugen: Biofuge 13, 15 R, Megafuge 2.0 Heareus Hanau,
Deutschland

2.2 Zdlkultur makrovaskularer Endothelzellen
Alle Arbeitsschritte zur Zellkultivierung wurden unter einer Sterilbank durchgefihrt.

Die Isolierung und Kultur makrovaskuldrer aortaler Endothelzellen des Schweins
erfolgten nach einer bereits etablierten Methode (Piper, 1990). Die Pars descendens
der Aorta des Schweins wurde unmittelbar nach dem Schlachten der Tiere im
Schachthof entnommen und in 0,9 prozentiger NaCl-Losung zum Labor transportiert.
Dort wurde das noch verbliebene Bindegewebe entfernt. Die einzelnen Aorten wurden
in Langsrichtung aufgeschnitten und unter leichter Spannung auf einer Unterlage
fixiert. Nach zweimaligem Spulen mit NaCl-Losung (0,9 %) wurden die
Endothelzellen mit Hilfe eines sterilen Skalpells von der Geféldinnenflache vorsichtig
abgeschabt und in Medium 199 Uberfihrt. Die Zellsuspension wurde anschlief3end fir
10 min bei 150 g zentrifugiert. Danach wurden die sedimentierten Zellen anschlief3end
im Primé&rmedium resuspendiert. Die Zellsuspension wurde nach vorsichtigem
Mischen in einer Zelldichte von 10° Zellen pro 100-mm-Petri-Schale ausplattiert und
im Brutschrank bei 37° C und 5 % COz2 inkubiert. Nach zwei Tagen wurde das
Primérmedium durch ein Kulturmedium ersetzt. Im weiteren Verlauf wurde das
Kulturmedium zur Néhrung der Zellen ale zwel Tage gewechselt. Nach etwa funf bis
sieben Tagen formierten sich die Endothelzellen zu konfluenten Monolayern und
konnten dann im weiteren passagiert und subkultiviert werden. Dazu wurde das

Kulturmedium kurzfristig abgesaugt und die Kulturen wurden zweima mit HEPES-
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EDTA-Puffer gewaschen. Mit 5 ml Trysin-EDTA-LAsung wurden die Zellen fur 10
min bei 37° C im CO.-freien Brutschrank inkubiert, was zur Vereinzelung und
Ablosung der Zellen fuhrte. Um die Zellvereinzelung zusétzlich zu verbessern, wurde
die Zdlsuspension mehrfach mit einer sterilen Pipette auf- und abpipettiert. Die
Trypsinisierung wurde mit der Zugabe von etwa 20 ml Kulturmedium gestoppt. Die
Zellzahl wurde mit Hilfe einer Neubauer-Zdhlkammer bestimmt. Je nach
experimentellem Ansatz wurden die Endothelzellen entweder auf sterilen
Glasplattchen (Durchmesser 25 mm), die sich in Petri-Schalen befanden, oder in den
Petri-Schalen selbst (Falcon Nr. 3001) mit einer Dichte von 7 x 10" Zellen / cm?
ausplattiert und fur vier Tage kultiviert.

Diese konfluenten Zellschichten wurden anschief3end bei den verschiedenen
Experimenten eingesetzt. In einigen speziellen Experimenten wurden primére

adhérierte (nicht passagierte) Endothelzellen fir die Versuche verwendet.

2.3 Bestimmung des zellularen ATP-Gehalts

Der zelluldre ATP-Gehalt der Endothelzellen wurde mittels , High-Performance-
Liquid-Chromatographie* (HPLC) nach der Methode von Jingling und Kammermeier
(1980) bestimmt. Dazu wurden die Endothelzellen 45 min im Medium 199
(supplementiert mit 5% (v/v) NCS) bei 37° C inkubiert. Anschlief3end wurden siein 1
ml calciumhaltigen HEPES-Puffer analog zur beschriebenen Calcium-Messung (siehe:
2.4) bel einer Temperatur von 35° C inkubiert.

Alle folgenden hier beschriebenen Arbeitsschritte wurden bei einer Temperatur von 4°
C durchgefiihrt. Nach Absaugen des Inkubationsmediums wurden die Endothel zellen
mit 300 pl 0,6 M PCA versetzt. Anschlief3end wurden die Endothelzellen mit einem
Gummispatel vom Schalenboden gelost und in Eppendorf-Gefée Uberfuhrt. Die
Proben wurden bel 13000 g fur eine min zentrifugiert. Das Sediment wurde fur die
Proteinbestimmung (siehe 2.5) verwahrt. Der Uberstand wurde in eisgekiihite
Eppendorf-Gefalde tberfihrt und mit 3 pul akalischer Phenolrotlésung (0,5% [wi/v]
Phenolrot, alkalisiert durch 3 N KOH) versetzt. Mit Hilfe des Phenolrots
(Farbumschlag von farblos tber gelb nach blassorange-rosa) wurden die Proben unter
Mischen im Vortex mit 2 M K,COs-Ldsung bis zum Farbumschlag neutralisiert.
Anschlief3end wurden die Proben bei 13000 g fur 1,5 min zentrifugiert und der
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Uberstand fiir die ATP-Bestimmung in die dafiir vorgesehenen Probengefale der
HPLC Uberfihrt.

Die Trennung von ATP, ADP und AMP efolgte mittels ,reversed phase”
Flissigkeitschromatographie. Das lonenpaar-Reagenz  bestand aus 11,3 mM
Tetrabutylammoniumhydrogensulfat (TBAS) und 61 mM Kaliumdihydrogenphosphat
(KH2PO4) in Phosphatpuffer (pH 5,8). Als unpolares Eluationsmedium wurde
Acetonitril in einem linearen Gradienten von 8 — 30 % verwendet. Die ATP-
Konzentration im Eluat wurde mit einem UV-Durchflussphotometer bei einer
Wellenldnge von 254 nm bestimmt. Als ATP-Standard dienten Losungen definierter
ATP-Konzentration. Die ATP-Mengen wurden auf das Gesamtprotein der Zellen
bezogen. Dabei entspricht 100% einem ATP-Gehalt von 17,6 * 1,1 nmol/mg Protein.
Angegeben ist der ATP-Gehalt in % bezogen auf die Kontrolle.

2.4 Bestimmung der zytosolischen Calciumkonzentration

Die zytosolische freie Caliciumionenkonzentration wurde mit Hilfe des Ca?*-Indikators
Fura 2 fluoreszenzphotometrisch bestimmit.

Konfluente endotheliale Monolayer, die auf runden Glaspléttchen (Durchmesser 25
mm) kultiviert worden waren, wurden in Dunkelheit fir 45 min bei 20° C (im Medium
199 plus 5 % (v/v) hitzeinaktiviertem Neugeborenen Kéberserum) mit 2,5 uM des
zellpermeabelen Acetoxymethylesters von Fura 2 (Fura 2 AM) beladen. Um
anschlief3end die Hydrolyse zu erméglichen, wurden nach einem Auswaschschritt die
Zellen fur 20 min bei 35° C in substratfreiem HEPES-Puffer mit 2 % (v/v)
hitzeinaktiviertem Neugeborenen Kéaberserum vor Beginn der Messung belassen.
Anschliefiend wurden die Glaspléttchen mit der auf ihnen befindlichen Monolayer in
eine temperaturkontrollierte Inkubationskammer Uberftihrt. Diese wurde dann auf dem
Kreuztisch eines Fluoreszenzmikroskops (Typ: IX 70 Olympus Hamburg) fixiert.
Waéhrend des Versuchs bestand das Inkubationsmedium ebenfalls aus substratfreiem
HEPES-Puffer mit 2 % NCS.
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Abbildung 2.1. Schematischer Darstellung der Ca®*-Messung. Der
Monochromator erzeugt abwechselnd monochromatisches Licht der
Wellenlange 340 und 380 nm. Dieses Anregungslicht trifft auf die mit Fura 2
beladenen Endothelzellen (EC). Fir jedes Anregungszeitintervall wird
emittiertes Licht der Wellenlange 510 nm detektiert. Aus diesen zwel Werten
wird das Verhaltnis (Ratio) gebildet, welches proportional zur [Ca’"]; ist.

Die [C&®"]; wurde unter Verwendung des , Till Photonic Imaging-System* (T.I.L.L.

Photonic GmbH Martinsried, Deutschland) analysiert. Die Anregungswellenlénge

aternierte zwischen 340 und 380 nm (Bandbreite 2 nm). Das emittierte Licht wurde
bei 510 nm (Bandbreite 5 nm) detektiert und durch Subtraktion der
Hintergrundfluoreszenz korrigiert. Der Versuchsaufbau ist in Abb. 2.1 schematisch

dargestellt. Die Fluoreszenzintensitdt beider Anregungswellenlangen wurde in 6-

Sekunden-Intervallen gemessen. Fur die Experimente wurde diese Uber eine Minute
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gemittelt. Die Fluoreszenz wurde in Anlehnung an die von Grynkiewicz beschriebene
Methode kalibriert (Grynkiewicz, 1985). Zur Bestimmung des Fluoreszenzmaximums
(Rmax) wurden die Endothelzellen in Gegenwart von 3 mM Ca* und einem lonophor
(5 UM lonomycin), der die Zellmembran fur Calciumione durchlassig macht,
inkubiert. Um das Minimum (Rmin) der Fluoreszenz zu ermitteln, wurden die Zellen in
Gegenwart von 5 mM EGTA inkubiert. Die zytosolisch frele Calciumkonzentration

([Ca’*]i) wurde wie folgt berechnet:
[Ca®]i= Kb x B x (R-Rmin) / (Rmax - R)

Kp bedeutet hier die Dissoziationskonstante von Fura 2, 3 ist das Verhdtnis der
Fluoreszenzen bei einer Anregungswellenlange von 380 nm Ionomycin-behandelter
Zellen in Gegenwart von 5 mM EGTA oder 3 mM Ca®* (Li, 1987). Aufgrund der
vergleichbaren Ergebnisse der kultivierten (1. Passage) und der frisch adharierten
(nicht passagierten) Endothelzellen wurde auf die Kalibrierung der zweit genannten
Zellaufbereitung verzichtet. Die Fura-2-Fluoreszenzratio ist fir diese Experimente
angegeben.

2.5 Proteinbestimmung

Die Proteinkonzentration wurde nach Bradford (1976) bestimmt. Dazu wurden die
durch PCA gefédllten Proteine in 2 m 1 N NaOH plus 0,01% (w/v)
Sodiumdodezylsulfat (SDS) bei 37° C gelost. Anschlief3end wurden 5 pl der Lésung
mit 200 ul des,, Bradford-Reagenz" (0,01% (w/v) Coomassie Brilliant Blue G-250, 5%
(v/v) Ethanol und 10% (v/v) Phosphorsaure (85%ig)) gemischt. Danach wurde die
Extinktion der Proteine bei 595 nm in einem ELISA-Reader bestimmt. Als Standard

dienten Rinderserumalbuminldsungen definierter Proteinkonzentration (0,0 - 1,0

mg/ml).
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2.6 Experimentelle Protokolle

Die Untersuchungen zur zytosolischen Caliciumkonzentration und des zellulédren ATP-
Gehalts der Endothelzellen wurden unter identischen Inkubationsbedingungen
durchgefuhrt. Wahrend der Experimente wurden die Endothelzellen mit substratfreiem
HEPES-Puffer inkubiert. Zur Hemmung der glykolytischen ATP-Synthese wurden die
Endothelzellen in Gegenwart von 2-Desoxyglucose in Konzentrationen zwischen 2,5 —
10 mM inkubiert. Fir die Hemmung der mitochondrialen Energiebereitstellung
wurden die Zellen mit Natriumzyanid in Konzentrationen zwischen 1 — 5 mM
inkubiert.

In einigen Experimenten wurden Endothelzellen fir 20 min mit Pyruvat (5 mM) oder
Glucose (10 mM) in Kontakt gebracht. Die anderen Substanzen wurden jeweilswieim
Ergebnistell angegeben eingesetzt. Die StocklGsungen von lonomycin  und
Xestospongin C wurden in DM SO hergestellt. Die Volumina beider Stockldsungen
wurden so in den Experimenten eingesetzt, dass die DM SO-Konzentration im Ansatz
immer < 0,1% (vol/vol) war. Die gleichen Endkonzentrationen an DM SO wurden auch
zu alen entsprechenden Kontrollexperimenten jeweils zur entsprechenden Zeit
zugegeben. Die Stocklgsungen aller anderen Substanzen wurden in substratfreiem
HEPES-Puffer hergestellt. Entsprechende Volumina dieser Lésung wurden zu den
Zellen gegeben. Die Kontrollen enthielten identische Mengen an substratfreiem
HEPES-Puffer.

2.7 Statistische M ethoden

Alle Daten sind als Mittelwerte * Standardabwei chungen angegeben und wurden aus
wenigstens drel unabhangigen Zellprgparationen erhoben. Die statistische Analyse
wurde mittels einseitiger ANOVA in Verbindung mit dem Student-Newman-Keuls-
Test fir post-hoc-Analysen durchgefihrt. Bei den Gruppenanalysen wurde ein

Signifikanzniveau von p < 0,05 gewahit.
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3. Ergebnisse

3.1 Einfluss von 2-Desoxyglucose und Natriumzyanid auf den zellul&ren
ATP-Gehalt und die zytosolische Calciumkonzentration

Um die Wirkung einer metabolischen Hemmung auf den zelluldren ATP-Gehalt und
die [Ca?"]; der Endothelzellen zu untersuchen, wurde 2-Desoxyglucose (2-DG) plus
Natriumzyanid (NaCN) in einer Konzentration von jeweils 5 mM eingesetzt.

Zunéchst wurden die Endothelzellen unter einem Mikroskop im Nativbild und im
Fluoreszenzbild untersucht. In Abb. 3.1 sind die einzelnen Endothelzellen mit ihren
Zellgrenzen und -kernen innerhalb der Endothel zellenmonolayer im Fluoreszenzbild
erkennbar. Nach gleichzeitiger Zugabe von 2-DG und NaCN jewells in einer
Konzentration von 5 mM zeigte sich im Zytosol eine Fluoreszenzzunahme, was auf
eine [Ca?*];-Erhdhung hindeutet. Ferner entfernten sich die Zellgrenzen voneinander,
sodass interendothelial e Spaltraume entstanden.

Der Untersuchungszeitraum umfasste 15 min. Unter basalen Bedingungen betrug der
zelluldre ATP-Gehalt 17,6 * 1,1 nmol/mg, hier gleich 100% gesetzt (Abb. 3.2). Nach
Zugabe von 5 mM 2-DG + 5 mM NaCN nahm der zelluldre ATP-Gehalt stetig ab.
Schon eine Minute nach Zugabe der Inhibitoren fiel der zelluldre ATP-Gehalt auf etwa
77 % und nach 15 min auf weniger as 25 % des Kontrollwertes. Die [Ca"]; der
Endothelzellen betrug unter basalen Bedingungen 70,0 * 1,7 nM. Die metabolischen
Inhibitoren lésten wenige Sekunden nach Zugabe einen biphasischen Anstieg der
[Ca®"]; aus, dabei stieg die endotheliale [Ca?*]; steil an, erreichte nach drei Minuten ein
Maximum, fiel wieder ab (initiale Phase), um nach 9 min erneut — nun aber stetig —
Uber den gesamten verbleibenden Untersuchungszeitraum anzusteigen (sekundére
Phase).

Um zu Gberpriifen, ob der [Ca’]i-Anstieg von einem Calciumeinstrom Uber die
Plasmamembran ins Zytosol herriihrt, oder ob es sich um eine endogene
Calciumfreisetzung handelt, wurde das Experiment unter extrazellulér calciumfreien
Bedingungen wiederholt. Unter diesen Bedingungen trat nach Zugabe der Inhibitoren
der [Ca?*];-Anstieg der initialen Phase auf. Der langsame, progrediente [Ca®*]i-Anstieg
der sekundéren Phase blieb jedoch aus (Abb. 3.3).

Diese Daten zeigten, dass der initide [Ca™]i-Anstieg unabhangig von der
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extrazelluldren [Ca?*]-Konzentration ist und daher vermutlich auf einer endogenen
Ca”*-Freisetzung beruht. Ferner machten diese Daten deutlich, dass der zweite, lang

anhaltende Teil des biphasischen [Ca’*]i-Anstiegs Folge eines Ca?*-Einstroms iber die
Plasmamembran ist.

Abbildung 3.1. Fluoreszenzmikroskopisches Bild von Fura-2-beladenen
Endothe zellen. Aus der Fura-2-Fluoreszenzratio generiertes Bild unmittelbar
vor (A) und eine Minute nach (B) Zugabe von 5 mM 2-Desoxyglucose + 5 mM
Natriumzyanid. Nach Zugabe der metabolischen Hemmstoffe stiegt die Fura-2-
Fluoreszenzratio an, was auf einen Anstieg der [Ca®"]; hindeutet.

23



2-DG / NaCN
v 100
400 |- ATP Kontrolle =
2+ -—
[Ca™], 3
E 300 - 170 é
£ o
o ©
S 200 | X
140 o
- o
100 |
[Ca’*], Kontrolle 410
0 1 1 1 1
0 5 10 15
Zeit (min)

Abbildung 3.2. Wirkung von 2-Desoxyglucose und Natriumzyanid auf die
[Ca®]i und auf das zellulare ATP. Aortae Endothelzellen wurden in
Gegenwart und Abwesenheit von 5 mM 2-Desoxyglucose (2-DG) + 5 mM
Natriumzyanid (NaCN) inkubiert. Im Fall der [C&®']; (- ® — bzw. — O -) ist
der Mittelwert * SD von n = 60 Zellen aus drei verschiedenen
Zellpréparationen angegeben. *p < 0.05 vs. Kontrolle. Im Fall des ATP (—a—
bzw. —2-) ist der MW * SD von n = 6 Experimenten aus drei verschiedenen
Zéellpraparationen in Prozent der Kontrolle angegeben. 100 % entspricht einem
ATP-Gehalt von 17,6 * 1,1 nmol/mg Protein. *p < 0,05 vs. Kontrolle. Im Fall
der Kontrollen war SD teilweise kleiner als der Durchmesser der angegebenen

Symbole.
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Abbildung 3.3. Wirkung von 2-Desoxyglucose und Natriumzyanid auf die
[Ca®]i unter extrazelluldren Ca®-frden Bedingungen. Aortae
Endothelzellen wurden in Gegenwart (— @ —) und Abwesenheit (— O —) von 5
mM 2-Desoxyglucose (2-DG) und 5 mM Natriumzyanid (NaCN) inkubiert.
Angegeben ist der MW * SD von n = 60 Zellen aus drei verschiedenen
Zellpréparationen. *p < 0,05 vs. Kontrolle. Im Fal der Kontrolle war SD
kleiner al's der Durchmesser der angegebenen Symbole.

3.2 Einfluss von 2-Desoxyglucose und Natriumzyanid auf den zelluléren

ATP-Gehalt in Gegenwart und Abwesenheit von Pyruvat oder Glucose
Um den Einfluss der glykolytischen und der mitochondrialen ATP-Synthese zu

bestimmen, wurde die alleinige Wirkung von 2-DG bzw. von NaCN auf den zellul&ren
ATP-Gehalt untersucht.
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Abbildung 3.4. Wirkung von 2-Desoxyglucose und Natriumzyanid auf das
zellulére ATP in Gegenwart und Abwesenheit von Pyruvat und Glucose.
Die Endothelzellen wurden mit 10 mM Desoxyglucose (2-DG) in Gegenwart
(-~ O -) und Abwesenheit (— ® -) von 5 mM Pyruvat oder mit 5 mM
Natriumzyanid (NaCN) in Gegenwart (— OO —) und Abwesenheit (— Il -) von 10
mM Glucose inkubiert. Eine andere Gruppe von Endothelzellen wurde mit 5
mM 2-DG + 5 mM NaCN in Abwesenheit von Pyruvat und Glucose (— A -)
inkubiert. Angegeben ist der MW * SD von n = 6 Monolayern 3 verschiedener
Zellpréparationen in Prozent der Kontrolle. 100 % entspricht einem ATP-
Gehalt von 17,6 * 1,1 nmol/mg Protein. *p < 0,05 vs. Kontrolle. Die Kontrolle
(jeweils 100%) ist aus Griinden der Ubersichtlichkeit nicht dargestellt.
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Ferner wurde in weiteren Experimenten anaysiert, ob die Inhibition der Glykolyse
(mittels 2-DG) im Hinblick auf ihren Beitrag zum zelluldren ATP-Gehalt durch
Pyruvat zu beeinflussen ist, oder ob die Inhibition der mitochondrialen ATP-Synthese

(mittels NaCN) durch Glucose beeinflusst werden kann.

2-Desoxyglucose in Gegenwart und Abwesenheit von Pyruvat

Zunéchst wurden die Endothelzellen in Gegenwart von 10 mM 2-DG inkubiert,
daraufhin sank der endotheliale ATP-Gehalt in den ersten 2,5 min., im weiteren
Verlauf fiel das ATP kaum weiter ab (Abb. 3.4). In einem zweiten Schritt wurde eine
andere Gruppe von Endothelzellen fir 20 min mit 5 mM Pyruvat vorinkubiert. Die
anschlieffende Zugabe von 10 mM 2-DG fihrte zu keiner Absenkung des ATP Uber
den gesamten Beobachtungszeitraum.

Natriumzyanid in Gegenwart und Abwesenheit von Glucose

Analog zu den oben beschriebenen Versuchen wurden hier in einem ersten Schritt die
Zellen mit 5 mM NaCN inkubiert, daraufhin kam es in den ersten 5 min zu ener
leichten aber nicht signifikanten Abnahme des zelluldren ATP-Gehalts. Erst nach 15
min sank dieser signifikant auf 80% des Ausgangswertes (Abb. 3.4). In eéinem zweiten
Schritt wurden andere Zellen fur 20 min mit 10 mM Glucose vorinkubiert und danach
mit 5 mM NaCN behandelt. Daraufhin zeigte sich kein signifikanter ATP-Verlust.
Uber den gesamten Beobachtungszeitraum blieb das ATP auf Werten von tiber 90%

der Kontrolle.

2-Desoxyglucose + Natriumzyanid in Abwesenheit von Pyruvat und Glucose

Nach gleichzeitiger Zugabe von 2-DG und NaCN in einer Konzentration von jewells 5
mM in Abwesenheit von Pyruvat und Glucose sank der zellulére ATP-Gehalt der

Endothelzellen schon nach einer Minute rasch und signifikant ab (Abb. 3.4). Am Ende
der Messung war weniger als 25% der ATP-Kontrolle vorhanden.
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3.3 Einfluss unter schiedlicher Konzentrationen von 2-Desoxyglucose auf die
zytosolische Calciumkonzentration

Um den aleinigen Einfluss von 2-DG auf die [Ca’"]; der Endothelzellen zu
untersuchen, wurden die Endothelzellen mit 2-DG inkubiert. Die alleinige Zugabe zu
den Endothelzellen bewirkte analog zu den Versuchen, bei denen 2-DG in
Kombination mit NaCN gegeben wurde, einen biphasischen Anstieg der [Ca?*]; (Abb.
3.5).
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Abbildung 3.5. DosisWirkungs-Beziehung von 2-Desoxyglucose auf die
[Ca?"];. Aortale Endothelzellen wurden in Gegenwart (— @ -) von 2,5; 5 und
10 mM und in Abwesenheit (— O —) von 2-Desoxyglucose (2-DG) inkubiert.
Angegeben ist der MW * SD von n = 60 Zellen. *p < 0,05 vs. Kontrolle. Im
Fal der Kontrolle war SD kleiner als der Durchmesser der angegebenen
Symbole.
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Der initialle Anstieg (1. Phase) zeigte sich hier nach wenigen Sekunden. Der
transitorische Abfall und das sekunddre stetige Ansteigen (2. Phase) des
Calciumsignals traten auch hier auf. 2-DG zeigte im Konzentrationsbereich 2,5 bis 10
mM eine positive Dosis-Wirkungs-Beziehung auf das [Ca’*]i-Signal. Der Effekt von
10 mM 2-DG auf die [Ca®"]; war durch weitere Dosiserhhung nicht zu steigern,
sodass ale weiteren Experimente mit der 2-DG-Konzentration von 10 mM

durchgefuihrt wurden.

3.4 Einfluss von 2-Desoxyglucose auf die zytosolische Calciumkonzentration in

Gegenwart und Abwesenheit von Pyruvat

Um den Einfluss von 2-Desoxyglucose in Gegenwart und Abwesenheit Pyruvat auf
die [Ca]; zu untersuchen, wurden die Endothel zellen zunéchst mit von 10 mM 2-DG
inkubiert. Draufhin zeigten sie (wie erwartet) einen biphasischen [Ca*]i-Anstieg. In
einem zweiten Schritt wurde eine andere Gruppe von Endothelzellen mit 5 mM
Pyruvat fir 20 min vorinkubiert und anschief3end 10 mM 2-DG zugegeben. Aus der
Abbildung 3.6 geht hervor, dass Pyruvat den initialen [Ca®*];-Anstieg induziert durch
2-DG nicht reduziert.
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Abbildung 3.6. Wirkung von Pyruvat auf den 2-Desoxyglucose-
induzierten [Ca*]i-Anstieg. Aortale Endothelzellen wurden mit 10 mM 2-
Desoxyglucose (2-DG) in Gegenwart (— A —) und Abwesenheit (- ® —) von 5
mM Pyruvat inkubiert. Angegeben ist der MW * SD von n = 60 Zellen. *p <
0,05 vs. Kontrolle (— O —). Im Fall der Kontrolle war SD teillweise kleiner als
der Durchmesser der angegebenen Symbole.

3.5 Einfluss unter schiedlicher Konzentrationen von Natriumzyanid auf die

zytosolische Calciumkonzentration

Auch die Zugabe von NaCN fihrte nach einer Minute zu einem biphasischen [Ca'];-
Anstieg (Abb. 3.7), dhnlich wie er schon nach Zugabe von 2-DG beobachtet wurde
(Abb. 3.5). Im Konzentrationsintervall von 1 mM bis 5 mM NaCN nahm das [Ca™'];-
Signal zu. Eine weltere Steigerung der zugegebenen NaCN-Konzentration konnte
keinen hoheren Effekt auf die [Ca®]; bewirken. Aus diesem Grund wurden die
weiteren Experimente mit einer Konzentration von 5 mM NaCN durchgefihrt.
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Abbildung 3.7. DosisWirkungs-Beziehung von Natriumzyanid auf die
[Ca®']i. Aortale Endothelzellen wurden in Gegenwart (— M =) von 1; 2,5 und 5
mM und in Abwesenheit (— [0 —) von Natriumzyanid (NaCN) inkubiert.
Angegeben ist der MW * SD von n = 60 Zellen. *p < 0,05 vs. Kontrolle. Im
Fall der Kontrolle war SD teilweise kleiner als der Durchmesser der
angegebenen Symbole.

3.6 Einfluss von Natriumzyanid auf die zytosolische Calciumkonzentration in

Gegenwart und Abwesenheit von Glucose

Um den Einfluss von Natriumzyanid in Gegenwart und Abwesenheit von Glucose zu
untersuchen, wurden Endothelzellen im schon bekannten experimentellen Ablauf
zunéchst in Gegenwart von 5 mM NaCN inkubiert. Daraufhin zeigten auch sie (wie
erwartet) einen biphasischen [Ca?*];-Anstieg (Abb. 3.8).
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Abbildung 3.8. Wirkung von Glucose auf den Natriumzyanid-induzierten
[Ca®']i-Anstieg. Aortale Endothelzellen wurden mit 5 mM Natriumzyanid
(NaCN) in Gegenwart (— A —) und Abwesenheit (— Il —) von 10 mM Glucose
inkubiert. Angegeben ist der MW * SD von n = 60 Zellen in nM angegeben. *p
< 0,05 vs. Kontrolle (- © —-). Im Fall der Kontrolle war SD kleiner als der
Durchmesser der angegebenen Symbole.

In einem weiteren Schritt wurde eine andere Gruppe von Endothelzellen fir 20 min
mit 10 mM Glucose vorinkubiert. Danach wurden die Zellen mit 5 mM NaCN zur
Hemmung der mitochondriadlen ATP-Synthese behandelt. Nach Vorinkubation der
Endothelzellen mit Glucose war der initidle, durch NaCN induzierte [Ca*]i-Anstieg
nahezu vollsténdig unterbunden. Auch der sekundére [Ca?*]i-Anstieg wurde reduziert.
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3.7 Metabolische Inhibition bel frisch isolierten aortalen Endothelzellen

Da bekannt ist, dass Zellen in Kultur neben Verénderung ihrer Morphologie auch
Anderungen der funktionellen Eigenschaften zeigen, wurden einige Experimente, die
bisher an kultivierten aortalen Endothelzellen durchgefiihrt wurden, an frisch isolierten
aortalen Endothelzellen wiederholt. Dies geschah unter der Fragestellung, ob die
Kultivierung und die damit mdoglicherweise verbundenen Verdnderungen der

Endothelzellen ihre Reaktionen auf metabolische Hemmung beeinflussen.
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Abbildung 3.9. Wirkung von 2-Desoxyglucose und Natriumzyanid auf
[Ca®']; in Gegenwart und Abwesenheit von Pyruvat und Glucose in frisch
isolierten aortalen Endothelzellen. Die Zellen wurden mit 10 mM 2-DG in
Gegenwart (links unten) und Abwesenheit (links oben) von 5 mM Pyruvat oder
mit 5 mM NaCN in Gegenwart (rechts unten) und Abwesenheit (rechts oben)
von 10 mM Glucose inkubiert. Angegeben sind die MW * SD des Fura-2-
Fluoreszenzverhaltnisses (340nm / 380nm) von n = 60 Zellen.
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Die Anderung des zytosolischen freien Calciums, angezeigt durch das Fura-2-
Fluoreszenzverhdtnis, ist in Abb. 3.9 dargestellt. Die frisch isolierten Zellen wurden
in identischen Versuchsprotokollen mit 10 mM 2-DG in Gegenwart und Abwesenheit
von 5 mM Pyruvat und mit 5 mM NaCN in Gegenwart und Abwesenheit von 10 mM
Glucose durchgefuhrt.

Die Ergebnisse zeigten in allen vier experimentellen Ansdizen qualitativ keine
Unterschiede zu den Versuchen mit kultivierten Zellen der ersten Passage. Die
metabolischen Inhibitoren 2-DG und NaCN bewirkten einen raschen [Ca*]i-Anstieg,
was sich in der rapiden Zunahme des Fura-2-Fluoreszenzverhaltnisses zeigte. Dieser
Anstieg konnte im Fale des 2-DG nicht durch Pyruvat unterdriickt werden. Mit
Glucose gelang es, wie auch bei kultivierten Endothel zellen gezeigt, den durch NaCN

hervorgerufenen Anstieg nahezu zu unterbinden.

3.8 Einfluss von Lithiumionen auf die 2-DG-induzierte Zunahme der

zytosolischen Calciumkonzentration

Im folgenden Experiment wurde untersucht, ob Lithiumione, die den Inositol-
Stoffwechsel hemmen (Berridge, 1993), in Endothelzellen einen durch 2-DG
hervorgerufenen [Ca?*];-Anstieg verhindern kénnen. Dazu wurden Endothelzellen fiir
24 Stunden mit 10 mM Lithiumchlorid vorbehandelt. Die anschlief3ende Zugabe von
2-DG zu diesen Zellen zeigte, dass der initiale [Ca®']i-Anstieg nahezu vollstandig
unterdriickt wurde (Abb. 3.10). Dies untermauerte die Annahme, dass es sich bei dem
Anstieg der [Ca?]; um einen IPs-abhangigen Ca*-Freisetzungsmechanismus handeln

konnte.
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Abbildung 3.10. Wirkung von Lithiumionen auf den 2-Desoxyglucose-
induzierten [Ca®']i-Anstieg. Aortale Endothelzellen wurden in Abwesenheit
(- ® - und Gegenwart (— A -) von 10 mM Lithiumchlorid (Li*) fur 24
Stunden vorinkubiert, anschlief3end wurde 10 mM Desoxyglucose (2-DG)
zugegeben. Die Zellen der Kontrolle (— O —) wurden ebenfalls fir 24 h mit 10
mM Lithiumchlorid behandelt. Angegeben sind die Mittelwerte * SD von n =
60 Zellen. *p < 0,05 vs. Kontrolle, #p < 0,05 vs. 2-DG in Abwesenheit von
Lithium. Im Fal der Kontrolle war SD kleiner als der Durchmesser der
angegebenen Symbole.
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3.9 Einflussvon Xestospongin C auf die 2-DG-induzierte Zunahme der
zytosolischen Calciumkonzentration

Das Endoplasmatische Retikulum kann Ca?* Uber 1P;-abhéangige Calciumkandle ins
Zytosol freisetzen. Es wurden aber auch Ryanodin-sensitive Calciumkanéle fur die
Membran des ER auf funktioneller Ebene beschrieben (Ziegelstein, 1994 a). Der durch
10 mM 2-DG induzierte Anstieg der [Ca]; konnte nicht durch Ryanodin gehemmt
werden (25 uM Ryanodine + 10 mM 2-DG: 180 * 7 nM; n=60 vs.10 pM 2-DG allein:
185 * 6 nM, p > 0,05). Xestospongin C (XeC) wurde als ein Hemmstoff des IP,-
abhangigen Ca**-Kanals beschrieben (Gafni, 1997). Es wurde zunachst Uberpriift, ob
XeC auch in Endothelzellen auf die IP;-abhdngige Ca**-Freisetzung wirkt.
Kontrollexperimente zeigten, dass Xestospongin C (3 uM) einen durch extrazelluléres
ATP induzierten [Ca?*];-Anstieg zu 94% * 4% (n=60) unterdriicken konnte (ATP als
extrazellularer Agonist bewirkt in Endothelzellen eine Ca*-Freisetzung aus dem ER).
Anschlief?end wurde die Wirkung des Hemmstoffstoffes XeC auf die durch 2-DG-
induzierte Erhéhung der [Ca?]; untersucht. Deshalb wurden die Endothelzellen hier 20
min vor der Messung mit mit XeC in einer Konzentration von 0,3 uM bzw. 3 uM
vorinkubiert und anschief3end 10 mM 2-DG zugegeben. Die Abb. 3.11 zeigt, dass XeC
die initiadle Ca*-Freisetzung vollstéandig unterbinden konnte. Auch die sekundére
Phase des biphasischen [Ca']; -Anstiegs, welche durch einen Influx von auf}en in die
Zelle begrindet ist, konnte durch XeC mit ansteigender Dosis vermehrt unterdriickt
werden. Deshalb wurde in einem anderen experimentellen Ansatz das Xestospongin C
(BuM) erst 3 min nach Zugabe des 2-DG (10 mM) zugegeben. Der
Beobachtungszeitraum wurde fuir dieses Experiment auf 30 min ausgedehnt. Innerhalb
dieser Zeit stieg die [Ca?']; nach Zugabe von 10 mM 2-DG von 67 nM * 7 auf 297 * 20
nM an. Wurde Xestospongin C erst nach dem initialen [C&?*];-Gipfel (1. Phase), d.h.
nach 3 min zu den Endothel zellen gegeben, so erhohte sich die [Ca*]; auf 273 * 11 nM
(p > 0.05 vs. 2-DG ohne XeC; keine graphische Darstellung dieser Experimente). XeC
beeinflusst die sekundare Phase des [Ca?*]; -Anstiegs unter diesen Bedingungen nicht.
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Abbildung 3.11. Wirkung von Xestospongin C auf den 2-Desoxyglucose-
induzierten [Ca?"]i-Anstieg. Aortale Endothelzellen wurden mit 0,3 bzw. 3
UM Xestospogin C (XeC), einem Inhibitor des |Ps-abhangigen Ca?*-Kanals 20
min vorinkubiert, anschlief3end wurde 10 mM 2-DG zugegeben (— A -). Eine
Gruppe von Endothelzellen wurden nur mit dem Losungsmittel (DM SO) 20
min vorinkubiert und anschlieffend 10 mM 2-Desoxyglucose (2-DG)
zugegeben (— @ -). Kontrollbedingungen (— & —) sind durch Vorinkubation
von 3 UM Xestospongin C ohne Zugabe von 2-DG gekennzeichnet.
Angegeben ist der Mittelwert * SD von n = 60 Zellen. *p < 0,05 vs. XeC
aleine, #p < 0,05 vs. 2-DG ohne XeC.
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4. Diskussion

4.1 Hauptbefunde

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss einer metabolischen Hemmung auf die
Ca?*-Homoostase aortaler Endothelzellen des Schweins untersucht. Die Hauptbefunde

dieser Arbeit sind:

1. Kultivierte aortale Endothelzellen (1.Passage) antworteten auf die gleichzeitige
Hemmung der glykolytischen und mitochondrialen ATP-Bereitstellung mit einem
raschen Abfall des zelluldren ATP-Gehalts und mit einem biphasischen Anstieg
der zytosolischen Calciumkonzentration ([Ca?*];). Der [Ca*]i-Anstieg der initialen
Phase trat auch unter extrazellular Ca**-freien Bedingungen auf. Im Gegensatz
dazu blieb der sekundére langsam progrediente [Ca*]i-Anstieg der zweiten Phase

aus.

2. Die dlenigen Hemmungen von glykolytischer oder mitochondrialer ATP-
Synthese zeigten quantitativ dhnliche Effekte auf den zellul&ren ATP-Gehalt. Die
Hemmung beider ATP-Synthesewege durch 2-DG oder NaCN fihrte jeweils zu
einer Abnahme des zellularen ATP-Gehalts, der aber beim Einsetzen des initialen
[Ca®*]i-Anstiegs noch nicht signifikant reduzierte war.

Ferner zeigten die Experimente, dass die [Ca?*]; empfindlicher auf eine Inhibition
der Glykolyse als auf eine Inhibition der mitochondrialen Atmung reagierte. Die
NaCN-induzierte Steigerung der [Ca’*]; konnte durch Glucose fast vollstandig
unterdriickt werden, die 2-DG-induzierte Zunahme von [Ca®']; jedoch nicht durch

Pyruvat.

3. In frisch isolierten (nicht passagierten) aortalen Endothelzellen [6ste eine
metabolische Hemmung einen Anstieg der zytosolischen Ca?*"Konzentration aus.
Ganz analog zu den Befunden kultivierter und passagierter aortaler Endothelzellen
konnte die NaCN-induzierte Steigerung der [Ca®']; durch Glucose unterdriickt
werden, die 2-DG-induzierte Zunahme der [Ca?*]; jedoch nicht durch Pyruvat
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4. Die Hemmung des Insitolstoffwechsels durch Lithiumione, sowie die Hemmung
des IPs-sensitiven Calciumfreisetzungskanals des Endoplasmatischen Retikulums
durch Xestospongin C verhinderte die [Ca’]i-Zunahme in metabolisch inhibierten
aortalen Endothel zellen.

4.2 M etabolische Hemmung mitochondrialer und glykolytischer ATP-

Synthese und ihr Einfluss auf die endotheliale Calciumhomoostase

Die simultane Zugabe von 2-DG und NaCN fuhrte zu einer raschen Abnahme des
zelluldren ATP-Gehats der Endothelzellen. Zeitgleich stieg die [Ca*]; Uber den
Beobachtungszeitraum biphasisch an. Diese Beobachtung deckt sich mit denen, die
unter Energieverarmung bei koronaren Endothelzellen der Ratte gefunden wurden
(Noll, 1995). Unter extrazelluldr Ca*-freien Bedingungen |16ste die Zugabe von 2-DG
und NaCN nur den primaren [Ca*]i-Anstieg (initidle Phase) aus, der langsame,
progrediente [ Ca?*]i-Anstieg (sekundére Phase) blieb hier aus (Abb. 3.3). Schéfer et al.
(2001) konnten zeigen, dass nach metabolischer Hemmung wéhrend der initialen
Phase keine zweiwertigen Kationen die Plasmamembran der Endothel zellen passieren.
Im Gegensatz dazu kam es im Verlauf der sekundéren Phase zu einem progredienten
Einstrom von Kationen.

Dies lasst die Schlussfolgerung zu, dass (i) der [Ca?']i-Anstieg der initiale Phase auf
einer Ca**-Freisetzung aus endogenen Speichern herriihrt und dass (i) der [Ca];-
Anstieg der sekundéaren Phase durch einen Ce*-Einstrom Uber die Plasmamembran
verursacht wird. Auch Ziegelstein et al. (1994) konnten durch metabolische Hemmung
an aortaen Rattenendothelzellen eine Zunahme der [C&*]; induzieren. Sie
beobachteten aber lediglich einen langsamen, progredienten Anstieg. Dieser [Ca®*);-
Anstieg konnte nicht durch Entzug des extrazelluldaren Calciums verhindert werden.
Der [Ca”]i-Anstieg blieb jedoch dann aus, wenn zunédchst die endogenen Ca*-
Speicher durch Thapsigargin, einem Hemmstoff der Ca*-ATPase des
Endoplasmatischen Retikulums, entleert und anschliefRend die metabolische Hemmung
ausgel 0st wurde. Diese Ergebnisse fihrten Ziegelstein et a. zu der Schlussfolgerung,
dass der [C&]i-Anstieg nur auf einer Freisetzung von C&* aus dem
Endoplasmatischen Retikulum herrthrt.

Es bleibt offen, ob die Diskrepanz zwischen den Ergebnissen von Ziegelstein et al. und

39



denen dieser Arbeit auf Unterschieden im experimentellen Vorgehen zurickzufihren
ist, oder ob sie in der untersuchten Endothelzellpréparation begrindet ist. Die
letztgenannte Ursache erscheint eher unwahrscheinlich, da gezeigt werden konnte,
dass Endothelzellen unterschiedlicher Herkunft auf eine metabolische Hemmung mit
einem biphasischen [Ca®*];-Anstieg antworten. (Noll, 1995; Schafer, 2001).

4.3 Unter schiedliche Empfindlichkeit der zytosolischen Calciumkonzentration

auf die Hemmung der einzelnen ATP-bereitstellenden Systeme

Die Effekte auf die [Ca’*]; bei isolierter oder kombinierter metabolischer Hemmung
sind qualitativ dhnlich. Nach alleiniger Hemmung der Glykolyse durch 2-DG, aber
auch nach aleiniger Hemmung der mitochondrialen ATP-Produktion durch NaCN
antworteten die Endothelzellen mit einem biphasischen [Ca’']i-Anstieg. Bei
gleichzeitiger Hemmung beider Energie-produzierender Wege zeigt sich die
biphasische [Ca®*]i-Antwort jedoch deutlich ausgepragter. Der initiale [Ca’*]i-Anstieg
beginnt jewells ca. eine Minute nach Zugabe der metabolischen Inhibitoren. Vergleicht
man die gefundenen Ergebnisse mit den korrespondierenden Daten des zelluldren
ATP-Gehdlts, zeigt sich im Falle einer alleinigen Hemmung von Glykolyse oder
mitochondrialer Atmung, dass bei Anstieg der [Ca?*]; der zelluldre ATP-Gehalt immer
noch unverandert ist. Nur im Fale der gleichzeitigen Hemmung der
Energieproduktion mit 2-DG und NaCN ergab sich nach einer Minute ein signifikanter
ATP-Abfall.

Diese Ergebnisse legen die Annahme nahe, dass (i) die initiale Ca®*-Freisetzung schon
durch sehr geringe Anderungen des zelluldren ATP-Gehalts bedingt sein kann oder
dass (i) die Ca*-Freisetztung durch lokale Anderungen der ATP-Konzentration
getriggert wird, die sich jedoch nicht im ATP-Gehalt der gesamten Zelle bemerkbar

machen.

Der initidle [Ca®']i-Anstieg bei maximaler 2-DG-Konzentration ist deutlich hoher als
jener bel maximaler NaCN-Konzentration. Die Hemmung der Glykolyse wirkt sich
somit stérker als die Hemmung der mitochondrialen Atmung auf das biphasische
[Ca®']i-Signal aus.

Weiterhin zeigten auch die Experimente, in denen Pyruvat und Glucose zur
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Unterstiitzung der mitochondrialen bzw. glykolytischen ATP-Synthese eingesetzt
wurden, dass die beiden Stoffwechselwege eine unterschiedliche Bedeutung fur die
Ca**-Antwort haben. Die Zugabe von Pyruvat reichte nicht aus, um die 2-DG-
induzierte Ca®*-Freisetzung nahezu oder vollstandig zu unterbinden. Dieses Ergebnis
konnte auch von einer anderen Arbeitsgruppe (Shimizu und Paul, 1999) beobachtet
werden.

Diese Befunde zeigen, dass der Ca*-Freisetzungsmechanismus  des
Endoplasmatischen Retikulums besonders sensitiv fiir Anderungen der glykolytischen
ATP-Produktion ist. Xu et a. (1995) konnten zeigen, dass die Kaskade der
glykolytischen Enzyme unmittelbar mit den Membranen des Endoplasmatischen
Retikulums assoziiert ist. Es liegt daher nahe anzunehmen, dass die Ca’*-Freisetzung
durch lokale Anderungen der ATP-Konzentration im Bereich der ER-Membranen

getriggert wird.

4.4 Zdlkultur-bedingte Einflisse auf die Calciumhomoostase

Endothelzellen wie auch Zellprparationen anderer Gewebe zeigen unter
Kulturbedingungen die Tendenz, mit zunehmender Passage ihren ATP-Bedarf tber die
anaerobe Glykolyse und weniger tber die mitochondriale ATP-Produktion zu decken.
Hiermit geht einher, dass die Expression der glykolytischen Enzyme im Verlauf der
Kultivierung gesteigert ist und die Zahl der Mitochondrien wahrenddessen abnimmit.
Es stellte sich daher die Frage, ob die Ca®*-Antwort der Endothelzellen durch die
Kulturbedingungen verandert wird. Deshalb wurden die Versuche mit frisch isolierten
adhérierten Endothel zellen durchgefiihrt.

Frisch isolierte Endothel zellen reagieren auf eine metabolische Hemmung mit einem
raschen [Ca’*]i-Anstieg. Der 2-DG-induzierte [Ca®']i-Anstieg konnte, wie auch bei
kultivierten Endothelzellen, nicht durch Pyruvat unterdriickt werden. Ebenso konnte
durch Zugabe von extrazellulérer Glucose der durch NaCN hervorgerufene [Ca']i-
Anstieg nahezu unterdriickt werden.

Diese Ergebnisse zeigten, dass die Kultivierung der Endothelzellen ihre Ca®*-Antwort
unter metabolischer Hemmung nicht beeinflusst. Ferner zeigten sie im Speziellen,
dass die Glykolyse auch in priméren Zellen groReren Einfluss auf die Ca?*-Freisetzung
hat. Schifer et al. (2001) konnten eine ganz shnliche Ca?*-Antwort an Endothelzellen
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frisch isolierter Aortensegmente zeigen. Es liegt daher nahe, dass die Hemmung der
Glykolyse in vivo eine wichtige Rolle bei der Regulation der Ca’*-Homoostase

e nnimmt.

4.5 Mechanismus der Ca?*-Freisetzung des Endoplasmatischen Retikulums

Auf funktioneller Ebene sind fir die Membran des Endoplasmatischen Retikulums
zwel verschiedene Calciumkandle beschrieben worden: (i) Ryanodin-sensitive
Calciumkande und (ii) 1Ps-abhangige Calciumkande (Ziegelstein, 1994 a).

Da die durch 2-DG induzierte Ca’*-Freisetzung aus dem Endoplasmatischen
Retikulum durch Ryanodin nicht beeinflusst werden konnte, lag nahe, dass sie Uber
IP;-sensitive Calciumkandle des ER vermittelt wird. Zwei experimentelle Ansétze der
vorliegenden Arbeit (i) der Einsatz von Lithium und (ii) der Gebrauch von
Xestospongin C verifizierten diese Hypothese.

(i) Berrigde und seine Mitarbeiter machten die Entdeckung, dass IP; die rasche
Freisetzung von Ca®* aus dem ER bzw. dem Sarkoplasmatischen Retikulum glatter
Muskelzellen audlost (Berridge, 1993). IP; ist in den meisten Zellen ein aul3erst
kurzlebiges Molekil. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass Lithiumchlorid die
Inositolmonophosphatase hemmt, dies bewirkt eine IP;-Verarmung (Einat, 1998). In
dieser Arbeit konnte in aortalen Endothelzellen gezeigt werden, dass Lithium die 2-
DG-induzierte [Ca*]i-Zunahme weitgehend unterdriicken kann. Dies zeigt die
Beteiligung eines | P;-abhangigen Mechanismus.

(i) Diese Folgerung wird durch die Experimente mit Xestospongin C (XeC)
unterstiitzt. Es konnte schon in friheren Arbeiten gezeigt werden, dass XeC die IPs-
vermittelte Ca*-Freisetzung aus dem Endoplasmatischen Retikulum aortaler
Endothelzellen hemmen kann (Noll, 2000). In der vorliegenden Arbeit wurde der
Hemmstoff XeC u.a. in seiner Wirkung auf die 2-DG-induzierte Erhdhung der [Ca?*];
untersucht. Analog zu den Kontrollexperimenten, bei denen ATP als Agonist tber 1P--
abhangige Calciumkande eine [Ca®']-Erhdhung induzierte, konnte Xestospongin C
auch den 2-DG-induzierten Calciumanstieg verhindern. Des Weiteren konnten Schéafer
et a. zeigen, dass die membranstandige Calcium-ATPase des Endoplasmatischen
Retikulums nach metabolischer Hemmung funktionell aktiv und in ihrer Leistung nicht
gedrosselt ist (Schéfer, 2001).
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Diese Befunde erlauben die Schlussfolgerung dass der [Ca?*]i-Anstieg, der durch
Hemmung der Glykolyse hervorgerufen wird, auf eine Ce&**-Freisetzung Uber |P:-

abhangige Ca**-Kandle des Endoplasmatischen Retikulum zurtickzufihren ist (Abb.
4.).

@ @chondriale Atm@

N A

zellulares ATP

Ca**
ol @ N ]o

A B

ER

Abbildung 4.1. Endogenen Ca®-Freisetzung unter metabolischer
Hemmung.. Die Ca®*-ATPase (A) des Endoplasmatischen Retikulums (ER) ist
aktiv und fuhrt zu einer Speicherung von Ca?* ins ER. Die Glykolyse ist mit
den Membranen des ER assoziiert. Speziell eine Abnahme des glykolytisch-
produzierten ATP bewirkt eine Ca*-Freisetzung (iber den IPs-abhangigen
Ca’*-Kanal (B) ins Zytosol bei noch aktiver Ca**-ATPase,

Nun stellt sich die Frage, Uber welchen Mechanismus ATP die IP;-regulierte Ca*-
Freisetzung beeinflusst. Es konnte fir andere Zellspezies gezeigt werden, dass durch
geringflgige Erniedrigung der intrazelluldren ATP-Konzentration die |1Ps-
Empfindlichkeit der ER-Caciumkandle grofer werden kann (Ferris, 1989; Smith,
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1985). Eine solche Sensitivierung konnte die Offnungswahrscheinlichkeit der Kanale
auch in metabolisch gehemmten Endothel zellen erhdhen. Ferner ist aber auch denkbar,
dass unter metabolischer Hemmung die |P;-Syntheserate rasch gesteigert wird und es

0 zu einer erhohten Offnungswahrscheinlichkeit der Ca?*-Kanade kommt.

Die Hemmung der IPs-abhangigen Calciumkandle durch XeC konnte nicht nur die
endogene Ca**-Freisetzung, sondern auch die sich daran anschlieRende sekundére
[Ca']i-Erhdhung unterbinden. Eine vergleichbare Wirkung zeigte auch Lithium.
Andererseits konnte X estospongin C die sekundére Phase, d.h. den Ca**-Einstrom Uber
die Plasmamembran nicht beeinflussen, wenn es zeitlich erst nach dem initialen Gipfel
des [Ca™*];-Signals gegeben wurde.

Die Ergebnisse lassen schlussfolgern, dass der [Ca*]i-Anstieg der sekundaren Phase
durch die initiale Ca?*-Freisetzung des ER angestoRen wird. Es scheint naheliegend,
dass der sekundéare [Ca?*];-Anstieg somit auf einer Aktivierung des , store operated”
transplasmalemmalen Ca?*-Einstroms beruht (Mason, 1991).

4.6 Pathophysiologische Relevanz des M echanismus

Die Freisetzung von C&* aus dem Endoplasmatischen Retikulum, die durch die
Hemmung der glykolytischen ATP-Produktion initiiert wird, kann sehr empfindlich
auf Hypoxie- und/oder Ischdmiebedingungen reagieren. Im  ischdmisch-
reperfundierten Gewebe kann eine Reihe von Faktoren die endotheliale Glykolyse
hemmen. Unter diesen Faktoren ist besonders die Azidose, die erh6hte Konzentration
von Laktat und das vermehrte Auftreten von Sauerstoffradikalen zu nennen (Hyslop,
1988; Wilson, 1990). Es wére durchaus denkbar, dass die rasche Antwort des
endothelialen zytosolischen Calciums auf die Hemmung der Glykolyse as ein
physiologischer Sensor fiir metabolische Anderungen im umgebenden Gewebe
fungiert.

Ferner konnten die entleerten Calciumspeicher des Endoplasmatischen Retikulums fur
die reduzierte Ansprechbarkeit auf Endothel-abhangigen Dilatatoren verantwortlich
sein, wie sie von einigen Autoren nach Hemmung der glykolytischen
Energieproduktion beschrieben wurde (Griffith, 1987; Weir, 1991). Dies scheint darin
begriindet zu sein, dass die Wirkung dieser vasoaktiven Mediatoren tber die [Ca];-



induzierte Aktivierung der NO-Synthase vermittelt wird. Die gleichen Autoren
(Griffith, 1987; Weir, 1991) sahen keine Endothel-abhdngige Vasodilatation nach
dleiniger Zugabe von 2-DG. Es ist unklar, wie diese Ergebnisse mit den
Beobachtungen der vorliegenden Arbeit insbesondere mit dem [Ca?*];-Anstieg nach 2-
DG-Gabe in Einklang zu bringen sind. Zwel Erkléarungsansétze kommen hier in
Betracht. Einerseits, so argumentiert auch Griffith (1986), konnte 2-DG einen
hemmenden Effekt auf die NO-Synthese haben, dies wére Ca®*-unabhangig.
Andererseits konnte die [Ca®]i-Antwort der untersuchten GefaRe sehr viel kleiner
ausgefallen sein alsim Modell der vorliegenden Arbeit.

Der [Ca*]i-Anstieg nach Hemmung der Glykolyse in Endothelzellen fiihrt unter
anderem zu einer Erhéhung der parazelluléren Permeabilitéat (Curry, 1992; Noll, 1995).
Diese Permeabilitdtserhohung ermoglicht einerseits den Austausch von Substanzen,
wie z.B. Albumin oder anderer Serumproteine zwischen Blut und Gewebe, kann aber
bei UberschieRender Permeabilitdt andererseits zu einem interstitiellen Odem und

somit zur Verléangerung von Diffusionswegen fuhren.

4.7 Schlussfolgerung

Aufgrund der Befunde dieser Arbeit ergibt sich folgendes Bild tber die Ablaufe der
endothelialen zytosolischen Ca?*-Freisetzung unter metabolischer Hemmung:

Geringe Anderungen der glykolytischen ATP-Bereitstellung bewirken eine rasche
Freisetzung von Ca* aus dem Endoplasmatischen Retikulum ins Zytosol. Der ATP-
Abfall bedingt durch die Hemmung der Glykolyse, in der vorliegenden Arbeit durch 2-
Desoxyglucose induziert, kann jedoch unter in vivo Bedingungen durch eine Reihe
anderer Faktoren verursacht sein. Die lokale Abnahme der ATP-Konzentration wirkt
sich auf den totalen zelluldren ATP-Gehalt nicht wesentlich aus. Sie 6ffnet jedoch die
| P;-abhangigen ER-Calciumkanéle. Trotz der ATP-Abnahme ist die membranstandige
ER-Ca*-ATPase aktiv. Die Ca?*-Entspeicherung des Endoplasmatischen Retikulums
bedingt eine weitere [ Ca?*];-Erhdhung. Diese kommt durch den Einstrom von Ce&?* Uber
die Plasmamembran zu Stande. Bezogen auf die in vivo Situation hat diese Ca*-
Uberladung eine Vielzahl von Folgen fiir die Endothelzellfunktion. Da eine Hemmung
des IP;-regulierten Ca**-Freisetzungskanals durch Xestospongin C im Modell der
vorliegenden Arbeit den biphasischen [Ca]i-Anstieg unterbinden konnte, ist es
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denkbar, dass die Hemmung dieses Frei setzungsmechanismus auch in vivo eine Ca?*-
Uberladung verhindern konnte. Strategien, die auf die Hemmung dieses Mechanismus
abzielen, ertffnen eventuell neue therapeutische Wege fir die Protektion der

endothelialen Schrankenfunktion unter Ischdmie und anschlief3ender Reperfusion.
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5. Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde die Rolle einer metabolischen Hemmung auf die
Calciumhomgostase in aortalen Schweineendothelzellen untersucht. Dabei wurden
einerseits kultivierte (1. Passage) und andererseits frisch isolierte aortae
Endothelzellen eingesetzt. 2-Desoxyglucose (10 mM), en Inhibitor der Glykolyse,
bewirkt einen Anstieg der zytosolischen freien Calciumkonzentration innerhalb einer
Minute. Zu dieser Zeit ist der totale zelluldre ATP-Gehalt noch unbeeinflusst.
Stimulation der oxidativen Energiebereitstellung durch Zugabe von Pyruvat (5 mM)
konnte den 2-DG-induzierten [Ca’*]i-Anstieg nicht abschwéchen. Der zelluldre ATP-
Gehalt konnte durch dieses Mantver jedoch relativ konstant gehalten werden. Diese
Ergebnisse konnten an kultivierten und frisch isolierten aortalen Endothelzellen
gezeigt werden. Der Mechanismus der Calciumfreisetzung wurde analysiert. Sowonhl
Lithium (10 mM), ein Hemmer der Inositolmonophosphatase, als auch Xestospongin
C (3 pupM), en potenter Hemmer des Inositoltriphosphat-sensitiven
Calciumfreisetzungskanals des Endoplasmatischen Retikulums, verhinderten den
Anstieg der zytosolischen freien Calciumkonzentration unter metabolischer Hemmung
durch 2-Desoxyglukose. Die Ergebnisse der Arbeit demonstrieren, dass das
Endoplasmatische Retikulum der Endothel zellen besonders sensitiv auf glykolytische
Hemmung reagiert. Wenn sich eine solche Hemmung der Glykolyse ereignet, wird das
Calciumdepot des Endoplasmatischen Retikulums kurzfristig entleert. Dies geschieht
durch die Offnung des Inositoltriphosphat-sensitiven Calciumfreisetzungskanals des
Endoplasmatischen Retikulums. Die Hemmung des | Ps-sensitiven
Cal ciumfrei setzungsmechani smus konnte therapeutische Strategien zur Protektion der
endothelialen Schrankenfunktion aufzeigen.
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