Bedeutung des Calcium-abhangigen Kaliumkanals mit hoher
Leitfahigkeit (BKc,) fiir die Interleukin-1B-induzierte Adhasion von

Monozyten an Endothelzellen

Inauguraldissertation
zur Erlangung des Grades eines Doktors der Medizin
des Fachbereichs Medizin

der Justus-Liebig-Universitat Giel3en

vorgelegt von
Conrad Johannes Everhard Venker
aus Essen

Gielten 2012



Aus dem Zentrum fur Innere Medizin
Medizinische Klinik und Poliklinik |
Abteilung fur Kardiologie und Angiologie
der Universitatsklinik Giel3en und Marburg GmbH

Standort Giel3en

Ehemaliger Direktor: Prof. Dr. med. Harald Tillmanns

Gutachter: Prof. Dr. A. Erdogan

Gutachter: Prof. Dr. T. Borggrefe

Tag der Disputation: 26.06.2013



Inhaltsverzeichnis:

I T =Y 0 o 8
1.1 Das Endothel: Anatomie und FUNKEON..........uuuiiiiiiiiiieeceeeeeee e 8
1.2 Arteriosklerose und gestorte Endothelfunktion....................ccciiiiiiiieeee 10
1.3 Elektrophysiologie des ENdOthelS.........uuiiieiiiiiieiiiiiiieeeeee e 12
1.4 Interleukin-1R und seine Bedeutung fur die Arterioskleroseentstehung............ 14
1.5 Fragestellung.......couoiiiii i 16
2 Material und Methoden............cooimiiiiie e 17
P2 T4 - | L USSR 17
211 ZelliSOIatioN.........ceeeiiiieee e ———— 17

2.1.2 Zellidentifikation............oooi i 17

2.1.3  ZelKURIVIEIUNG....coo e 18

2.2 KURIVIEIUNG. .ot e e e e e e e e e e s e e e e e aeaaaeeeees 1O
2.2.1 Kultivierung der HUVEC.........ooo e 18
2.2.2 Kultivierung der U-937-Monozyten...........ccoooiiiiiiiiii e 19
2.3 Messung des MembranpotentialS..........cccoovviiiiiiiiiiiiicce e 20
2.4 Messung der reaktiven Sauerstoffspezies (ROS)..........ccvviiiiiiiiiiiiiiiiieens 20
2.5 Messung der NO-SyNtheSe. .....c.oiviiiiiii e 21
2.6 Fura-2-Imaging fur die Messung des intrazelluldren Calciums....................... 22
2.7 Adhasionsversuch mittels Tritium-Thymidin-Uptake....................ooiiiiinnn. 23
2.8 BCECF-AdhESIONSVEISUCK. ...t e e e e eeaaenns 24
2.9 FACS-SCaAN-ANAIYSE. .. ui ittt 26
2.0 SHALISTIK. ..oeeeeeeeee e e e e e e e 28
B o [=] o =T 29
3.1 Messung des Membranpotentials der HUVEC.......cccooiimiiiiinnnnssssssssssssnees 29
3.1.1 Einfluss von Interleukin-1R auf das Membranpotential......................... 29

3.1.2 Einflul® des BK¢, auf die IL-1R-induzierte Hyperpolarisation ............... 30



3.2 Messung des intrazellularen Calciums in HUVEC ..o, 31

3.2.1 Einfluss von Interleukin-1R auf das intrazellulare Calcium................... 31
3.2.2 Einfluss des BKc; und der NADPH-Oxidase auf den IL-1R-induzierten

Anstieg des intrazelluldren Calcium.............ccccoiiiiiiiiiiiiiiie 32
3.3 Messung der NO-Synthese von HUVEQC...........uuiiiiiiiiiiiiiiiieeee 33
3.3.1 Einfluss von IL-113 und des BKc, auf die zellulare NO-Synthese.......... 33
3.4 Messung der reaktiver Sauerstoff-Spezies (ROS).........uueveeeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiis 35
3.4.1 Einfluss von Interleukin-13 auf die zellullare ROS-Synthese............... 36

3.4.2 Einfluss des BKc,, des intrazellularen Calcium und der NADPH-
Oxidase auf die Interleukin-1R-induzierte ROS-Synthese.................... 36

3.5 Messung der Adhasion von U-937-Monozyten an HUVEC mittels Tritium-
ThyMIdin-UPLaKe. ... .ot e e e e e 37

3.5.1 Einfluss der Adharenz von U-937-Monozyten an HUVEC nach
Stimulation mit Interleukin-1R.............iiiiiii e 38

3.5.2 Rolle des BK¢, bei der gesteigerten Adhasion von U-937 Monozyten

an HUVEC nach Stimulation mit Interleukin-1R .........ccoovvevieiiieinn.. 38
3.6 Messung der Adhasion von U-937 Monozyten an HUVEC mittels BCECF
AN S 0N S A S aAY . e ittt e 39

3.6.1 Einfluss auf die monozytare Adhasion durch mit Interleukin-113

stimulierte HUVEC....... ... 39
3.6.2 Rolle des BKCA bei der gesteigerten Adhasion an mit Interleukin-113
stimulierten HUVEC.............ooo e 40

3.7 Messung der zellularen Adhasionsmolekiile I-CAM und V-CAM auf HUVEC

MittelS DUIChTIUSSZYIOMEBIIIE . .. e e e 42

3.7.1. Einfluss von Interleukin-13 auf die Expression des interzellularen

AdhEsioNSMOIEKUIS [FCAM. ... eans 42

3.7.2 Einfluss von Interleukin-13 auf die Expression des zellularen
AdhEsioNsSMOIEKUIS VeCAM. ... e 42
4 DS KUS SION..cuceiiieiererecereretessrsrnrarasasasassssssssnsasasasasasnssssssssnsasasasasnsssnnsnsns 45
I A VL-F- 10100 1=1 00 = E-Ro1 U 1 0 Lo [ 57




6 LiteratUrVerZEiChNiS......cociiieieieieiiieirereierer s e s e raresrarnsarasnrnnnnrananranen 59

7 Ehrenwortliche ErkIQrUNg.....c.cceeieimireirieieereseresssssnssnssnssnssnssnssnssnssnsenses 70
8 DaANK S AGUING . c.eumuiureinreerereuraressnressnrasssrassssasassasassarasssrassssassssasassnsassnsansnsnnen 71




Abkiirzungsverzeichniss:

ATP
BCECF-AM
BKca

Cr

CRP
DAF
DCF
DMSO
DPI

EBM
eNOS
FCS
HBC
HBSS
HUVEC
Iberiotoxin
I-CAM
IL-1r-1
IL1-ra
IL-13

K*

Katp

Kca

Kir

LAF

LDL
L-NMMA
LPC

Adenosintriphosphat
Biscarboxyethyl-5-carboxyfluorescein
Calciumaktivierter Kaliumkanal mit hoher Leitfahigkeit
Chlorid

C-reaktives Protein
Diaminofluorescin
Dichlorofluorescin diacetat
Dimethylsulfoxid

Diphenyliodonium

Endothelial Basal Medium
endotheliale NO-Synthase

fetales Kalberserum

humane Knochenzellen

Hank’s Balanced Salt Solution
humane, umbilikale venése Endothelzellen
IbTX

interzellulares Adhasionsmolekul
Interleukin-Rezeptor Typ 1
Interleukin1-Rezeptor Antagonist
Interleukin1-3

Kalium

ATP-abhangiger Kaliumkanal
Calciumaktivierter Kaliumkanal
Kalium inward rectifier (Kaliumkanal)
lymphocyte activating factor

low density lipoprotein cholesterol
N-monomethyl-L-arginin

Lysophosphatidylcholin



MCF
Na®
NaOH
NO
PBS
PCR
pS
ROS
SIRS
TLR
TNF-alpha
PTHrP
V-CAM
VSMC
[Ca™],

mononuclear cell factor
Natrium
Natriumhydroxid
Stickstoffmonoxid
phosphatgepufferte Salzlésung
Polymerase-Ketten-Reaktion
piko-Sievert
reactive oxygen species
systemic inflammatory response syndrome
toll like receptor
Tumornekrosefaktor-alpha
parathormon related peptide
vaskulares zellulares Adhasionsmolekdl
humane glatte Gefassmuskelzellen

intrazellulares Calcium (Konzentration)



1. Einleitung

Die Einleitung gliedert sich in funf Teile. Zunachst werden unter 1.1 Grundlagen
zur Anatomie und Funktion des Endothels sowie unter 1.2 zur gestorten
Endothelfunktion und deren Auswirkungen auf die Arterioskleroseentstehung
erlautert.

Im Anschluf3 wird unter 1.3 die Elektrophysiologie des Endothels beschrieben
und unter 1.4 das Zytokin Interleukin-1f3 und dessen Rolle im endothelialen
Entzindungsgeschehen vorgestellt.

Unter 1.5 wird die der Dissertation zugrundeliegende Fragestellung erortert.

1.1 Das Endothel: Anatomie und Funktion

Arterielle und vendse Blutgefasse zeigen grundsatzlich einen dreischichtigen
Wandaufbau: Tunica externa (Adventitia), Tunica media und die Intima.

Die aulerste, dem Blut abgewandte Seite wird als Tunica externa oder auch
Adventitia bezeichnet. Sie bestent aus kollagenem und elastischem
Bindegewebe, welches das Gefall mit dem Umgebungsgewebe verbindet.
Nach innen schlie3t sich die Tunica media an, die aus zirkular verlaufenden,
glatten Muskelzellen besteht. Diese werden durch nervale und humorale Reize
gesteuert und ermdglichen dem Gefal} die Dilatation oder Konstriktion.

Die Intima ist die innerste, dem Blut zugewandte Seite des Gefalies. Sie
besteht zum einen aus dem der Tunica media anliegenden Stratum
subendotheliale, dal} aus Fibroblasten, Leukozyten und Muskelzellen besteht.
Zum anderen besteht sie aus dem Endothel. Hierbei handelt es sich um eine
von Endothelzellen gebildete, einlagige Schicht. Die einzelnen Endothelzellen
sind Uberlappend angeordnet und durch ,tight junctions®, feste Verbindungen
(Zonula adhaerens, Punctum adhaerens, Zonula occludens), miteinander
verbunden. Die elektrische Kommunikation und der Stoffaustausch der
benachbarten Endothelzellen erfolgt Uber sogenannte ,gap junctions®. Hierbei
handelt es sich um kanalbildende Proteinkomplexe, die aus
Verbindungsproteinen, sogenannten Connexinen, bestehen und durch welche

die die Zytoplasmakomponenten der einzelnen Zellen verbunden sind [1,2].



Die Funktion der Endothelzellen ist vielseitig. Sie bilden fur bestimmte Stoffe
eine physikalische Barriere, die den Blutstrom vom umliegenden Gewebe
trennt. Fur Stoffe, die das umliegende Gewebe bendtigt, sind sie permeabel.
Das Endothel ist also bedeutend fur die selektive, lokale Gewebsversorgung,
z.B. mit Energie und Sauerstoff sowie eine trennende Membran fur Vorgange
wie z.B. die Osmose. Durch seine Lage zwischen Blut und glatter
Gefalmuskulatur spielt es eine Rolle bei der Regulation des Gefalttonus. Auch
fur die Blutgerinnung, Thrombozytenaggregation, Monozytenadhasion und die
Auslésung der Gerinnungskaskade ist es bedeutsam [2].

Fir die vielfaltigen Aufgaben muss die Endothelzelle zum einen mit zahlreichen
rezeptiven, zum anderen mit stimulierenden Funktionen ausgestattet sein. Sie
reagiert auf physikalische Reize, wie Shear-Stress, Langen-, Blutdruck- und
Flussveranderungen, ebenso wie auf chemische Reize, wie Hormone und
Chemokine. Sie ist zudem endokrin, parakrin und autokrin aktiv, steht also in
Kommunikation mit sich selbst, den direkten Nachbarzellen und weiter entfernt
liegenden Zellen, indem sie eine Vielzahl von Botenstoffen produziert.
Wesentliche Stoffe sind zum Beispiel Stickstoffmonoxid, natriuretisches Peptid,
Prostaglandine, Endothelin, Angiotensin-konvertierendes Enzym und Adenosin-
Triphosphat, die alle den Gefasstonus regulieren, pro- und antithrombotische
Substanzen wie von-Willebrand-Faktor, Heparansulfat, Prostacycline, Thrombin,
Gerinnungsfaktor V, Protein C und Plasminogen, Plattchen-aktivierender Faktor,
inflammatorische Substanzen wie Interleukine, Tumornekrosefaktor-alpha und
Interferone [3,4] Eine weitere wichtige Fahigkeit der Endothelzellen ist es,
Adhasionsmoleklle wie interzellulare Adhasionsmolekule (I-CAM), vaskulare
zellulare Adhasionsmolekile (V-CAM) und die Selectine zu exprimieren. Durch
diese ist sie befahigt, in der Blutbahn transportierte Zellen, z.B. rollende
Leukozyten, aus dem Blutstrom an sich zu binden. Adhasionsmolekile sind
Glykoproteinrezeptoren und werden auf nahezu allen menschlichen Zellen
exprimiert. [5].

Betrachtet man diese Vvielfaltigen Funktionen und bedenkt, dall das
Gefassendothel des gesamten Korpers bei einem 70 kg schweren Mann etwa
1800g wiegt, aufgefaltet eine Flache von 6 Tennisplatzen einnimmt und somit
das groflte zusammenhangende Organ des menschlichen Korpers darstellt,

wird seine hervorgehobene Bedeutung im Organismus klar [4].



1.2 Arteriosklerose und gestorte Endothelfunktion

Die Arteriosklerose ist eine chronische, progrediente Systemerkrankung der
Arterien, bei der es zu einer pathologischen Veranderung der GefalRwand
kommt. Es zeigen sich Bindegewebsveranderungen, Einlagerungen von
Cholesterin, Fettsauren und Kalk, sowie Anhaufung von Kollagenen und
Proteoglykanen, die zur Verhartung und Verengung der Arterien flihren [7].

In den westlichen Industriestaaten ist die Arteriosklerose mit ihren
Folgeerkrankungen zur bedeutendsten Volkskrankheit geworden. So belegten
2006 bei den Frauen die chronisch-ischamische Herzkrankheit, die
Herzinsuffizienz, der akute Myokardinfarkt und der Schlaganfall die Range 1-4
in der Todesursachenstatisik des Bundesgesundheitamtes. Bei den Mannern
liegen auf Rang 1 und 2 die chronische ischamische Herzkrankheit und der
Myokardinfarkt, auf Rang 4 und 6 die Herzinsuffizienz und der Schlaganfall [6].
Die Arteriosklerose stellt hiermit eine der groten medizinischen
Herausforderungen Deutschlands und anderer Industriestaaten dar.

Zwei Thesen pragten das Bild der Arterioskleroseentstehung.

Ross, der erstmals 1976 sein Modell der ,response to injury“ Theorie
veroffentlichte [7]. Nach der These von Ross flhren die Verletzungen des
Endothels durch Trauma, Toxine, Viren, Bakterien und andere Antigen-
Antikdrperreaktionen zu einer Verletzung des Endothels, wodurch dieses zur
Ausschuittung von Zytokinen stimuliert wird. Diese aktivieren Proliferation und
Migration von glatten Gefassmuskelzellen, sowie die Bildung von
Schaumzellen. Gemeinsam stellen sie das pathophysiologische Korrelat der
Plaque dar [7,8].

Nach der These von Goldstein und Brown fuhrt die schnelle Aufnahme von
oxidiertem LDL (low density lipoprotein cholesterin) in Makrophagen im
subendothelialen Raum zur Enstehung der Arteriosklerose [9]. Neuere
Betrachtungen von Faxon et al. gehen davon aus, dal3 die
Arterioskleroseentstehung viele stark miteinander verknlpfte Prozesse
beinhaltet. Hierzu gehoren Lipidstoffwechselstérungen,
Thrombozytenaggregation, endotheliale Dysfunktion, Inflammation, oxidativer

Stress, Aktivierung glatter Gefassmuskelzellen und genetische Faktoren [10].
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Zum Teil auslésend flr diese gestorten Funktionen sind die typischen,
sogenannten vaskularen Risikofaktoren, zu denen Zigarettenrauchen,
Diabetes mellitus, gestorter Lipidstoffwechsel, Bluthochdruck, genetische
Faktoren und Adipositas gehdren [11]. Durch diese kommt es Uber
verschiedene Mechanismen zu einer endothelialen Dysfunktion [12,5].

Ein Merkmal der endothelialen Dysfunktion zeigen die Experimente von
Furchgott sehr deutlich: Durch das Fehlen von Endothelzellen kommt es zu
einer paradoxen Vasokonstriktion bei der Gabe von Acetylcholin, welches in
Anwesenheit von Endothelzellen zur Vasodilatation fuhrt [20]. Die
Endothelzelle kann also die Wirkung von Stoffen modulieren oder sogar
umkehren. Ein weiteres Merkmal der endothelialen Dysfunktion ist, das die
Endothelzelle vermehrt Adhasionsmolekile wie Selectine, V-CAM und [-CAM
an der dem Blut zugewandten Oberflache exprimiert [5]. Diese wandern in die
subendotheliale Matrix und I6sen dort eine Entzindungsreaktion aus, indem
sie proinflammatorische Stoffe sezernieren, wie Zytokine, Interleukine,
Tumornekrosefaktor-alpha  (TNF-alpha), chemotaktische  Proteine,
Parathormon-related peptide (PTHrP) und andere [14,15]. Durch diese
proinflammatorischen, also entzindungsaktivierenden Signale werden die
Endothelzellen dazu angeregt, weitere Adhasionsmolekile und LDL-
Rezeptoren zu exprimieren, die bedeutend im Rahmen des
Cholesterinstoffwechsels sind. So entwickelt sich ein Kreislauf, in dem immer
mehr Leukozyten und LDL in den subendothelialen Raum wandern. Dort und
zum Teil schon im Blutstrom verandert sich das LDL durch Noxen, wie freie
Radikale zum oxidierten LDL (oxLDL). Die Monozyten nehmen das oxLDL
Uber sogenannte Scavenger-Receptoren auf [16,39]. Es entstehen ,Schaum-
Zellen®, die histologisch typisch fur frihe atherosklerotische Lasionen sind. Sie
verstarken das Inflammationsgeschehen zusatzlich und fihren zur
Proliferation von glatten Gefassmuskelzellen [16,17]. Der Kreislauf etabliert
sich, und es entwickeln sich zunehmend Plaques, die T-Lymphozyten,
Schaumzellen und glatte Gefassmuskelzellen enthalten [38].

Entscheidend bei dieser Betrachtung ist, dass die genannten Risikofaktoren
nur zu einem Teil fir die Entstehung der Arteriosklerose verantwortlich
gemacht werden kénnen. So findet man nur bei 50% der manifest Erkrankten

eine Hypercholesterinamie [18].
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Auch die Pravalenz traditioneller Risikofaktoren, wie Diabetes mellitus und
arterielle Hypertonie ist bei Patienten mit koronarer oder peripherer arterieller
GefalRerkrankung nur gering hoher als bei gleich alten Patienten ohne
Erkrankung [19]. Zunehmend ist durch diese Erkenntnisse die Bedeutung des
individuellen Inflammationsgeschehens bei der Arterioskleroseentstehung in
den Vordergrund gerickt. Viele der inflammatorischen Substanzen, wie
Interleukine, C-reaktives Protein (CRP) oder TNF-alpha sind aus diesem
Grund Gegenstand aktueller Forschungen, die um den diagnostischen und

therapeutischen Wert der vorangestellten Erkenntnisse bemiht sind.

1.3 Elektrophysiologie des Endothels

Die in den Kapiteln 1.1 und 1.2 aufgefuhrten Aufgaben des Endothels werden
durch verschiedene Prozesse reguliert. Als wesentlicher Faktor fur die
Regulation hat sich die Konzentration des intrazelluldren Calciums [Ca®"]
gezeigt. Es existieren grundsatzlich zwei Méglichkeiten fiir die Zelle, die Ca®*-
Konzentration zu regulieren. Zum einen kénnen intrazelluldre Ca**-Speicher,
wie das endoplasmatische Retikulum, durch Ausschittung oder Aufnahme zu
einer veranderten Ca®'-Konzentration im Zellinneren fiihren. Auch kann
extrazelluldres Ca®* passiv durch nicht-selektive lonenkanale einstrémen
[49,50]. Der passive Einstrom wird durch den elektrochemischen Gradienten
der anderen lonen, im wesentlichen Natrium (Na*), Kalium (K*) und Chlorid
(CI), Uber der Zellmembran bestimmt. Eine Hyperpolarisation, also
Negativierung der Spannungsdifferenz Uber der Zellmembran, fuhrt zur
Erhéhung der ,driving-force®, dem elektrochemischen Gradienten fiir Ca?*. Es
resultiert ein Einstrom von Ca®* in die Zelle. Die Verteilung der anderen intra-
und extrazelluldren lonen bestimmt somit die Verteilung des [Ca®']; [51].

Wesentlich fur diese elektromechanische Kopplung sind die bereits
beschriebenen ,gap-junctions®. Sie ermoglichen eine Uber die Zellgrenze
hinausgehende Veranderung der lonenverteilung. Sie verbinden die
Endothelzellen untereinander und auch die Endothelzellen mit den glatten
GefaBmuskelzellen. Durch sie werden die einzelnen zellularen

GefalRbestandteile zu einer funktionellen Einheit [53].
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Die wichtigsten lonenkanale fur die Bestimmung des Membranpotentials und
hiermit des elektrochemischen Gradienten fiir Ca®* sind diverse Natrium-,
Kalium- und Chloridkanale, von denen die Kaliumkanale von wesentlicher
Bedeutung fur die vorliegende Arbeit sind und folgend naher erlautert werden.
Drei Kaliumkanaltypen regulieren das endotheliale Membranpotential: Der
einwartsgerichtete Kaliumkanal Kgr (Kalium inward rectifier), der ATP-
abhangige Kaliumkanal Katp (ATP=Adenosintriphosphat), und der
calciumaktivierte Kaliumkanal Kca.

Der Kir wird durch Scherkrafte aktiviert, die auf die Gefasswand einwirken und
er fihrt durch Offnung zu einem Kaliumeinstrom, wirkt also der
Hyperpolarisation entgegen [50]. Seine Wirkung ist bedeutend fur das
Ruhemembranpotential. Als ,Kaliumsensor® reagiert er bereits auf einen
geringen Anstieg extrazellularer Kaliumkonzentration mit Erhdhung der
Konduktivitat.

Der Karp wird durch Abfall des intrazellularen ATP aktiviert und fihrt bei
Energiemangelzustanden lber eine Offnung zur Hyperpolarisation.

Die Ca®*-abhéngigen Kaliumkanale werden in drei Typen nach Leitfahigkeit
unterteilt: Geringe Leitfahigkeit (,small conductance® - SKca, 10-14 pS),
mittlere Leitfahigkeit (,intermediate conductance” - IKc,, 30-80 pS) und grolde
Leitfahigkeit (,big conductance® - BKca, 100-250 pS) [50,53].

Alle Kanale diesen Typs sind wesentlich fur die Konzentration des
intrazelluldren Ca?*, indem sie die elektrochemische Triebkraft fiir den Ca**-
Einstrom modulieren. Der calciumabhangige Kaliumkanal mit hoher
Leitfahigkeit (BKca), der zum Beispiel bei der Regulation des Gefaltonus
beteiligt ist, ist Gegenstand der folgenden Untersuchungen. Er ist hoch
selektiv fur Kalium, spannungsabhangig, und seine Leitfahigkeit wird durch
einen Anstieg der extrazelluldren Ca?*-Konzentration {ber einen ,calcium
bowl, eine Ankoppelungsstelle fiir Ca?*, erhéht [54]. Seine Wirkung kann
durch verschiedene Hemmstoffe gut von den anderen Kg, unterschieden
werden. So sind alle Kca unselektiv durch Charybdotoxin zu hemmen, allein
der BKca ist hochspezifisch durch Iberiotoxin (IbTX), ein Gift des Skorpions
Buthus Thamulus, zu blockieren. IbTX setzt an der ZellauRenseite des BKca
reversibel an und fiihrt zu einer Verringerung der Offnungswahrscheinlichkeit

und der mittleren Offnungszeit des Kanals [55,56].
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1.4 Interleukin-1B und seine Bedeutunq fiir die Arteriosklerose-

entstehung

Interleukine sind zu den Zytokinen zahlende Peptidhormone. Sie sind fur die
Kommunikation zwischen Leukozyten von wesentlicher Bedeutung, spielen
aber auch eine wichtige Rolle bei anderen Zellen des Immunsystems. Hierbei
ist lhre Wirkung sehr variabel.

Die Interleukine werden nach der Reihenfolge Ihrer Entdeckung chronologisch
nummeriert. Interleukin-1 wurde 1979 erstmals auf  einem
Zellbiologenkongress in der Schweiz beschrieben [22]. Es existieren zwei
funktionell sehr ahnliche Formen, das Interleukin1-a und das Interleukin1-3
(IL-1R), die sich zwar auf Proteinebene stark unterscheiden, in der
dreidimensionalen Molekulstruktur allerdings kaum [23].

IL-113 ist auf einem 1.6 kb grossen Teil der DNA codiert und besteht nach
vollstandiger Synthese aus 153 Aminosauren. Im menschlichen Blut ist das
Molekdl in sehr geringen Konzentrationen und nur unter pathologischen
Bedingungen zu finden, d.h. im physiologischen Zustand befindet sich IL-113
im Zytosol [32]. Produziert wird IL-13 hauptsachlich von Monozyten, aber
auch von Endothelzellen, Fibroblasten, Keratinozyten, Langerhanszellen,
Osteoklasten, Astrozyten, T-Lymphozyten, B-Lymphozyten und NK-Zellen
[24,25] Es konnten bisher 2 Rezeptoren identifiziert werden, an die IL-1R3
bindet. Der Interleukin-Rezeptor Typ 1 (IL-1r-1; CD121a) findet sich
hauptsachlich auf T-Lymphozyten und auf Zellen der mesenchymalen Reihe.
Der Rezeptor Typ 2 (IL-1r-2; CD 121b) findet sich auf B-Zellen, Makrophagen,
Granulozyten und anderen Zellen der myelomonozytaren Reihe. Hierbei
unterscheidet sich die Rezeptordichte je nach Zelltyp von einigen Tausend bis
ca 100.000 pro Zelle [26,27,28]. Die bisher bekannten Wirkungen auf den
Rezeptor entsprechen denen der ,toll like receptor‘-Familie (TLR). Es wird der
nukleare Faktor NFkB aktiviert, der die Transkriptionen verschiedener pro-
inflammatorischer Gene und Zytokine, inklusive IL-1R3 selbst, auslost [36].
Um die Wirkung auf den Rezeptor zu blocken, existiert ein endogener,
kompetitiver Antagonist, der Interleukin1-Rezeptor Antagonist (IL1-ra). Er
blockiert direkt den Rezeptor und bindet und inaktiviert zusatzlich das IL-13
[29].
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Die Sekretion von IL-13 wird auf verschiedenen Stufen reguliert. Ein Grofteil
der IL-13-RNA wird erst durch die Vorstufe pro-Interleukin 1-beta (pro- IL-113),
translatiert. Die Vorstufe wird durch das pro-Interleukin 1-beta (pro- IL-1R),
eine Kaspase (eine Protease), gespalten und damit aktiviert [31,32].

Die Wirkungen von IL-1 sind sehr vielfaltig. So fuhrt eine systemische
Injektion geringer Mengen bei Menschen und Versuchstieren zum Beispiel zu
Fieber, Blutdruckabfall, Tachykardie, Laktatazidose, Schlafstérungen,
Aktivierung der hypothalamisch-adrenalen Achse und vielen weiteren
Symptomen. [32]

Flr eine Vielzahl pathologischer inflammatorischer Prozesse konnte eine
Beteiligung der 4 Bestandteile, IL-1R, IL-1r, IL1-ra und ICE gezeigt werden.
Hierbei wurde IL-1[3 zunachst von vielen Arbeitsgrupen mit unterschiedlichen
Akronymen, wie lymphocyte activating factor (LAF), Catabolin, mononuclear
cell factor (MCF) und etlichen anderen benannt, bis 1984 durch Lomedico
festgestellt wurde, dass die forschenden Arbeitsgruppen alle denselben Stoff
untersuchten [38].

Bei folgenden Krankheitsbildern spielt IL-13 eine Rolle: Es fuhrt zur Induktion
wesentlicher pathologischer Prozesse beim systemic inflammatory response
Syndrome (SIRS), bei dem es z.B. postoperativ oder bei starken Infektionen
zu einer Fehlfunktion von Koérperorganen kommt [37]; Das Fehlen des IL1-ra
fuhrt zur Ausbildung der rheumatoiden Arthritis [34]; Bei der Alzheimer-
Erkrankung und Lewy-Body-Demenz aktiviert es die Produktion wesentlicher
pathologischer Bestandteile [45]; Bei leukamischen Erkrankungen, wie der
akuten myeloischen Leukamie (AML) fuhrt IL-13 zu einer Proliferation der
hamatopoetischen Zellen [35]. IL-113 ist demnach sowohl bei akuten als auch
chronischen Erkrankungen ein bedeutender Mediator.

Fir die Entstehung der Arteriosklerose konnte an mehreren Stellen eine
Beteiligung von IL-13 festgestellt werden. So findet sich der IL-1r auf
verschiedenen, bei der Arterioskleroseentstehung beteiligten, vaskularen
Zellen, wie glatten Gefassmuskelzellen, Makrophagen und T-Lymphozyten.
Makrophagen sind eine potente Quelle von IL-13, besonders nach der
Aktivierung zu Schaumzellen [44,45,46]. Endothelzellen und humane glatte
Gefassmuskelzellen (VSMC) werden durch erhdohten Shear-Stress zur

Expression von IL-18 angeregt [40,41,42]. IL-113 stimuliert die Proliferation von
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glatten  Gefassmuskelzellen und  verstarkt die  Wirkung  von
Wachstumsfaktoren [43]. Diese wiederum bewirken eine verstarkte
Ausschuittung von IL-13 und dem IL-1r [48]. IL-1R fUhrt zu einer erhdhten
Durchlassigkeit des Endothels fur neutrophile Granulozyten [47].

Auch die gesteigerte Expression von Adhasionsmolektlen, wie [-CAM 1 und
V-CAM 1 an Endothelzellen wird durch IL-13 aktiviert wird und ist wesentlich

fur die Anhaftung von Monozyten [5].

1.5 Fragestellung

Zielsetzung der vorliegenden Doktorarbeit ist es, die Bedeutung von IL-1} flr
die Arterioskleroseentstehung zu untersuchen. Es soll gezeigt werden,
inwiefern IL-1R3 die Adhasion von Monozyten an Endothelzellen steuert und
welche Schritte zu der Adhasion fuhren. Hierbei soll die Rolle des BKc¢s an
diesen Vorgangen herausgestellt werden.

Zunachst wird untersucht, ob IL-13 an HUVEC zu einer Hyperpolarisation
fuhrt, und ob der BKc, hieran beteiligt ist. Auch werden die durch Stimulation
verursachten  Konzentrationsveranderungen typischer, bei erhdhtem
Inflammtionsgeschehen  beteiligter Substanzen, wie Radikalen und
Stickstoffmonoxid (NO) untersucht, um die Rolle des BKc, bei ihrer Freisetzug
herauszustellen. Die folgenden Experimente sollen beantworten, ob auch die
[Ca 2*] durch IL-1B Uber den BKca verdndert wird. Desweiteren wird mit zwei
unterschiedlichen Adhasionsversuchen die Auswirkung der Stimulation auf
das Bindungsverhalten zwischen Endothelzellen und Monozyten untersucht.
Abschlielend soll geklart werden, welche Adhasionsmolekule fur diese

Bindung entscheidend sind, und ob lhre Expression vom BK¢, abhangig ist.
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2. Materialien und Methoden

2.1 Zellkultur

Jaffe et al. beschrieben 1973 die hier verwendete Technik um menschliche
Endothelzellen aus Nabelschnurvenen zu isolieren, zu identifizieren und zu
kultivieren (HUVEC= humane, umbilikale vendse Endothelzellen) [56]. Im

Folgenden werden diese Verfahren naher erlautert.

2.1.1 Zellisolierung

Die kurz nach der Geburt gewonnene Nabelschnur wird steril aufbewahrt, mit
Kompressen gereinigt und auf Verletzungen und Abnormitaten untersucht. Die
mit einer Knopfkanule aufgesuchte Vene wird zweimal mit 50 ml Hepes (PAA,
Linz, Osterreich) gespllt. Falls die Vene sich als undurchldssig fir die
Flussigkeit herausstellt, wird sie an einem Ende abgeklemmt und dann mit
0,025% Collagenaselésung (Sigma, Deisenhofen, Deutschland) gefullt. Dann
wird sie im Brutschrank bei 37 °C uber 20 Minuten inkubiert, um die
Endothelzellen aus dem Zellverband zu 16sen. Danach wird die Vene mit 30
ml Hepes gespult und die Flussigkeit in einem mit 1 ml fetalem Kalberserum
(FCS; PAA, Linz, Osterreich) gefiillten 50 mI-Réhrchen (Becton-Dickinson,
Franklin Lakes, USA) aufgefangen. Die Zellen werden anschlief3end in dem 50
ml-Réhrchen  zentrifugiet und der Uberstand abgesaugt. Das
zurtckgebliebene Zellpellet wird folgend mit 5 ml Endothelial Basal Medium
(EBM; Promo Cell, Heidelberg, Deutschland) einschlielich folgender Aliquots
(alle Promo Cell, Heidelberg, Deutschland): 0.4 % ECGS/H, Epidermal Growth
Factor 0.1 ng/ml, Hydrocortison 1 pg/ml, basic Fibroblast Factor 1 ng/ml, 1 %
Penicillin/Streptomycin und 20 % FKS (PAA, Linz, Osterreich) versetzt und
resuspendiert. Nun werden die Zellen auf einer mit 0,2% Gelatine (Serva,
Heidelberg, Deutschland) vorbeschichteten 25 cm?-Plastikkulturschale (Fa.

Greiner, Frickenhausen, Deutschland) verteilt.
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2.1.2 Zellidentifizierung

Zwei Verfahren werden zur ldentifizierung der Endothelzellen herangezogen.
Zum einen die lichtmikroskopische Betrachtung, zum anderen die
Immunfluoreszenz.

Unter dem Lichtmikroskop wird die typische kopfsteinpflasterartige
(,Cobblestone“-Phanomen), einschichtige Verteilung der Endothelzellen
genutzt, die eine gute Unterscheidung zu den spindelférmigen, sich
gegenseitig Uberlappenden Muskelzellen und Fibroblasten erlaubt.

Die Identifizierung mit der Immunfluoreszenz bedarf zunachst der Aussaat und
Kultivierung der Endothelzellen auf einem Deckglas und Fixierung mit
Methanol bei -20°C. Folgend werden die Zellen mit Antikdrpern gegen den
von-Willebrand-Faktor (Dakopatts GmbH, Hamburg, Deutschland) und mit
einem fluoreszierenden Antikorper gegen den von Willebrand-Antikdrper
(Ziege-Anti Kaninchen-FITC; Dianova,Hamburg, Deutschland) inkubiert. Da
nur Endothelzellen den von Willebrand-Faktor exprimieren, ist somit eine

eindeutige Identifizierung moglich [56].

2.2 Kultivierung

2.2.1 Kultivierung der HUVEC

Die HUVEC werden bei 37°C und einem CO2-Gehalt von 5% in einem
Brutschrank kultiviert. Nach Ausbildung eines konfluenten Monolayers werden
die Zellen aus der Primarkultur in eine mit Gelatine beschichtete
Plastikkulturflasche (Fa.Greiner, Frickenhausen, Deutschland) uUberfuhrt. Das
unter 2.1.1 beschriebene endotheliale Basalmedium (EBM; Promo Cell,
Heidelberg, Deutschland), diesmal mit 10% FCS (fetalen Kalberserums; PAA,
Linz, Osterreich), wird als Nadhrmedium in die Kulturflaschen gegeben und alle
2-3 Tage gewechselt. Ist die Zellschicht erneut konfluent, werden die Zellen
passagiert, indem sie mit einer Inkubation mit Trypsin und EDTA-L6sung vom

Flaschenboden abgelost werden. Hierbei wird der richtige Moment der
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Abldsung unter dem Lichtmikroskop visuell Uber die Ablésung und Abkugelung
der Zellen bestimmt und mit FCS gestoppt. Dann werden die Zellen
zentrifugiert, der Uberstand abgesaugt, Nahrmedium hinzugefiigt, die Zellen
resuspendiert und abschlieRend in einer mit 0,2% Gelatine beschichteten
Kulturflasche mit einer Dichte von 3000 Zellen /cm? ausgesit.

Taglich werden die Zellen lichtmikroskopisch auf Kontamination mit Bakterien
oder Pilzen untersucht und bei eventueller Kontamination entsorgt.

Da die Zellen fur die diversen Experimente unterschiedlich verdinnt werden,

wird hierauf in den jeweiligen Kapiteln eingegangen.

2.2.2 Kultivierung der U-937-Monozyten

Fir die Adhasionsversuche werden immortalisierte Monozyten der
Tumorzelllinie U-937 verwendet. Die Monozyten werden in einem
Nahrmedium aus 15 ml RPMI, 10% FCS sowie 1 % Penicillin/Streptomycin in
einer 75 cm?-Plastikkulturflasche angesetzt. Es wird alle 2-3 Tage ein
Mediumwechsel vollzogen, indem die Monozyten in ein 50 ml-Rohrchen
Uberfiihrt, zentrifugiert, der Uberstand abgesaugt und mit 15 ml Ndhrmedium
resuspendiert wird. Zuletzt werden die Zellen erneut in Kulturflaschen
ausgesat.

Sind die Monozyten konfluent gewachsen (ca. 5 Tage), werden die Monozyten
auf 3-4 Flaschen aufgeteilt, indem die zentrifugierte und resuspendierte
Zelllbsung auf die Flaschen verteilt und anschliessend 15 ml RPMI

hinzugefugt wird.

2.3 Messung des Membranpotentials

Die Messung des Membranpotentials erfolgt mit dem Fluoreszenzfarbstoff
DIBAC (bis-1,3-dibutylbarbituric acid-trimethine oxonol, Molecular Probes,
Leiden, Niederlande). Zunachst werden die HUVEC auf 24-Well-Platten
(Becton, Dickinson, USA) aufgeteilt. Es folgt die Inkubation mit 0,5 pmol/l
DIBAC bei 37°C unter Lichtausschluss Uber 15 Minuten. Anschliel3end erfolgt
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die Zugabe der Stimulations- und Inhibitionssubstanzen in unterschiedlichen
Gruppen. In der ersten Gruppe erfolgt die alleinige Stimulation mit IL-13
(10ng/ml). Um die Bedeutung des BKca herauszustellen, wird in der zweiten
Gruppe zusatzlich mit dem selektiven BKca -Blocker IbTX (100 nmol/l)
stimuliert. Damit eine sekundare, toxische Wirkung des IbTX ausgeschlossen
werden kann, folgt in der dritten Versuchsgruppe eine Messung mit IbTX
allein. Die unstimulierte Kontrollmessung in der vierten Gruppe wurde mit 1 ml
der Pufferldsung Hanks Balanced Salt Solution (HBSS; Fa. PAA Laboratories,
Pasching, Osterreich) durchgefiihrt.

Die 24-Well-Platten werden nach 2 Minuten Vorlaufzeit in den Genios plate
reader (Firma Genios Tecan) uUberfuhrt und die Messung durchgefuhrt, indem
die Fluoreszenz bei 475 nm Wellenlange angeregt und die Emission bei 535
nm in Abstanden von 1 Minute Uber einen Zeitraum von 12 Minuten gemessen
wird. Es werden relative Zu- oder Abnahmen im Vergleich zum Ausgangswert

gemessen.

2.4 Messung der reaktiven Sauerstoffspezies (ROS)

Die Messung der ROS erfolgt nach einer 30-minitigen Inkubation mit dem
Fluoreszenzfarbstoff DCF (Dichlorofluorescein diacetat, Calbiochem, La Jolla,
USA). Es werden, wie bei der Messung des Membranpotentials, die
verschiedenen Messgruppen auf 24-well Platten aufgeteilt. Weiterhin erfolgt
die Messung von Gruppen, die zusatzlich mit dem Inhibitor der NADPH-
Oxidase, DPI (Diphenyliodonium, Sigma, Deisenhofen, Deutschland), und
dem NO-Synthese-Inhibitor L-NMMA (N-monomethyl-L-arginin, 300 pmol/l,
Sigma, Deisenhofen, Deutschland), je einmal mit IL-1 stimuliert und einmal
ohne IL-13 als Kontrolle, sowie eine ganzlich unstimulierte Kontrolle.
Insgesamt werden folgende Gruppen gemessen:

In der ersten Gruppe erfolgt die alleinige Stimulation mit IL-1% (10ng/ml). Um
die Bedeutung des BKc, herauszustellen, wird in der zweiten Gruppe
zusatzlich mit dem selektiven BKc4 -Blocker IbTX (100 nmol/l) stimuliert. Damit
eine sekundare, toxische Wirkung des IbTX ausgeschlossen werden kann,

folgt in der dritten Versuchsgruppe eine Messung mit IbTX allein.
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DPI (5 pmol/l, Diphenyleneidonium Chloride; Sigma, Deisenhofen,
Deutschland) ist ein Hemmstoff der mitochondrialen NADPH-Ubiquinon-
Oxidoreduktase und hemmt eine wichtige O2- Quelle im Zellstoffwechsel.
Durch die vierte Messung mit IL-1R und DPI kann also auf die Bedeutung der
O2-Radikalsynthese im IL-113-induzierten Inflammationsgeschehen
zurlckgeschlossen werden. Die funfte Messung dient wiederum dem
Vergleich bei alleiniger Stimulation mit DPI. In der sechsten Messung wird
zusatzlich zu IL-1R der unspezifische Inhibitor aller NO-Synthasen, L-NMMA
(N-monomethyl-L-arginin, 300 pmol/l, Sigma, Deisenhofen, Deutschland)
genutzt, um die Bedeutung des hochreaktiven NO bei dem IL-1B-induzierten
Inflammationsgeschehen herauszustellen. Die siebte Messung dient dem
Vergleich zur alleinigen Stimulation mit L-NMMA. Die unstimulierte
Kontrollmessung in der achten Gruppe wurde mit 1 ml der Pufferldésung Hanks
Balanced Salt Solution (HBSS; Fa. PAA Laboratories, Pasching, Osterreich)
durchgefuhrt.

Nach einer Vorlaufzeit von 2 Minuten wird Uber einen Zeitraum von 60
Minuten im Abstand von jeweils 5 Minuten im Genios plate reader ( Firma
Genios Tecan) gemessen. Die Wellenlangen der Anregung und Emission
entsprechen denen der Membranpotentialmessung. Es werden relative Zu-

oder Abnahmen der Fluoreszenz im Vergleich zum Ausgangswert gemessen.

2.5 Messung der NO-Synthese

Die Messung der NO-Synthese erfolgt mit Hilfe des Fluoreszenzfarbstoffes
DAF (Diaminofluorescein, Calbiochem, La Jolla, USA) nach einer Inkubation
uber 60 Minuten. Es wird wiederum auf 24-Well-Platten aufgeteilt und im
Genios plate reader (Firma Genios Tecan) gemessen, indem die Fluoreszenz
bei 490 nm Wellenlange angeregt und die Emission bei 535 nm in Abstanden
von 5 Minuten Uber einen Zeitraum von 60 Minuten gemessen wird. Die
Messung beginnt nach einer Vorlaufzeit von 2 Minuten.

In der ersten Gruppe erfolgt die alleinige Stimulation mit IL-13 (10ng/ml). Um
die Bedeutung des BKca herauszustellen, wird in der zweiten Gruppe

zusatzlich mit dem selektiven BKc4 -Blocker IbTX (100 nmol/l) stimuliert. Damit
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eine sekundare, toxische Wirkung des IbTX ausgeschlossen werden kann,
folgt in der dritten Versuchsgruppe eine Messung mit IbTX allein. Die
unstimulierte Kontrollmessung in der vierten Gruppe wurde mit 1 ml der
Pufferlosung HBSS durchgefuhrt. Es werden relative Zu- oder Abnahmen im

Vergleich zum Ausgangswert gemessen.

2.6 Fura-2-Imagqingqg fiir die Messung des intrazellularen Calciums

Die Messungen des intrazellularen Calciums erfolgt mittels der von Tsien et al.
beschriebenen Fura-2-Imaging-Methode [68]. Hierfur werden die HUVEC auf
mit Gelatine vorbeschichteten Glasplattchen aufgebracht und fir drei Tage im
Brutschrank bei 37°C im Nahrmedium RPMI kultiviert, bis ein konfluenter
.Zellrasen“ gewachsen ist. Im folgenden wird eine Lésung aus 50 ug Fura-2
(Fura-2-acetoxymethylester, Molecular Probes, Leiden, Niederlande) in 160 pl
DMSO (Dimethylsulfoxid; Sigma, Deisenhofen, Deutschland) hergestellt . Aus
dieser Losung werden jeweils 10 yl mit 1 ml Zellkulturmedium gemischt und
das Glasplattchen Uber 60 Minuten inkubiert. Anschliessend wird das
Glasplattchen aus der Losung entnommen und in die fur die Messung
vorgesehene Kammer verbracht. Als Zellmedium wird in der Kammer HBSS
mit 1.33 umol/l CaCl, verwandt. Die Messungen erfolgen unter einem
Fluoreszenzmikroskop (IX 70, Olympus; Hamburg, Deutschland).

Fura-2 ist ein Komplexbildner mit Ca?* und wird bei einer Wellenl&nge von 340
und 380 nm zur Fluoreszenz angeregt. Diese Fluoreszenz wiederum wird bei
einer Wellenlange von 510 nm gemessen. Die Datenerfassung und -
Auswertung erfolgt computergesteuert mit dem TILL photonics Imaging-
System (TILL photonics, Martinsried, Deutschland), nachdem der Messbereich
so markiert wurde, dal® allein die Intensitatsveranderungen der Fluoreszenz
der einzelnen Zellen gemessen wird. Hierbei wurden die beiden Wellenlangen
von 340 nm und 380 nm zu einer Ratio verrechnet. Die Coverslips wurden
nach einer Messzeit von 10 Minuten mit der jeweiligen Stimulationsldsung
versetzt.

In der ersten Gruppe erfolgt die alleinige Stimulation mit IL-1% (10ng/ml). Um

die Bedeutung des BKca herauszustellen, wird in der zweiten Gruppe
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zusatzlich mit dem selektiven BKc4 -Blocker IbTX (100 nmol/l) stimuliert. Damit
eine sekundare, toxische Wirkung des IbTX ausgeschlossen werden kann,
folgt in der dritten Versuchsgruppe eine Messung mit IbTX allein. Durch die
vierte Messung mit IL-1R3 und DPI kann auf die Bedeutung der O2-
Radikalsynthese im IL-113-induzierten Inflammationsgeschehen
zurlckgeschlossen werden. Die funfte Messung dient wiederum dem
Vergleich bei alleiniger Stimulation mit DPI. Die unstimulierte Kontrolimessung
in der achten Gruppe wurde mit 1 ml der Pufferldsung Hanks Balanced Salt
Solution (HBSS; Fa. PAA Laboratories, Pasching, Osterreich) durchgefiihrt.

Es wird insgesamt Uber einen Zeitraum von 35 Minuten gemessen.
Anschliessend wird ein ,Photobleach” durchgeflhrt, indem die Zellen tGber 15
Minuten mit einer Wellenlange von 340 nm bestrahlt werden. Hierdurch wird
der FURA-2-Farbstoff ausgebrannt. Durch eine folgende Nachmessung kann
die eigene Strahlintensitat der einzelnen Zellen im Hintergrund bestimmt und
von der im Experiment gemessenen abgezogen werden [57]. Es werden

relative Zu- oder Abnahmen im Vergleich zum Ausgangswert gemessen.

2.7 Adhasionsversuch mittels Tritium-Thymidin-Uptake

Das Adhasionsvehrhalten von U-937 an HUVEC wird mittels Tritium-Thymidin-
Uptake gemessen. Thymidin wird bei der DNA-Synthese der Zelle bendtigt
und von ihr aufgenommen. Stellt man der Zelle radioaktiv markiertes Thymidin
zur Verfugung, so wird es in die Zell-DNA eingebaut.

Tritium (°H) ist das schwerste Wasserstoffisotop und zerfallt unter Aussendung
von schwacher R-Strahlung. Die von |hm emittierten Elektronen werden
indirekt Uber einen beta-counter (Canberra Packard, Dreieich, Deutschland)
quantitativ gemessen.

Zunachst wird eine mit konfluentem U-937-Zellrasen bewachsene T75-
Flasche (Becton, Dickinson, USA) aus der aktuellen Passage verwendet.
Nach Zentrifugation werden die Zellen mit 80 ml RPMI resuspendiert und dann
fur 18 Std. mit [*H]-Thymidin (2 ul/ 10 ml RPMI) versetzt. Danach werden
HUVEC der zweiten bis vierten Passage in 24-Well-Platten (Becton
Dickinson,USA) mit Endothelial Basal Medium (EBM; Promo Cell, Heidelberg,
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Deutschland) ausgesat. Nach konfluentem Wachstum werden die Zellen in
folgende Gruppen aufgeteilt und Uber 4 Stunden mit den jeweiligen
Stimulantien inkubiert: In der ersten Gruppe erfolgt die alleinige Stimulation mit
IL-1R3 (10 ng/ml). Um die Bedeutung des BKca herauszustellen, wird in der
zweiten Gruppe zusatzlich mit dem selektiven BKc, -Blocker IbTX (100 nmol/l)
stimuliert. Damit eine sekundare, toxische Wirkung des IbTX ausgeschlossen
werden kann, folgt in der dritten Versuchsgruppe eine Messung mit IbTX
allein. Die unstimulierte Kontrollmessung in der vierten Gruppe wird mit 1 ml
der Pufferlésung HBSS durchgefuhrt.

Die radioaktiv markierten Monozyten werden zentrifugiert und mit RPMI
resuspendiert (2,5 ml RPMI pro 24-well-Platte mit HUVEC), anschliel3end 100
bl der Suspension zu den am Kulturboden adharenten HUVEC's gegeben.
Nachdem den Monozyten 6 Stunden zur Adhasion an die HUVEC gegeben
werden, wird die Losung vollstandig entnommen. Durch zweimaliges Waschen
mit je 250 pl PBS werden nicht-adharente Monozyten entfernt. Der
verbliebene Rest wird mit 250 pyl NaOH [0,1 M] lysiert, nach Ablésen vom
Boden der 24-Well-Platten in sogenannte ,Szintigraphie-Vials® Gberfuhrt und
anschlielend im beta-counter (Canberra Packard, Dreieich, Deutschland), wie
oben beschrieben, die Lichtemission gemessen. Es werden relative Zu- oder

Abnahmen der Fluoreszenz im Vergleich zum Ausgangswert gemessen.

2.8 BCECF-Adhasionsversuch

Um die gesteigerte Adhasion durch IL-18 und die Rolle des BKc, in einem
zweiten Verfahren zu bestatigen, wird ein statischer BCECF-Adhasionsassay
durchgefuhrt.

BCECF-AM  (Biscarboxyethyl-5-carboxyfluorescein,  Molecular  Probes,
Eugene, USA) ist ein fluoreszierendes, zellmembrangangiges Molekul. Indem
die U-937-Monozyten mit BCECF beladen werden, kann nach den
Stimulationsversuchen die Adharenz an HUVEC gemessen werden.

Zunachst werden HUVEC auf 24-Well-Platten (Becton, Dickinson, USA)
ausgesat. Pro well werden hierzu 0,25 Millionen Zellen bendtigt. Die Zahlung

wird in der Neubaukammer unter dem Lichtmikroskop durchgefuhrt, und
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anschlieBend wird je nach vorhandener Konzentration eine Verdiunnung
vorgenommen. Die HUVEC werden wie folgt Uber 4 Stunden im Brutschrank
stimuliert. In der ersten Gruppe erfolgt die alleinige Stimulation mit IL-1}
(10ng/ml). Um die Bedeutung des BKca herauszustellen, wird in der zweiten
Gruppe zusatzlich mit dem selektiven BKca -Blocker IbTX (100 nmol/l)
stimuliert. Damit eine sekundare, toxische Wirkung des IbTX ausgeschlossen
werden kann, folgt in der dritten Versuchsgruppe eine Messung mit IbTX
allein.

DPI (5 pmol/l; Sigma, Deisenhofen, Deutschland) ist ein Hemmstoff der
mitochondrialen NADPH-Ubiquinon-Oxidoreduktase und hemmt eine wichtige
O2-Quelle im Zellstoffwechsel. Durch die vierte Messung mit IL-13 und DPI
kann also auf die Bedeutung der O2z-Radikalsynthese im IL-1R-induzierten
Inflammationsgeschehen zurtckgeschlossen werden. Die flnfte Messung
dient wiederum dem Vergleich bei alleiniger Stimulation mit DPI. In der
sechsten Messung wird zusatzlich zu IL-13 der unspezifische Inhibitor aller
NO-Synthasen, L-NMMA (300 umol/l, Sigma, Deisenhofen, Deutschland)
genutzt, um die Bedeutung des hochreaktiven NO bei dem IL-1B-induzierten
Inflammationsgeschehen herauszustellen. Die siebte Messung dient dem
Vergleich zur alleinigen Stimulation mit L-NMMA. Die unstimulierte
Kontrollmessung in der achten Gruppe wurde mit 1 ml der Pufferldésung Hanks
Balanced Salt Solution (HBSS; Fa. PAA Laboratories, Pasching, Osterreich)
durchgefuhrt.

AnschlieRend wird der Fluoreszenzfarbstoff BCECF (50 pl) mit 20 pl DMSO
(Dimethylsulfoxid, Sigma, Deisenhofen, Deutschland), das als Tragersubstanz
fur die Zellaufnahme dient, versetzt, Uber 15 Minuten unter Lichtabschluss
eingefroren und dann in 15 ml RPMI gegeben.

Die konfluent gewachsenen U-937 in einer T75-Flasche (Becton Dickinson,
USA) aus der aktuellen Passage werden zentrifugiert, in 5 ml RPMI, 5% FCS
und 1% PS resuspendiert und verdunnt, bis sich 6,5 Millionen U-937 in 5ml
RPMI befinden.

Fir jede der 8 Stimulationsgruppen wird ein Falconrohrchen mit 5 ml der U-
937 Losung mit jeweils 1,5 ml der Losung aus RPMI + BCECF versetzt und fur
30 Minuten im Brutschrank inkubiert. Nach Abschluss der Inkubationsphase

werden zweimalig die Anséatze zentrifugiert, der Uberstand abgesaugt, mit
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5 ml PBS (phosphatgepufferte Salzlésung, Promo Cell, Heidelberg,
Deutschland) gespult und dann mit 6,5 ml RPMS versetzt. Das Medium der
24-Well-Platten mit den unterschiedlich stimulieten HUVEC wird verworfen
und mit der Pipette je well 250 pl der U-937 Lésung hinzugegeben. Nach einer
1-stiindigen Inkubation der Zellldsung wird die Zellsuspension abgegossen.
Die am Boden der Wells haftenden HUVEC sind nun mit den U-937-
Monozyten adhariert. Um nicht-haftende U-937 aus dem Well zu entfernen,
wird dreimalig mit je 0,5 ml PBS pro Well gewaschen. Folgend werden die
Zellen lysiert, indem 500 pl/well NaOH (1mol, Natriumhydroxid) zugegeben
werden und hierdurch der Fluoreszenzfarbstoff BCECF freigesetzt wird. Da
jeder mit BCECF beladene Monozyt die gleiche Menge des BCECF
aufgenommen hat, kann Uber eine Fluoreszenzmessung im Genios plate
reader ( Firma Genios Tecan) bei 340nm auf die Menge der adharierten
Monozyten zurlckgeschlossen werden. Es werden relative Zu- oder

Abnahmen der Fluoreszenz im Vergleich zum Ausgangswert gemessen.

2.9 Fluoreszenzmessung der Adhasionsmolekiile I-CAM und V-CAM

mittels Durchflusszytometrie

Bei der Durchflusszytometrie passieren einzelne Zellen einen Laserstrahl. Die
zurickgeworfenen Strahlen werden von einem Detektor eingefangen und
gemessen. Durch dieses Verfahren koénnen zum einen Zellarten, wie
Monozyten und Lymphozyten, nach verschiedenen Charakteristika
unterschieden werden. Zum anderen konnen zum Beispiel zellstandige
Adhasionsmoleklle mit fluoreszierenden Antikérpern beladen werden und
nachfolgend deren Haufigkeit auf der Zelloberflache gemessen werden. Wir
untersuchen mit dieser Methode die Expression von [-CAM (interzellulares
Adhasionsmolekul) und V-CAM (vaskulares zellulares Adhasionsmolekul) der
HUVEC. Diese werden in einer mit 0,2% Gelatine (Serva, Heidelberg,
Deutschland) beschichteten 25 cm?-Plastikpetrischale ausgesat. Nach
konfluentem Wachstum wird das Nahrmedium abgesaugt, die HUVEC

4 Stunden bei 37°C und einem CO,- Gehalt von 5% im Brutschrank inkubiert

und in folgende Gruppen aufgeteilt:
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In der ersten Gruppe erfolgt die alleinige Stimulation mit IL-1% (10 ng/ml). Um
die Bedeutung des BKc, herauszustellen, wird in der zweiten Gruppe
zusatzlich mit dem selektiven BKc4 -Blocker IbTX (100 nmol/l) stimuliert. Damit
eine sekundare, toxische Wirkung des IbTX ausgeschlossen werden kann,m
folgt in der dritten Versuchsgruppe eine Messung mit IbTX allein.

DPI (Diphenyleneidonium Chloride; 5 pmol/l, Sigma, Deisenhofen,
Deutschland) ist ein Hemmstoff der mitochondrialen NADPH-Ubiquinon-
Oxidoreduktase und hemmt eine wichtige O2-Quelle im Zellstoffwechsel.
Durch die vierte Messung mit IL-1R und DPI kann also auf die Bedeutung der
O2-Radikalsynthese im IL-13-induzierten Adhasionsgeschehen
zurtckgeschlossen werden. Die funfte Messung dient wiederum dem
Vergleich bei alleiniger Stimulation mit DPI. In der sechsten Messung wird
zusatzlich zu IL-1R der unspezifische Inhibitor aller NO-Synthasen, L-NMMA
(300 umol/l, Sigma, Deisenhofen, Deutschland) genutzt, um die Bedeutung
des hochreaktiven NO bei IL-1R herauszustellen. Die siebte Messung dient
dem Vergleich zur alleinigen Stimulation mit L-NMMA. In der achten Gruppe
wird durch Zugabe des Ca?*-Chelators BAPTA (Bi-aminophenoxyethan, 10
umol/l; Sigma, Deisenhofen, Deutschland) die Rolle des Ca?* bei der
Stimulation und nachfolgend die alleinige Wirkung von BAPTA gemessen. Die
Kontrollmessung wird mit 1 ml der Pufferldsung Hanks Balanced Salt Solution
(HBSS; Fa. PAA Laboratories, Pasching, Osterreich) durchgefiihrt. Alle
Messgruppen werden zusatzlich in 3 Untergruppen aufgeteilt. In der ersten
Untergruppe werden die HUVEC mit I-CAM (Santa Cruz Biotechnologies,
Santa Cruz, USA), in der zweiten Gruppe mit V-CAM (Santa Cruz
Biotechnologies, Santa Cruz, USA) beladen. Als drittes folgt die unstimulierte
Kontrollgruppe.

Die Inkubation wird durch Absaugen der Inkubationslésung und zweimaliges
Spulen mit HBSS beendet. Nach Ablésen der HUVEC mit 4 ml Trypsin in
EDTA-Lésung (Sigma, Deisenhofen, Deutschland) werden die Zellen
lichtmikroskopisch kontrolliert. Das Abldsen der Zellen wird durch Zugabe von
1 ml FCS gestoppt und die Zellen in 10 ml Roéhrchen uberfuhrt. Die
Petrischalen werden je zweimal mit 4 ml HBSS nachgewaschen und die
restlichen anhaftenden Zellen in das Falconréhrchen Uberflihrt. Dann werden

die Zellen zentrifugiert, der Uberstand verworfen und die Zellen jeweils mit
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1 ml RPMI resuspendiert. Die Zelllésungen werden in einer Neubaukammer
gezahlt und anschliel3end je nach Zelldichte mit RPMI versetzt, bis in jeder der
Gruppen eine Dichte von 2.000.000 Zellen pro ml vorhanden sind. Je 100 ul
der einzelnen Ldsungen werden in eine 96-Well-Rundbodenplatte (Falcon,
Beckton Dickinson, USA) (berfihrt und zentrifugiert. Der Uberstand wird
verworfen und das zurlckbleibende Zellpellet gelockert. Unspezifische
Bindungen werden, um Fehlmessungen zu vermeiden, mit 20 pl
Immunglobulin (Octapharma, Lachen, Schweiz) abgefangen. Nun werden je 5
Ml Antikorper (Santa Cruz Biotechnologies, Santa Cruz, USA) gegen die
zellularen Adhasionsmolekule in die jeweiligen Wells gegeben. Die 96-Well-
Platte wird 30 Minuten auf Eis gelegt. AnschlieBend werden die einzelnen
Wells je dreimal mit der HBSS-Pufferldosung gewaschen. Die gleichen Schritte
folgen nun mit einem fluoreszierenden Maus-Antikorper (Santa Cruz
Biotechnologies, Santa Cruz, USA), der sich an |-CAM und V-CAM bindet.
Zur Messung wurde das Durchflusszytometer (Becton-Dickinson, New Jersey,
USA) mit der Kontrollgruppe ohne zellulare Adhasionsmolekule kalibriert. Die
weiteren Gruppen werden nun mit cell-wash (Sigma, Deisenhofen,
Deutschland) in die zum Durchflusszytometer passenden Glasrorchen
uberfuhrt [109]. Es werden relative Zu- oder Abnahmen der Fluoreszenz im

Vergleich zum Ausgangswert gemessen.

2.10 Statistik

Die dargestellten Daten sind grundsatzlich Ergebnisse aus Mittelwerten

mehrerer Messreihen, die mit verschiedenen Zellpraparationen durchgefihrt
wurden. Zudem ist der Standardfehler der Mittelwerte (SEM) angegeben. Die
statistische Signifikanz wurde durch den ANOVA-Test und einen
anschlielfenden post-hoc-Tuckey-Test ermittelt, wobei Unterschiede von
p<0,05 als statistisch signifikant angesehen wurden. Die statistische
Bearbeitung erfolgte mit Hilfe des Computerprogramms SPSS fur Windows
(Version 12.0).
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3. Ergebnisse

Im Abschnitt 3.1 werden zunachst die Ergebnisse der
Membranpotentialmessungen beschrieben, unter 3.2 die Ergebnisse der
Messung des intrazellularen Calciums und folgend unter 3.3 die der NO-
Messungen. Im Abschnitt 3.4 werden die Resultate der Radikalmessungen,
anschliefend im Abschnitt 3.5 der Adhasionsversuch mit Monozyten durch
den Tritium-Thymidin-Uptake und unter 3.6 mit dem Fluoreszenzfarbstoff
BCECF dargestellt. Im Abschnitt 3.7 wird auf die durchflusszytometrischen
Messungen der Adhasionsmolekule I-CAM und V-CAM eingegangen.

3.1 Messung des Membranpotentials der HUVEC

3.1.1 Einfluss von IL-1R auf das Membranpotential

Das Membranpotential hat einen starken Einfluss auf die Regulation der
Endothelzelle. Im folgenden Versuch wird der Einfluss von IL-13 auf das
Membranpotential von HUVEC untersucht. Die Veranderung des
Membranpotentials wird mit Hilfe des Fluoreszenzfarbstoffes DiIBAC (1 pmol/l)
gemessen. Unter Einwirkung des IL-13 (10 ng/ml) kommt es zu einer
signifikanten Reduktion der DIBAC-Fluoreszenz auf 74% im Vergleich zur
Kontrollgruppe ohne Stimulation (n=3; p<0,05 vs. Kontrollgruppe). Dies
entspricht einer durch IL-1} hervorgerufenen Hyperpolarisation der Zelle. In

der folgenden Abbildung 1 sind die Ergebnisse graphisch dargestellt.

29



120

=)

L

=

100 |

g —&—IL-1R
S

2 80 -

(&)

<

o

o

60 ‘ ‘

Zeit [min]

Abb.1: Messung des Membranpotentials von HUVEC mittels DiBAC nach
Stimulation mit IL-1R

Die mit dem Fluoreszenzfarbstoff DIBAC inkubierten Zellen werden mit IL-103
stimuliert und das Membranpotential gemessen. IL-13 fUhrt zu einer
Hyperpolarisation von 74% im Vergleich zur Kontrollmessung.

Alle Daten sind als Mittelwerte + SEM dargestellt

n=3, * p <0.05 vs control; DIBAC [1 pumol/l], IL-113 [10 ng/ml]

3.1.2 EinfluR des BKc, auf die IL-1B-induzierte Hyperpolarisation

Im folgenden Versuch werden die mit DIBAC beladenen Zellen zum einen mit
IL-1R, zum anderen mit IL-1R3 und dem Inhibitor des BKca, IbTX stimuliert.
Aufgrund der selektiven Hemmung des BKca durch IbTX kann eine Aussage
uber dessen Beteiligung bei der Hyperpolarisation getroffen werden. Wie unter
3.1.1 gezeigt, fuhrt IL-113 [10ng/ml] zu einer Hyperpolarisation der HUVEC von
74% im Vergleich zur Kontrolle. Diese wird durch den BKcs-Inhibitor IbTX
signifikant verringert. Wird sowohl mit IL-13, als auch mit IbTX stimuliert,
betragt die Uber DIBAC-Fluoreszenz gemessene Hyperpolarisation 91% der
Kontrolle (n=3; p<0,05 vs. Kontrollgruppe). Die durch IL-1B induzierte
Hyperpolarisation der HUVEC ist also abhangig vom BKc,. Eine Stimulation
mit IbTX allein fuhrt zu keinem signifikanten Unterschied im Vergleich zur
Kontrollgruppe, sodall eine  toxische  Wirkung bezuglich  der
Membranpotentialauswirkung ausgeschlossen ist. In der folgenden Abbildung

2 sind die bei der Messung erhobenen Daten graphisch dargestellt.
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Abb.2: Einfluss des BKCa auf die durch IL-1R induzierte
Hyperpolarisation von HUVEC

Die HUVEC werden vor Stimulation mit IL-13 mit dem spezifischen BKc, -Inhibitor
IbTX inkubiert, die Hyperpolarisation wird durch Blockade des BKc, auf 91% der
Kontrolle reduziert.

Alle Daten sind als Mittelwerte + SEM dargestellt.

n=5; * p <0.05 IL-1R vs control, # p < 0.05 IL-1R& + IbTX vs IL-1R; DIBAC [1 pmol/l], IL-
1R [10 ng/ml], IbTX [100 nmol/]

3.2 Messunq des intrazellularen Calciums in HUVEC

3.2.1 Einfluss von Interleukin-1B auf das intrazellulare Calcium

Nun wird untersucht, ob Stimulation mit IL-13 zu einem Anstieg des
intrazellularen Calciums fuhrt. Die Messungen des intrazellularen Calciums
werden mit Hilfe des Fluoreszenzfarbstoffes Fura-2AM durchgefihrt. Durch
Stimulation der Zellen mit IL-1R kann eine signifikante Steigerung der Fura-
2AM-Fluoreszenz, also des intrazellularen Calciums, von 128 % im Vergleich
zur Kontrollgruppe nach 35 Minuten gemessen werden. IL-13 hat demzufolge
einen Einfluss auf die Konzentration des intrazellularen Calciums. In der

folgenden Abbildung 3 sind die Ergebnisse graphisch dargestellt.
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Abb.3: Messung des intrazellularen Calciums in HUVEC mit FURA-2AM
nach Stimulation mit IL-18

Die HUVEC werden nach Inkubation mit FURA-2AM mit IL-163 stimuliert. Es kommt
zu einem Anstieg des intrazellularen Calciums von 128% im Vergleich zur Kontrolle.
Alle Daten sind als Mittelwerte + SEM dargestellt.

n=5; * p <0.05 vs control; IL-1 [10 ng/ml]|

3.2.2 Einfluss des BKc¢. und der NADPH-Oxidase auf den IL-1R-

induzierten Anstieg des intrazellularen Calciums

Da IL-113 zu einem Anstieg des intrazellularen Calciums fuhrt, wird zunachst
untersucht, inwiefern hierbei der BKc, eine Bedeutung hat. Im folgenden
Versuch werden die mit FURA-2AM beladenen Zellen zum einen mit IL-113,
zum anderen mit IL-13 und IbTX stimuliert. Die durch IL-13 induzierte
Steigerung des intrazellularen Calciums auf 128% der Kontrolle, gemessen
nach 35 Minuten, kann durch IbTX signifikant auf 107% gesenkt werden, ist
also abhangig vom BKca. Auch kann gezeigt werden, dal® die Stimulation mit
dem NADPH-Oxidase-Inhibitor DPI und IL-13 ebenfalls zu einer signifikanten
Reduktion des intrazellularen Calciums, im Vergleich zur alleinigen Stimulation
mit IL-1R, auf 94% der Kontrolle fuhrt. Die alleinige Stimulation mit IbTX
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beziehungsweise DPI fuhrt zu keiner signifikanten Veranderung im Vergleich
zur Kontrolle.

Die Ergebnisse sprechen dafur, dal der IL-1R-induzierte Anstieg des
intrazellularen Calciums abhangig vom BKc, und der NADPH-Oxidase ist.

Die Ergebnisse sind in der folgenden Abbildung 4 graphisch dargestellt.

140 -
130 ~
120 ~
110 1
100 ~
90 A
80
70

FURA-2AM-Fluoreszenz [% der Kontrolle]

60
L1 IL-13+bTX IbTX IL-13+DPI

Abb.4: Einfluss des BKca und der NADPH-Oxidase auf den IL-1R-
induzierten Anstieg des intrazellularen Calciums in HUVEC

Der durch IL-13 induzierte Anstieg des intrazellularen Calciums von 128% der
Kontrolle ist durch IbTX und DPI hemmbar, also abhangig vom BK¢, und der NADPH-
Oxidase.

Alle Daten sind als Mittelwerte + SEM dargestellt, Messzeitpunkt nach 35 Minuten.
n=8; * p <0.05 vs IL-1B; IL-13 [10 ng/ml], IbTX [100 nmol/l], DPI [5 pmol/I]

3.3 Messunq der NO-Synthese von HUVEC

3.3.1 Einfluss von IL-1R und des BKc, auf die zellulare NO-Synthese.

Einige Autoren, zum Beispiel Rosenkranz et al. [69] beschreiben einen
Einfluss von IL-13 auf die endotheliale NO-Synthese. Die Messung der NO-
Synthese erfolgt mittels des Fluoreszenzfarbstoffes DAF nach 60 Minuten
Stimulationszeit. Durch Stimulation der Zellen mit IL-18 konnte eine

signifikante Steigerung der DAF-Fluoreszenz auf 151% Im Vergleich zur
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Kontrolle gemessen werden, also eine deutliche Erhohung der NO-
Konzentration.

Auch beschreiben Rosenkranz et al einen Einfluss des intrazellularen
Calciums auf die IL-1R-induzierte NO-Synthese. In meinen Experimenten
konnte ich aufzeigen, dal® die IL-1R-induzierte Steigerung des NO durch
zusatzliche Gabe von IbTX signifikant reduziert werden kann, also abhangig
vom BKc; ist, der ja entscheidenden Einfluss auf die Calciumhomdostase hat.
Eine alleinige Gabe von IbTX erbrachte keine signifikante Anderung im
Vergleich zur Kontrolle. In der folgenden Abbildung 5 sind die Ergebnisse

graphisch dargestellt.
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Abb.5: Einfluss des BKc, auf die IL-1BR-induzierte NO-Synthese von
HUVEC

IL-1R3 fihrt zu einer Steigerung der endothelialen NO-Synthese auf 151% der
Kontrolle. Durch gleichzeitige Inhibition des BKc, mit IBX betragt die Steigerung
lediglich 108% der Kontrolle.

Alle Daten sind als Mittelwerte + SEM dargestellt, Messzeitpunkt nach 60 min.

n=5; * p <0.05 vs control, # p < 0.0.5 vs IL-13; IL-1% [10 ng/ml], IbTX [100 nmol/l]
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3.4 Messung der reaktiven Sauerstoff Spezies (ROS)

3.4.1 Einfluss von IL-1R auf die zellullare ROS-Synthese

Die Synthese von reaktiven Sauerstoffspezies ist ein wesentlicher Faktor der
endothelialen Dysfunktion. Untersuchungen zeigen zum Beispiel fur das
inflammatorische Thrombin eine Aktivierung der ROS-Synthese [66]. Um die
Wirkung von IL-13 auf die ROS-Synthese zu untersuchen, erfolgte eine
Messreihe mit dem Fluoreszenzfarbstoff DCF. Die Messungen erfolgten nach
15 Minuten. Durch Stimulation der Zellen mit IL-13 konnte eine signifikante
Steigerung der DCF-Fluoreszenz von 141% im Vergleich zur Kontrolle
gemessen werden. IL-1R ist also ein weiterer Aktivator der ROS-Synthese.

Das Ergebnis ist in der folgenden Abildung 6 graphisch dargestellt.
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Abb.6: Messung der ROS-Synthese mittels DCF nach Stimulation mit IL-
1R
IL-13 fohrt zu einer signifikanten Steigerung der ROS-Synthese auf 141% im

Vergleich zur Kontrolle.

Alle Daten sind als Mittelwerte + SEM dargestellt, Messzeitpunkt nach 60 min
n=5; * p <0.05 vs control; IL-13 [10 ng/ml]
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3.4.2 Einfluss des BKca, des intrazellularen Calciums und der NADPH-
Oxidase auf die IL-1R-induzierte ROS-Synthese

Da IL-1R zu einer Steigerung der ROS fuhrt, interessiert nun, wie sie zustande
kommt. Werden die HUVEC sowohl mit IL-1R, als auch mit IbTX stimuliert,
zeigt sich eine signifikante Reduktion der IL-13-induzierten ROS-Synthese auf
105%. Bei gleichzeitiger Stimulation der Zellen mit IL-13 und DPI erfolgt eine
signifikante Reduktion auf 111% im Vergleich zur IL-1R3-stimulierten
Kontrollgruppe. Die IL-1R-induzierte ROS-Synthese ist also abhangig vom
BKca und von der NADPH-Oxidase. Auch konnte ich zeigen, das die Bindung
von intrazelluldarem Calcium mittels BAPTA zu einer ebenfalls signifikanten
Reduktion der ROS-Synthese auf 70% fuhrt. Die Messung erfolgt 60 Minuten
nach Stimulation. Die alleinige Gabe von IbTX, DPI und BAPTA erbringt keine
signifikante Veranderung im Vergleich zur Kontrolle. Die Ergebnisse der

Untersuchungen sind in der folgenden Abbildung 7 graphisch dargestellt.
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Abb.7: Einfluss des BKc. der NADPH-Oxidase und des intrazellularen
Calciums auf die IL-1BR-induzierte ROS-Synthese

Der BKca, gehemmt durch IbTX, fihrt zu einer Reduktion auf 105%, die Hemmung
der NADPH-Oxidase zu einer Reduktion auf 111%, die Bindung des intrazellularen
Calciums auf 70% der nicht-stimulierten Kontrollgruppe.

Alle Daten sind als Mittelwerte + SEM dargestellt, Messzeitpunkt nach 60 min.

n=5; * p <0.05 vs control, # p < 0.0.5 vs IL-1R; IL-18 [10 ng/ml], IbTX [100 nmol/l] DPI
[5 um], BAPTA [10 ymol/l]
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3.5 Messung der Adhasion von U-937-Monozyten an HUVEC mittels
Tritium-Thymidin-Uptake

3.5.1 Einfluss der Adharenz von U-937-Monozyten an HUVEC nach
Stimulation mit IL-1R

Bei der Arterioskleroseentstehung ist die monozytare Adhasion an
Endothelzellen ein bedeutender Schritt. In den folgenden Versuchen wird die
von anderen Autoren gezeigte Adhasionssteigerung durch IL-113 bestatigt und
die Bedeutung des BKc, unter 3.5.2 in diesem Geschehen herausgestellt. Die
Messung der Adhasion von U-937 an HUVEC erfolgt mittels Tritium-Thymidin-
Uptake nach einer Inkubation von 4 Stunden. Es wird gezeigtm, dal} die
Stimulation von HUVEC mit IL-1 zu einer deutlich gesteigerten Adhasion von
476 % im Vergleich zur Kontrollgruppe fuhrt. Die Ergebnisse werden in der

folgenden Abbildung 8 graphisch dargestellt.
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Abb.8: Einfluss von IL-1R auf die monozytare Adhasion durch
Stimulation der HUVEC im Tritium-Thymidin-Uptake

IL-1% fUhrt zu einer signifikanten Adhasionssteigerung auf 476% im Vergleich zur
unstimulierten Kontrolle.

Alle Daten sind als Mittelwerte + SEM dargestellt.

n=3; * p <0.05 vs control; IL-13 [10 ng/ml]
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3.5.2 Rolle des BKc, bei der gesteigerten Adhasion von U-937-Monozyten
an HUVEC nach Stimulation mit IL-1R

Die vorangestellte Erkenntnis der gesteigerten Adhasion von Monozyten an
Endothelzellen ist gut etabliert. Im folgenden Versuch wird dargestellt, das der
BKca wesentlichen Einfluss auf dieses Geschehen hat. Wird der BKc¢, durch
Gabe von IbTX blockiert, wird die Adhasionssteigerung der HUVEC von 476%
auf 204% der Kontrolle supprimiert. Diese neue Rolle des BK¢, weist auf eine
Bedeutung bei der Signaltransduktion der durch IL-13 induzierten Adhasion
hin. Die Ergebnisse werden in der folgenden Abbildung 9 graphisch
dargestellt. Die alleinige Gabe von IbTX erbrachte mit 103 % keine signifikante

Veranderung im Vergleich zur Kontrolle.
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Abb.9: Einfluss des BKc, auf die IL-1B-induzierte Adhasion von U-937
Monozyten an HUVEC im Tritium-Thymidin Uptake

Durch Hemmung des BK¢, mit IbTX wird die Adhasionssteigerung durch IL-13 auf
204 % der unstimulierten Kontrolle gesenkt.

Alle Daten sind als Mittelwerte + SEM dargestellt.

n=3; * p <0.05 vs control, # p < 0.0.5 vs IL-1; IL-1R [10 ng/ml], IbTX[100 nmol/I]
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3.6 Messunq der Adhiasion von U-937-Monozyten an HUVEC mittels
BCECF-Adhasionsassay

3.6.1 Einfluss auf die monozytare Adhasion durch mit Interleukin-18
stimulierte HUVEC

Bereits im vorangestellten Versuch wird die Adhasionssteigerung durch IL-13
von U-937-Monozyten an HUVEC gezeigt. Im folgenden Versuch wird mittels
einer zweiten Methode das Resultat bestatigt. Die Messung mittels BCECF
erfolgt nach einer Inkubation von 4 Stunden. Es wird gezeigt, dal® die
Stimulation von HUVEC mit IL-13 zu einer signifikant gesteigerten Adhasion
von 120% im Vergleich zur Kontrollgruppe fuhrt. Die Ergebnisse werden in der

folgenden Abbildung 10 graphisch dargestellt.
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Abb.10 : Einfluss von IL-1R auf die monozytare Adhasion im BCECF-
Adhasionsassay nach Stimulation der HUVEC

IL-1R fUhrt zu einer signifikanten Adh&sionssteigerung auf 120% im Vergleich zur
unstimulierten Kontrolle.

Alle Daten sind als Mittelwerte + SEM dargestellt.

n=3; * p <0.05 vs control; IL-13 [10 ng/ml]
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3.6.2 Rolle des BKca bei der gesteigerten Adhasion an mit IL-1R
stimulierten HUVEC

Es wird gezeigt, dal’d die durch IL-113 induzierte Adhasionssteigerung von

U-937-Monozyten an HUVEC durch [bTX signifikant auf 111% der
unstimulierten Kontrolle reduziert wird, also abhangig ist vom BKcs. Hiermit
wird das aus dem BCECF-Adhasionsassay ermittelte Resultat bestatigt. Die
Ergebnisse werden in der folgenden Abbildung 11 graphisch dargestellt. Die
alleinige Gabe von IbTX erbrachte keine signifikante Veranderung im

Vergleich zur Kontrolle.
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Abb.11: Messung der Adhasion von U-937-Monozyten an mit IL-1R-
stimulierten HUVEC mittels BCECF-Adhasionsassay; Einfluss des BKc,
Durch Hemmung des BK¢, mit IbTX wird die Adhasionssteigerung von 120% auf
111% der Kontrolle gesenkt.

Alle Daten sind als Mittelwerte + SEM dargestellt.

n=3; * p <0.05 vs IL-163; IL-1B [10 ng/ml], IbTX [100 nmol/I]

3.6.3 Rolle der NADPH-Oxidase und der endothelialen NO-Synthase bei

der IL-1B induzierten Adhasion von Monozyten

Die NADPH-Oxidase und die endotheliale NO-Synthase sind Enzyme, denen
in der Arterioskleroseentstehung eine wesentliche Rolle durch Bildung von

Radikalen zukommt. Im Folgenden wird |hre Bedeutung im Rahmen der IL-13-
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induzierten  Adhasionssteigerung mit dem  BCECF-Adhasionsassay
untersucht. Es wird gezeigt, dal3 die Steigerung der Adhasion durch IL-13
durch den NADPH-Oxidase-Hemmestoff DPI signifikant auf 115 % der Kontrolle
gesenkt werden kann. Der eNOS-Inhibitor L-NMMA fuhrt zu einer Senkung
der Adhasion auf 106 % der Kontrollmessung. Sowohl die NADPH-Oxidase,
als auch die eNOS scheinen bei der IL-1B-induzierten Adhasionssteigerung
beteiligt zu sein. Die Ergebnisse sind in der folgenden Abbildung 12 graphisch
dargestellt. Die alleinige Gabe von DPl oder L-NMMA flhrte zu keiner

signifikanten Veranderung im Vergleich zur Kontrolle.
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Abb.12: Messung der Adhasion von U-937-Monozyten an mit IL-1R
stimulierten HUVEC mittels BCECF-Adhasionsassay; Einfluss der
NADPH-Oxidase und der eNOS

Durch Hemmung der NADPH-Oxidase mit DPI wird die Adh&sionssteigerung durch
IL-113 auf 115%, bei Hemmung der eNOS durch L-NMMA auf 106 % der Kontrolle
reduziert.

Alle Daten sind als Mittelwerte + SEM dargestellt.

n=3; * p <0.05 vs control, # p < 0.0.5 vs IL-1B; IL-1R [10 ng/ml], DPI [5 pm], L-NMMA
[300 pmol/1]
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3.7 Messunq der zellularen Adhasionsmolekiile I-CAM und V-CAM auf

HUVEC mittels Durchflusszytometrie

3.7.1. Einfluss von IL-1R auf die Expression des interzellularen
Adhasionsmolekiils I-CAM

Die Bedeutung zellularer Adhasionsmolekile fur die Adhasion von Monozyten
an Endothelzellen ist gut etabliert [80]. Die Messung des Einflusses von IL-113
auf die Expression des interzellularen Adhasionsmolekuls [-CAM erfolgt
mittels Durchflusszytometrie. Durch Stimulation der HUVEC mit IL-113 kann
eine Steigerung der Expression von |-CAM im Vergleich zur Kontrolle
gemessen werden. Diese Steigerung konnte durch IbTX signifikant reduziert
werden. Auch eine Hemmung der NADPH-Oxidase durch DPI fuhrte zu einer
starken Hemmung der IL-1B-induzierten Expression, ebenso wie die
Hemmung der eNOS durch L-NMMA und der Bindung des intrazellularen
Calciums durch den Calciumchelator BAPTA. Die alleinige Gabe von IBX,
DPI, L-NMMA sowie BAPTA brachte keine signifkante Veranderung im
Vergleich zur Kontrolle und wird in der Abbildung nicht gezeigt. Die
Untersuchung zeigt, dal} die in den Vorversuchen nachgewiesene IL-103
induzierte Adhasionssteigerung zumindest teilweise Uber das interzellulare
Adhasionsmolekil I-CAM ermdglicht wird. Hierbei scheint der BKc, ebenso
eine Rolle zu spielen, wie die Radikalbildner NAPDH-Oxidase und eNOS,
sowie das intrazellulare Calcium. Die Ergebnisse der Untersuchungen sind in

der folgenden Abbildung 13 graphisch dargestellt.
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Abb.13: Messung der IL-1R induzierten I-CAM-Expression von HUVEC;
Einfluss des BKca, der NADPH-Oxidase, der eNOS und des
intrazellularen Calciums

Alle Daten sind als Mittelwerte + SEM dargestellt.

n=3; * p <0.05 vs control, # p < 0.0.5 vs IL-103; IL-13 [10 ng/ml], IbTX [100 nmol/I] DPI
[5 um], BAPTA [10 umol/I], L-NMMA [300 pymol/l]

3.7.2 Einfluss von IL-1R auf die Expression des zellularen
Adhasionsmolekiils V-CAM

Durch Stimulation der HUVEC mit IL-1R konnte eine signifikante Steigerung
der Expression des vaskularen Zelladhasionsmolekuls V-CAM im Vergleich
zur Kontrolle gemessen werden. Diese Steigerung konnte durch [bTX
signifikant reduziert werden. Auch eine Hemmung der NADPH-Oxidase durch
DPI flhrte zu einer starken Hemmung der IL-1R-induzierten Expression,
ebenso die Hemmung der eNOS durch L-NMMA und Bindung des
intrazelluldaren  Calciums durch den Calciumchelator BAPTA. Die
Untersuchung bestatigt, dall die in den Vorversuchen gezeigte IL-1B3-
induzierte Adhasionssteigerung auch Uber das vaskulare zellulare
Adhasionsmolekil V-CAM ermdglicht wird. Hierbei scheint der BKc¢a ebenso
eine Rolle zu spielen, wie die Radikalbildner NAPDH-Oxidase und eNOS,

sowie das intrazellulare Calcium. Die alleinige Gabe von IBX, DPI, L-NMMA
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sowie BAPTA brachte keine signifkante Veranderung im Vergleich zur
Kontrolle und wird in der folgenden Abbildung nicht gezeigt. Die Ergebnisse

der Untersuchungen sind in der folgenden Abbildung 11 graphisch dargestellt.
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Abb. 14: Messung der IL-1B-induzierten V-CAM-Expression von HUVEC;
Einfluss des BKc., der NADPH-Oxidase, der eNOS und des
intrazellularen Calciums

Alle Daten sind als Mittelwerte + SEM dargestellt.

n=3; * p <0.05 vs control, # p < 0.0.5 vs IL-1; IL-1R [10 ng/ml], IbTX[100 nmol/l] DPI
[5 um], BAPTA [10 umol/l], L-NMMA [300 pmol/I]
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4. Diskussion

In den letzten drei Jahrzehnten wissenschaftlicher Forschung stellte sich
zunehmend heraus, dal} das Gefassendothel nicht allein die Funktion hat, Blut
in der Gefaldstrombahn zu halten, sondern viele regulatorische Funktionen
wahrnimmt. Es tragt im physiologischen Zustand dazu bei, den Vasotonus zu
regulieren und Zellen des Immunsystems Uuber an der Zelloberflache
exprimierte Adhasionsmolektle anzulocken und zwischen den Endothelzellen
in den subendothelialen Raum passieren zu lassen. Hiermit ermdglicht es der
Endothelzelle, die im Blut zirkulierenden Immunzellen an den Ort des Korpers
gelangen zu lassen, an dem sie bendtigt werden, zum Beispiel bei einer
lokalen Entzindungsreaktion, bei der Leukozyten am Ort des Geschehens flr
die Abwehrreaktion bendtigt werden.

Auch an der Entstehung der Arteriosklerose ist das Endothel beteiligt. Hier
kommt es durch Ablagerungen im subendothelialen Raum zu einer
Stenosierung, Verhartung und Veranderung der Oberflachenstruktur der
Gefasswand (Plaquebildung). Diese ist das pathophysiologische Korrelat der
in der westlichen Welt am haufigsten zum Tode fuhrenden Erkrankungen, wie
dem Herz- oder Hirninfarkt [6]. Verschiedene Faktoren, wie z.B. erhodhter
Scherstress bei arterieller Hypertonie, inhalative toxische Stoffe und auch eine
hohe Konzentration an korpereigenen, entzindungsfordernden Molekilen wie
Zytokinen fuhren zu einer Uberschielenden, unkontrollierten Reaktion des
Endothels. Eines der potentesten Zytokine ist das Interleukin-13 [15,32]. Es
wird von verschiedenen Zellen produziert, wie z.B. Monozyten, Lymphozyten
und Endothelzellen und wirkt auf die meisten Zellen ein, die im
inflammatorischen Geschehen eine Rolle spielen. Die Bedeutung des
Endothels in der Arterioskleroseentstehung konnte von verschiedenen
Arbeitsgruppen gezeigt werden [32,47]. Insbesondere ist hier eine gesteigerte
Expression von Adhasionsmolekilen zu erwahnen, die zur Bindung von
Monozyten aus dem Blut an das Endothel fuhrt [5]. Diese Monozyten wandern
in den subendothelialen Raum ein und stellen nach Aufnahme von oxidiertem
LDL-Cholesterin, welches gemeinsam mit anderen Faktoren zum Zelltod fuhrt,
das Korrelat der arteriosklerotischen Plaque dar [16,38] Der exakte

Signaltransduktionsweg, Uber den IL1-3  zur  Expression von
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Adhasionsmolekilen fuhrt, bedarf noch weiterer wissenschaftlicher
Untersuchungen. Eine Moglichkeit besteht in der Steigerung des
intrazellularen Calciums [64].

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, die Rolle eines fur die Regulation des
intrazellularen Calciums wichtigen Kaliumkanals, des calciumabhangigen
Kaliumkanals mit hoher Leitfahigkeit (BKca), bei der IL-1B-induzierten
Arterioskleroseentstehung durch gesteigerte Adhasion von Monozyten an das
Endothel zu untersuchen. Es wurden in diesem Rahmen Erkenntnisse uber
die Auswirkung von IL-1R auf das Membranpotential, das intrazellulare
Calcium, die Radikalbildung, die NO-Synthese, die Expression von zellularen
Adhasionsmolekilen an HUVEC (humanen umbilikalen vendsen
Endothelzellen) und die daraus folgende Adhasion von Monozyten an HUVEC

gewonnen.

Zunachst eine kurze Zusammenfassung der Ergebnisse zur Verdeutlichung:
IL-13  fUhrt Ober eine Aktivierung des BKca der HUVEC zu einer
Hyperpolarisation der Zellmembran. Dieser Hyperpolarisation folgt ein Anstieg
des intrazellularen Calciums unter Beteiligung des BKca und der NADPH-
Oxidase. Auch die Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) und
Stickstoffmonoxid (NO) ist durch IL-1R induzierbar und abhangig vom BKc..
Hierbei haben bei der Bildung von ROS die NADPH-Oxidase und das
intrazellullare Calcium eine wichtige Bedeutung. Bei der Adhasion von
Monozyten an HUVEC spielen IL-13 und der BKc, eine wesentliche Rolle.
Diese gesteigerte Adhasion wird durch die zellularen Adhasionsmolekule
[-CAM und V-CAM vermittelt.

Der durch IL-1R induzierte Anstieg des intrazellularen Calciums scheint also,
abhangig vom BKca , zu einer V-CAM und |-CAM-vermittelten Adhasion von

Monozyten an Endothelzellen zu fUhren.

Die hier aufgefuhrten Ergebnisse zeigen eine deutliche Hyperpolarisation der
HUVEC durch Stimulation mit IL-1R. Es existieren bisher keine
Veroffentlichungen Uber den Einfluss von IL-13 auf das Membranpotential von
endothelialen Zellen. Bekannt ist, das IL-1 bei einer Vielzahl humaner und

animaler Zellen zu einer Hyperpolarisation flihrt. Salter et al. zeigten in ihren
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Versuchen eine IL-1R-induzierte Hyperpolarisation bei humanen Knochen-
zellen (HBC), bei der die Aktivierung des SKca beteiligt ist [58]. Tabarean et al.
beschriecben eine durch IL-13 hervorgerufene Hyperpolarisation in
hypothalamischen Neuronen von Mausen, hervorgerufen durch eine
Aktivierung spannungsabhangiger Kalium-Kanale [59].

Gegenstand unserer Untersuchungen war der BKca. Er spielt eine wesentliche
Rolle bei der Regulation des Membranpotentials und der Konzentration des
intrazellularen Calciums und wird von den meisten, frisch isolierten,
kultivierten Endothelzellen exprimiert [50]. Kommt es zu seiner Aktivierung, so
stromt Kalium aus der Zelle. Die resultierende Hyperpolarisation ist treibende
Kraft fur den Calciumeinstrom, also der Erhdhung des intrazellularen
Calciums.

Kuhlmann et al. und Wiecha et al. konnten den BKc, auf HUVEC eindeutig
mittels der patch-clamp-Technik identifizieren. So konnte die fir den BKc,
typische Leitfahigkeit von 100-250 pS gezeigt werden, der Nachweis der
Spannungsabhangigkeit und eine calciumabhangige Zunahme der Aktivitat
[60]. Komplettiert wird die lonenkanalcharakterisierung durch die Messungen
mit Iberiotoxin (IbTX). Das Skorpiongift IbTX ist in der Literatur von diversen
Autoren als ein hochspezifischer Blocker des BK¢a beschrieben worden und
ermadglicht somit, den Kanal selektiv zu untersuchen [50,55].

Unsere Untersuchungen konnten eine Beteiligung des BKc, an der durch IL-
1R-induzierten Hyperpolarisation von HUVEC aufzeigen. Auch fir andere
proinflammatorische Substanzen konnte eine Aktivierung des BKc, an HUVEC
nachgewiesen werden. Kuhlmann et al. dokumentierten mit der patch-clamp-
Methode eine Erhéhung der Offnungswahrscheinlichkeit des BKc, durch ox-
LDL und Lysophosphatidylcholin (LPC), die wesentlich an der
Arterioskleroseentstehung beteiligt sind [60]. Die Erkenntnis einer Beteiligung
von Kaliumkanédlen bei der durch inflammatorisch wirkende Substanzen
ausgelosten Hyperpolarisation ist insgesamt gut etabliert.

Es existieren mehrere bekannte Aktivierungsprinzipien des BKcg,. Der
Mechanismus der Kanalaktivierung durch IL-13 ist unklar. Denkbar ist zum
einen die direkte Aktivierung Uber IL-1R oder die indirekte Aktivierung uber
Erhdhung des intrazellularen Calciums und Aktivierung des Kanals uber

Besetzung des ,Calcium-bowl“, der BKca -eigenen, intrazellularen
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Calciumbindungsstelle.  Bekannt ist weiterhin die Erhohung der
Offnungswahrscheinlichkeit des BKc, durch Anderung des Membranpotentials
[72,65].

Der Anstieg des intrazellularen Calciums ist ein wesentlicher Bestandteil vieler
in der Zelle ablaufender Signalkaskaden und wird durch eine Vielzahl von
Stimuli ausgeldst. Die Regulation des elektrochemischen Gradienten wird uber
lonenkanale wie den BKc, gesteuert. Durch seine Aktivierung kommt es zu
einer Hyperpolarisation, die treibende Kraft ist fur den Einstrom des Calciums
in die Zelle [58].

Die durchgefuhrten Experimente mit dem Fluoreszenzfarbstoff FURA-2AM
zeigen einen signifikanten Anstieg des intrazellularen Calciums auf 128 % der
Kontrolle zum Zeitpunkt 35 Minuten nach Stimulation mit IL-13. Dieser Anstieg
kann durch Blockade des BKca mit IbTX weitestgehend inhibiert werden. Eine
Aktivierung des BKca durch IL-113 ist also malRgebend fur den Anstieg des
intrazellularen Calciums durch Einstrom von extrazellularen Calciums. Sowohl
die IL -1B-induzierte Hyperpolarisation, als auch seine Abhangigkeit vom BKc,
werden in dieser Arbeit erstmalig beschrieben. Noch zu klaren ist, wie es zur
Aktivierung des BKca kommit.

Untersuchungen mit anderen Stimulantien, wie z.B. mit Apigenin, von Erdogan
et al. zeigen einen vom BKc, abhangigen Anstieg des intrazellularen Calciums
mit einem Calcium-Peak nach etwa 1 Min. und einer folgenden, flacheren
Plateauphase [86]. Es wird gezeigt, dal® der erste, steile Anstieg durch
Xestospongin C, einem potentem Hemmer des Inositoltriphosphat-sensitiven
Calciumfreisetzungskanals des endoplasmatischen Retikulums, unterbunden
wird. Schlussfolgernd wird ein Mechanismus postuliert, der Uber eine
Freisetzung von Calcium aus dem endoplasmatischen Retikulum tber Inositol-
triphosphat zu einer Aktvierung des BKc, fuhrt.

Bei der Stimulation mit IL-1R konnte dieser steile Anstieg nicht gefunden
werden. Es ist zu vermuten, dal} die Aktivierung des BKcga durch einen
anderen Mechanismus, unabhangig vom endoplasmatischen Retikulum
hervorgerufen wird.

Chang et al. konnten in Messungen mit dem Fluoreszenzfarbstoff Fluo-3
zeigen, das IL-113 zu einer Erhdhung des intrazellularen Calciums in renalen

Mesangiumzellen fuhrt [64]. Eine Erhdhung des intrazellularen Calciums,
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gemessen mit FURA-2AM, Uuber Aktivierung des IL-1r durch IL-13 in
Astrozyten wird von Pita et al. beschrieben [61]. Benedetti et al. konnten eine
direkte Erhohung des intrazellularen Calciums durch die IL-1R3-Wirkung am IL-
1-r bei See-Brassen zeigen, dies allerdings in Versuchen mit Saugetierzellen
nicht bestatigen [62]. Der Mechanismus der Aktivierung des BK¢, durch IL-103,
der zur Erhéhung des intrazellularen Calciums fuhrt, ist nicht eindeutig zu

benennen und muss Gegenstand weiterer Untersuchungen sein.

Weiterhin zeigen meine Untersuchungen, dal} der Anstieg des intrazellularen
Calciums durch Blockade der NADPH-Oxidase unterbunden wird. Dies deckt
sich nicht mit den von Brakemeier et al. veroffentlichten Ergebnissen ihrer
Experimente an Schweineendothel, die keinen Zusammenhang zwischen
ROS-Synthese und durch den BKc, induziertem Ca?* Anstieg fanden [87]. Wie
der von mir gezeigte Zusammenhang zwischen der NADPH-Oxidase und dem
Anstieg des intrazellularen Calciums zustande kommt, wird Gegenstand
weiterer Untersuchungen sein. Qinghua et al. konnten nachweisen, dal} es bei
humanen aortalen Endothelzellen zu Oszillationen des intrazellularen
Calciums durch Histamin-induzierte Aktivierung der NADPH-Oxidase kommit.
Diese Oszillationen werden auf eine erhohte Empfindlichkeit des
endoplasmatischen Retikulums auf Inositoltriphosophat, durch ROS bedingt,
zurlckgefuhrt. Auch diesen Mechanismus werden wir noch weiter
untersuchen muissen. Der Zusammenhang zwischen ROS und dem
intrazellularen Calcium ist zum einen bezuglich des pathophysiologischen
Geschehens interessant, zum anderen wird von einigen Autoren auch eine

Rolle der ROS in der physiologischen Signaltransduktion postuliert [74].

Reaktive Sauerstoffspezies, kurz ROS sind eine Familie sauerstoffhaltiger
Molekule. Die Erkenntnis, dafl3 ihre Anhaufung in aeroben Zellen wesentlich
zur Entstehung der endothelialen Dysfunktion und somit arteriosklerotischer
Prozesse beitragt, ist seit einigen Jahren gut etabliert [15,16].

Es existieren verschiedene Quellen der endothelialen ROS, z.B. die
mitochondriale Atmung, der Arachidonsauremetabolismus, Lipoxygenasen

und Cyclooxygenasen, Xanthin-Oxidasen und die NADH/NADPH-Oxidasen.
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Besonders fur die NADH/NADPH-Oxidasen existieren zahlreiche
Unersuchungen, die eine Aktivierung durch z.B. Cytokine zeigen [16].

Meine DCF-Fluoreszenz-Untersuchungen lassen einen starken Anstieg der
ROS nach Stimulation mit IL-1} auf ca. 140% der Kontrolle nach 60 Minuten
erkennen. Durch Reduktion der IL-1R-induzierten ROS-Synthese mittels DPI
konnte ich nachweisen, das diese auf die NADPH-Oxidase zurlckzufuhren ist.
Da die IL-1R-induzierte ROS—-Produktion trotz Inhibierung der NADPH-
Oxidase immer noch 10% uUber der Kontrolle liegt, werden mdglicherweise
auch weitere ROS-Produzenten durch IL-1R aktiviert.

Dongli et al. konnten in retinalen Pigmentzellen ebenfalls eine NADPH-
abhangige Steigerung der ROS-Synthese durch IL-13 zeigen. Allerdings fiel
an den retinalen Zellen die ROS-Steigerung mit ca. 115% im Vergleich zur
Kontrolle wesentlich geringer aus [72]. De Keulenaer et al. zeigten eine
Aktivierung der NADPH-Oxidase an glatten Gefassmuskelzellen durch TNF-
alpha und eine Aktivierung durch auf Endothelzellen ausgelbten Shear-Stress
[65]. Holland et al konnten eine Aktivierung der NADPH-Oxidase durch
Thrombin nachweisen [66].

Auch zeigen meine Untersuchungen, dal} der Anstieg der ROS durch eine
Komplexbildung des intrazellularen Calciums mit BAPTA unterbunden wird.
Schaefer et al. fanden eine Abhangigkeit der Cyanid-induzierten ROS-
Synthese bei HUVEC vom intrazellularen Calcium, welches durch Aktivierung
des BKca erhoht war. Dies wird als Hinweis auf eine Beteiligung der
mitochondrialen ROS-Synthese gewertet [73]. Granfeldt et al. postulieren an
neutrophilen Granulozyten einen Mechanismus, bei dem neben dem
kapazitativen Calciumeinstrom in die Zelle zusatzlich La** und La**-sensitive
Calciumkanale an der Aktivierung der intrazellularen NADPH-Oxidase beteiligt
sind [88]. Der bereits oben beschriebene Zusammenhang zwischen dem
intrazellularen Calcium und reaktiven Sauerstoffspezies wird erneut
aufgezeigt. Neben der NADPH-Oxidase scheinen auch andere ROS-
Produzenten eine Rolle zu spielen.

Die von mir beschriebenen Ergebnissen reihen sich in die Erkentnisse uber
die Bedeutung von IL-1 und seine Auswirkung auf die Calcium-induzierte
ROS-Synthese durch die NADPH-Oxidase gut ein. Allerdings ist der

Zusammenhang zwischen dem intrazellluldren Calcium und der Bildung
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reaktiver Sauerstoffspezies nicht vollstandig geklart und grofRtenteils
spekulativ. In Anbetracht dieser Ergebnisse ist anzunehmen, dal} hier eine
wechselseitige Beeinflussung vorliegt.

Neu ist die Erkenntnis der Bedeutung des BKc, in diesem Geschehen. Es
existieren meines Wissens keine Veroffentlichungen, die auf eine Rolle des
BKca bei der IL-1R-induzierten ROS-Produktion hinweisen. Somit wird in dieser

Arbeit erstmals dieser Zusammenhang beschrieben.

Stickstoffmonoxid wird von vielen verschiedenen Zellen, wie Endothelzellen,
Monozyten, Neuronen und Hepatozyten produziert. Seine Synthese wird in
allen Zellen gleichermalien durch das Enzym NO-Synthase gewahrleistet.
Hierbei wird NO durch Konversion von L-Arginin zu L-Citrullin freigesetzt. Das
endothelial synthetisierte NO tragt zur systemischen und lokalen
Vasodilatation bei, die Teil einer durch IL-13 herbeigeflhrten,
inflammatorischen Reaktion ist, z.B. beim septischen Schock [67]. Bei der
Entstehung der endothelialen Dysfunktion kommt es bei der endothelialen NO-
Synthase (eNOS ) z.B. durch Abwesenheit von L-Arginin, dem Grundsubstrat,
aus dem NO synthetisiert wird sowie anderen Faktoren, wie Mangel an
Tetrahydrobiopterin, das die eNOS als Cofaktor bendtigt, zu einer
Entkopplung. Die Entkoppelung fuhrt dazu, dal} die eNOS anstelle von NO
ROS produziert, wie 0% und H,O, [84]. Unsere Untersuchungen mit dem
Fluoreszenzfarbstoff DAF zeigen eine potente Aktivierung der endothelialen
NO-Synthese durch IL-13 auf circa 150 % der Kontrolle. Dies deckt sich mit
den von Rosenkranz et al. beschriebenen Ergebnissen an HUVEC [69]. Er
zeigte zusatzlich, dal® die durch Zytokine induzierte Steigerung des
endothelialen NO durch die eNOS abhangig ist vom intrazellularen Calcium.
Da in unseren Untersuchungen die Hemmung des BKc,, welcher ja
entscheidenden Anteil an der Regulation des intrazellularen Calciums hat, zu
einer Reduktion des durch IL-1R herbeigefuhrten NO-Anstiegs fuhrt, ist ein
Zusammenhang plausibel. Allerdings zeigen andere Verodffentlichungen
durchaus heterogene Erkentnisse. So finden Suzschek et al. bei der
Aktivierung durch andere proinflammatorische Zytokine, wie TNF-alpha bei
aortalen Endothelzellen von Ratten eine von Calcium unabhangige Aktivierung

der NO-Synthese [70]. Diese Differenzen kdénnen zum einen auf die
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unterschiedlichen Zellen zurlckzufihren sein, zum anderen auf die
Verwendung eines anderen Zytokins.

Wie bereits erwahnt, kann die eNOS z.B. bei Substratmangel von L-Arginin
ROS synthetisieren. Da wir in unseren DAF-Messungen lediglich die
endotheliale NO-Synthese untersuchen und nicht die ROS-Produktion, kann
der Anteil der eNOS bei der ROS-Produktion nicht klar herausgestellt werden.
In Anbetracht der Beobachtungen der zitierten Veroffentlichungen kann ihre
Beteiligung bei der ROS-Synthese aber vermutet werden [68,69].
Interessanterweise zeigten Brakemeier et al. [87], dal} der BKca durch NO
aktiviert, durch ROS aber dosisabhangig inaktiviert wird. Cooke et al.[71]
zeigten auch durch H20, eine Aktivierung des BKca. Ob es sich hier um einen
selbst unterhaltenden Zyklus zwischen ROS und NO mit dem BKc, handelt,

wird Gegenstand weiterer Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe sein.

In der frihen Phase der Arterioskleroseentstehung kommt es durch
verschiedene Faktoren zur gesteigerten Adhasion von Monozyten an
Endothelzellen. Ross sprach bereits in den achtziger Jahren die ,response to
injury Theorie [8]. Diese besagt, dall die Arteriosklerose Resultat
verschiedenartiger Zellverletzungen ist, wie zum Beispiel des Scherstress,
durch zirkulierende, das Endothel schadigende Substanzen, durch Diabetes
mellitus, Nebenprodukte des Zigarettenrauches, Cholesterin, etc.. All diese
schadigenden Faktoren fuhren zu einem gesteigerten
Inflammationsgeschehen, welches die Zelle dazu veranlalt,
Adhasionsmoleklle zu exprimieren [5]. Die gesteigerte Adhasion fuhrt zum
,rolling® der Leukozyten; die Monozyten verlangsamen am Endothel ihre
Geschwindigkeit und werden an der Endotheloberflache fixiert. Anschliel3end
wandern sie zwischen den Endothelzellen hindurch in den subendothelialen
Raum. Dort nehmen sie oxidierte LDL-Partikel Uber Scavenger-Rezeptoren
auf. Die gewebsstandigen Makrophagen bilden sich zu Schaumzellen aus, die
Korrelat der spater enstehenden arteriosklerotischen Plaque sind [7,8,16].

Entscheidender Faktor ist das individuelle Inflammationsgeschehen, welches
wahrscheinlich dafur verantwortlich ist, das es Patienten gibt, die trotz vieler
vaskularer Risikofaktoren wenig bis keine Arteriosklerose haben und daf}

einige Patienten mit geringem vaskuldaren Risikoprofii an starker
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Arteriosklerose leiden. Einer der bedeutendsten inflammatorischen Substrate
ist das Zytokin IL-113.

Mit zwei unterschiedlichen Methoden konnten wir die Bedeutung des IL-113 flr
die Adhasionssteigerung zeigen. Bei einer Tritium-Thymidin-Uptake konnten
wir eine um das Vielfache gesteigerte Adhasion sehen (470% der Kontrolle).
In einem BCECF-Adhasionsassay konnte mit ca. 120 % die signifikante
Zunahme bestatigt werden. Verschiedene Autoren fanden ebenfalls eine
durch IL-1R-induzierte Adhasionssteigerung: Michael et al. fanden eine
Adhasionssteigerung von U-937 an HUVEC um das etwa 5-fache nach IL-113
Stimulation Uber 4 Stunden mit 5 U/ml in einem Indium-Oxine Adhasionsassay
[75]. Auch Kukreti et al. zeigten eine ahnlich hohe Steigerung der Adhasion
durch IL-13 mit einer Konzentration von 0,1ng/ml nach Inkubation von HUVEC
Uber 4 Stunden [89].

Auch lassen meine Experimente erkennen, dal} die gesteigerte Adhasion
durch Blockade des BKcs mit IbTX zu inhibieren ist. Im Tritium-Thymidin-
Uptake-Experiment zeigte sich eine Reduktion der Adhasion von ca. 470% der
Kontrolle auf ca. 200% der Kontrolle. Bei dem BCECF-Adhasionsassay zeigt
sich ebenfalls eine signifikante Reduktion. Erstmalig kann ich hier die Rolle
des BKc, in der IL-1B-induzierten Adhasion aufzeigen.

Im BCECF-Adhasionsassay konnte ich zusatzlich nachweisen, dal die IL-113-
induzierte Adhasionssteigerung durch Blockade der NADPH-Oxidase und
Blockade der eNOS zu supprimieren ist. Hierbei scheint die eNOS eine
grolRere Rolle zu spielen als die NADPH-Oxidase. Fur die ROS ist eine
Steigerung der Adhasion beschrieben. Lynch et al. zeigten eine durch reaktive
Sauerstoffspezies ausgeldste Adhasionssteigerung von polymorphonuklearen
Neutrophilen an HUVEC um das 2,5-fache. Hierbei war die gesteigerte
Adhasion hauptsachlich abhangig von ICAM-1 [77]. Es existieren keine
Veroffentlichungen, die eine durch NO induzierte Adhasionssteigerung
beschreiben. Da in unseren Versuchen der Anteil der eNOS an der
Adhasionssteigerung starker als der Anteil der NADPH-Oxidase zu sein
scheint, ist zu vermuten, das die eNOS zum Zeitpunkt des Experimentes
teilweise entkoppelt war und zusatzlich ROS produziert hat, die wiederum zur
Adhasionssteigerung fuhrten. Auch fuhren die zum Beispiel von der NADPH-

Oxidase produzierten Radikale zu einer Verklrzung der Halbwertszeit des NO
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[78]. Da bei unseren Radikalmessungen mit DCF keine Inhibition der eNOS
erfolgte, kann der Anteil der ROS-Synthese nicht dargestellt werden und muss

Gegenstand weiterer Untersuchungen sein.

Das oben beschriebene ,rolling“ der Monozyten und die folgende Adharenz an
der Endotheloberflaiche  werden durch die Synthese zellularer
Adhasionsmoleklle ermdglicht. Nachilhrer Expression auf der dem
Gefalslumen zugewandten Zelloberflache flhren zunachst die Selectine zu
einer primaren, lockeren Anbindung der durch den Blutfluss angetriebenen
Monozyten. Es folgt die feste Adhasion, die durch die zellularen
Adhasionsmolekuilen I|-CAM und V-CAM hervorgerufen wird. Sie sind
Gegenstand  meiner  Untersuchungen [5]. Die Bedeutung der
Adhasionsmoleklle fur die Arterioskleroseentstehung konnte von Davies et al.
gezeigt werden, die in Biopsaten menschlicher, arteriosklerosebetroffener
Koronararterien ICAM-1 in nahezu 100% der betroffenen Gefasse und VCAM-
1in ca. 30% der Plaques fanden [79].

In meinen Untersuchungen zeige ich mittels einer DurchfluBzytometrie, daf}
IL-1R3 zu einer gesteigerten Expression von ICAM-1 auf HUVEC von Uber
600% fuhrt. Dustin et al. fanden eine Expressionssteigerung auf das drei- bis
sechsfache nach Stimulation Uber 4 Stunden bei einer IL-1R3-Konzentration
von 10 U/ml auf dermalen Fibroblasten [76]. Chen et al. beobachteten in ihren
Versuchen eine Expressionssteigerung durch IL-13 [10ng/ml] von ca. 140%
der Kontrolle in einer PCR [80]. Ich zeige weiterhin, dal® die
Expressionssteigerung durch IL-13 abhangig ist vom intrazellularen Calcium,
von der Radikalbildung durch die NADPH-Oxidase und der eNOS. Alle drei
Inhibitoren fuhren zu einer signifikanten Reduktion der ICAM-1-Expression.
Barnett et al. beobachteten in HUVEC eine calciumabhangige [-CAM
Expression nach Stimulation mit LPS [82]. Sharma et. al konnten ebenfalls
eine Reduktion des I-CAM-1 durch Inhibierung der NADPH-Oxidase mit DPI
an Thyreozyten zeigen [81]. Radisavljevic et al. beschreiben eine
Abhangigkeit der |-CAM-1 Expression von der NO-Synthese bei
mikrovaskularen Hirnendothelzellen Uber eine Phosphatidylinositol-3-Kinase
abhangige-Kaskade [83]. Erstmalig wird durch diese Versuche die Bedeutung

des BKc, fur die Expression des I-CAM-1 aufgezeigt.
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Bei der Messung des V-CAM-1 mit der DurchfluBzytometrie findet sich eine
Steigerung durch IL-1R auf das Achtfache der Kontrolle. Auch Marui et al.
konnten eine deutliche Expressionssteigerung von V-CAM auf RNA-Ebene
nachweisen [84]. Carlos et al. beobachteten in einem ELISA, dalz V-CAM-1
auf unstimulierten Zellen nicht, nach Stimulation mit IL-13 aber nahezu Uberall
auf HUVEC zu finden ist [85]. Interessanterweise fanden Marui et al.
zusatzlich einen Zusammenhang zwischen der Anwesenheit von Radikalen
und der V-CAM-Expression. So konnten sie mit dem Antioxidans PDTC eine
signifikante Reduktion des IL-13-induzierten V-CAM-Anstiegs erreichen. Dies
deckt sich mit dem von uns gefundenen Ergebnis, da® die Radikalreduktion
durch Blockierung mit der NADPH-Oxidase stark zu reduzieren ist. Auch
Erdogan et al. sahen bei einer Stimulation von HUVEC mit LPS, einem
weiteren, stark proinflammatorischen Zytokin, das die gesteigerte Expression
von V-CAM durch Hemmung der NADPH-Oxidase zu unterbinden ist. Auch
sieht er eine Abhangigkeit vom intrazellularen Calcium, die sich mit den von
uns gefundenen Ergebnissen deckt [86]. Die Hemmung der V-CAM-1-
Synthese durch Blockade der eNOS ist, wie bereits oben beschrieben,
vermutlich auf die Radikalproduktion durch Entkoppelung zurickzufihren. Die
von uns beschriebenen Ergebnisse decken sich gut mit denen anderer
Autoren. Hierbei ist die Erkenntnis, dall es durch proinflammatorische
Substrate, wie IL-1B8, zu einer Uber zellulare Adhéasionsmolekule
hervorgerufenen Adhasionssteigerung kommt, gut etabliert. Auch die Rolle
von Radikalen und des intrazellularen Calciums ist vielfach beschrieben. Bei
der Bedeutung der eNOS finden sich keine ahnlichen Beschreibungen anderer
Autoren. Auf der einen Seite ware eine Beteiligung von NO mdglich, in
Anbetracht der Tatsache, das NO eher einen der Arteriosklerose
entgegenwirkenden Effekt hat aber unwahrscheinlich. Da sich die Ergebnisse
des BCECF-Adhéasionsassays und der FACS-Analyse bezuglich der
Hemmung der eNOS aber decken, ist eine Wirkung wahrscheinlich.
Ursachlich konnte der bereits beschriebene Effekt der Radikalproduktion
durch eine entkoppelte eNOS sein. Weiterhin mul® die Wechselwirkung der
ROS und des NO in Betracht bezogen werden. Hier missen weitere
Untersuchungen folgen, die den Anteil der eNOS an der Radikalproduktion

aufzeigen.
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Vollig neu ist die von mir beschriebene Rolle des BKc, bei der IL-13-
induzierten Adhasion von Monozyten an HUVEC. Wesentlich scheint seine
bedeutende Wirkung in der Homdostase des intrazellularen Calciums zu sein,
welches Ausloser fur etliche intrazellulare Signalkaskaden ist. In unserer
Arbeitsgruppe konnte seine Rolle bereits in einigen Regelkreislaufen
aufgezeigt werden [60,63]. Die Ergebnisse weisen daraufhin, da® der BKc..
Uber die Regulation des intrazellularen Calciums wesentlichen Einfluss auf
das Inflammationsgeschehen hat. Ein Resultat ist die hierdurch
hervorgerufene monozytare Adhasion an Endothelzellen. Unklar verbleibt der
Aktivierungsweg des BKcs. durch IL-18. Denkbar sind unterschiedliche
Mechanismen, begonnen bei der direkten Aktivierung am BKc, und diverse
indirekte Moglichkeiten, wie eine durch den IL-1-Rezeptor ausgeloste
Kaskade, die den Kanal aktiviert. Auch hier missen weitere Untersuchungen
folgen, wie zum Beispiel die Blockierung des IL-1-Rezeptors mit einem

Antagonisten.

Die Ergebnisse zeigen, dall der BKcs ein wesentlicher Baustein
inflammatorischer Signalkaskaden ist. Erstmals wird in dieser Arbeit die
Bedeutung des BKc, bei der IL-1B-induzierten Adhasion von Monozyten an
Endothelzellen gezeigt und stellt damit eine neue Grundlagenerkenntnis dar.
Eine mdgliche klinische Konsequenz aus diesen Ergebnissen mul}
Gegenstand weiterer Forschung sein. So konnte eine medikamentdse
Inhibition des BKca zur einer Reduktion der Arterioskleroseentstehung fuhren.
Eine vollstandige Hemmung mit IbTX erscheint aufgrund der bekannten
toxischen Effekte nicht aussichtsreich. Weitere Substanzen mussen
hinsichtlich einer differenzierteren Modulation des Kanals und der
beschriebenen Regelkreise getestet werden.

Auch weist diese Arbeit auf die Notwendigkeit hin, ein zunehmendes
Verstandnis fur die Kopplung von elektrischen und chemischen Ablaufen in

der Zelle zu gewinnen.
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5. Zusammenfassung:

Zahlreiche Veroffentlichungen der letzten Jahre weisen auf eine wesentliche
Bedeutung des zellularen Inflammationsgeschehens bei der Entstehung der
Arteriosklerose hin. Die Bildung von Radikalen und Einwanderung von
Monozyten aus der Blutstrombahn in den subendothelialen Raum sind
entscheidende Schritte. Das Zytokin Interleukin-1i ist einer der Aktivatoren
dieses Inflammationsgeschehens. Es flhrt zu einer vermehrten zellularen
Radikalbildung und zur Expression von endothelialen Adhasionsmolekulen,
die das Einwandern der Monozyten ermoglichen. Ziel der vorliegenden Arbeit
war es, die Wirkung des Calcium-abhangigen Kaliumkanals mit hoher
Leitfahigkeit (BKca) auf Endothelzellen in diesem Geschehen herauszustellen.
Durch eine Veranderung des elektrochemischen Gradienten Uber der
Zellmembran beeinflusst er die intrazellulare Calciumhomdostase.

In einer DIiBAC-Fluoreszenz-Messung wurde bei Stimulation von HUVEC
(Endothelzellen aus humanen Nabelschnurvenen) mit Interleukin-13 eine
Hyperpolarisation der Zellmembran gemessen, die durch den selektiven BK¢; -
Inhibitor Iberiotoxin verringert wurde. In einer FURA-2AM-Messung wurde
fluoreszenzmikroskopisch ein folgender Anstieg des intrazellularen Calciums
nachgewiesen, der vom BKga abhangig war. Auch wurde mit den
Fluoreszenzfarbstoffen DCF und DAF ein Einfluss des Kanals auf die
Interleukin-1R-induzierte zellulare NO-Synthese und Radikalbildung Uber die
NADPH-Oxidase gezeigt. Der Anstieg des intrazellularen Calciums, der
Radikalen und des NO flhrten zu einer vom BKca abhangigen
Adhasionszunahme von U-937-Monozyten an HUVEC. Dies wurde in einem
BCECF-Adhasionsassay und einer Tritium-Thymidin-Uptake —Untersuchung
ermittelt. Durchflusszytometrisch konnte nachgewiesen werden, dass die
zellularen Adhasionsmolekile I-CAM-1 und V-CAM-1 fur die gesteigerte
Adhasion verantwortlich sind, auch dieses abhangig vom BKca.
Zusammenfassend wurde gezeigt, das Interleukin-13 Uber den BKca zu einer
Hyperpolarisation von HUVEC fuhrt. Dieser folgt Uber eine Veranderung des
elektrochemischen Gradienten ein Anstieg des intrazellularen Calciums, das
die Synthese von NO und Radikalen aktiviert. Eine Uber I-CAM-1 und V-CAM-

1 vermittelte Adhasion von Monozyten an Endothelzellen ist die Folge.
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Erstmalig wurde in dieser Arbeit die wesentliche Bedeutung des BKc, fur diese

Signalkaskade herausgestellt.

Abstract:

Numerous publications in the last years show a considerable impact of
inflammatory cellular action being involved in development of atherosclerosis.
Determining steps are the synthesis of radicals and immigration of monocytes
into the subendothelial layer. One of the main activators of inflammation is the
cytokine Interleukin-13. It induces increase of cellular radicals and expression
of endothelial adhesion molecules that permits adhesion and immigration of
monocytes.

Aim of this study was to investigate the effect of the calcium dependent
potassium channel with large conductancy (BKcs) in Interleukin-1R induced
inflammation. The BKc, influences intracellular calcium homeostasis by
changing the electrochemical gradient of the endothelial cell membrane.

In a DiBAC-fluorescence assay | measured an Interleukin-13-induced
hyperpolarisation of HUVEC (humban umbilical cord vein), that was decreased
by the highly selective BKca inhibitor Iberiotoxin. Subsequently a BKc,
dependent increase of intracellular calcium was observed in a FURA-2AM
fluorescence microscope assay. | also monitored an influence of the BKc, on
the Interleukin-1R-induced NO-synthesis and production of radicals by NADPH
Oxidase. The increase of intracellular calcium, radicals and NO results in a
BKca dependent adhesion of U-937 monocytes to HUVEC. This was detected
in BCECF-adhesions assay and a Tritium thymidine uptake. With a fluorescent
activated cell sorter (FACS) | demonstrated that cellular adhesion molecules
I-CAM-1 and V-CAM-1 are responsible for the BKc, dependent increase of
adhesion.

In conclusion it was shown that Interleukin-13 induces a BKcg, dependent
hyperpolarisation of HUVEC. This is followed by an increase of intracellular
calcium by a change of the electrochemical gradient. This again induces
synthesis of NO and radicals. The result is an I-CAM-1 and V-CAM-1 induced
adhesion of monocytes to the endothelial surface. This publication is the first

showing the important role of BKc;, for this signaling cascade.
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