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1 Einleitung

1.1 Der intrazelluldre Calciumhaushalt und seine Regulation mittels
spannungsabhéngiger Calciumkanéle

1.1.1 Der Calciumhaushalt der Zelle

Eine Vielzahl physiologischer Prozesse wird durch die Verdnderung der
intrazellularen Ca®*- Konzentrationen vermittelt. Zur Kontrolle dieses ubiquitéren
Ca**- Signals setzen die Zellen eine Reihe zelluldrer Transportsysteme ein, die
Ca?* entweder aus dem Cytosol entfernen oder die Konzentration des lons darin
erhdhen kénnen. In Muskelzellen bspw. aktivieren verschiedene Hormone und
Neurotransmitter Kontraktionsprozesse durch die Freisetzung von Ca** aus
intrazelluldren Speichern oder durch Einstrom des lons aus dem Extrazellularraum
(Morales et al., 1997). Aufgrund der unterschiedlichen Ca®*- Verteilung in den
einzelnen Zellkompartimenten werden diese und zahlreiche andere wichtige
zellulare Prozesse ermdglicht, die Regulation der Ca**- Konzentrationen in engen
Grenzen ist daher fir eine intakte Zellphysiologie von enormer Bedeutung. Im
Cytosol herrschen Ca®*- Konzentrationen im 10’ M Bereich vor, wahrend in den
Ca*"- Speichern des endoplasmatischen Reticulums (ER) eine Konzentration von
10° M zu finden ist (Berridge et al., 2003; Berridge, 2006). Da auch im
extrazelluldren Medium die Ca®*- Konzentration weitaus héher ist (10° M) als im
Cytosol, entsteht ein entsprechend hoher Gradient, der das Ca?* in den
Intrazellularraum treibt. Wenn durch Aktivierung verschiedener Kanile Ca®* ins
Cytoplasma strémt, erhdht sich dort dessen Konzentration drastisch und kann
somit Ca®'- abhangige Vorgdnge in der Zelle aktivieren. Um diesen
Signalmechanismus aufrechterhalten zu kénnen, muss die Zelle die intrazellularen
Ca**- Konzentration niedrig halten. Dazu verfigt die Zelle (ber die
verschiedensten Mechanismen: zum einen kann die Ca?* ATPase, die die
Hydrolyseenergie von ATP nutzt, Ca®* aus der Zelle schleusen, zum anderen kann
Ca?" im Austausch gegen Natrium durch den Na*/ Ca®*- Austauscher aus der Zelle



beférdert werden und schlieRlich kann mit Hilfe der Ca**- Pumpe freies Ca*" in
Speichern abgelegt werden.

FUr seine Funktion als intrazelluldrer Botenstoff bei einer Vielzahl von zellularen
Vorgangen kann Ca?* auf verschiedenen Wegen mobilisiert werden. Entweder wird
das lon durch Ca*- Kanale aus dem Umgebungsmedium in die Zelle befoérdert
oder aus intrazelluldren Speichern freigesetzt. Die Aktivierung gespeicherten Ca?*
aus dem ER kann durch intrazelluldre Botenstoffe wie Insositoltriphosphat (InsP3)
oder B- Zelllymphoma 2 (Bcl-2) vermittelt werden. InsP3; bspw. &ffnet durch
Bindung an den InsP; Rezeptor des ER denselbigen und moduliert damit die
Freisetzung des im ER gebundenen Ca?*. Das durch InsPs freigesetzte Ca** wird
schnell wieder aus dem Cytoplasma gepumpt und InsP; relativ schnell wieder
hydrolisiert, so dass es auf diesem Weg nur zu einem kurzfristigen Anstieg des
intrazelluldren Ca®* kommt. Der meist in erregbaren Zellen zu findende
Ryanodinrezeptor (RyR) kann durch Ca®* selbst aktiviert werden und vermittelt
ebenfalls die Freisetzung des im ER gespeicherten Ca®*. Fir den Einstrom
extrazelluldren Ca®* in die Zellen spielen neben spannungsabhangigen
Calciumkanalen (Ca,) auch Rezeptor- vermittelte (ROC) und Speicher- gekoppelte
Kanale (SOC) eine wichtige Rolle. Wahrend die Cays durch
Membrandepolarisation aktiviert werden, wird der Ca®*- Einstrom durch SOCs in
Abhéangigkeit der Speicherfullzustdnde reguliert. ROCs kénnen durch
Neurotransmitter, Hormone oder Wachstumsfaktoren aktiviert werden.

Physiologisch wird der Einstrom des Ca®" in die Zelle unterschieden in
kapazitativen (CCE) und nicht- kapazitativen (NCCE), wobei der erstgenannte
zunéchst in nicht- erregbaren Zellen beschrieben wurde und durch die
Kommunikation zwischen Ca?*- Speichern und Zellmembran gepragt ist. Dabei
wird die Permeabilitidt der Membran fur Ca?*- lonen, d.h. der Aktivierungszustand
von Kandlen wie SOCs, von den Fillzustdnden der intrazelluldren Speicher
bestimmt (Putney, Jr., 1986). NCCE dagegen scheint unabhangig von intrazellular
vorherrschenden Ca?*- Konzentrationen zu sein, hierbei spielen ROCs oder GTP-
bindende Proteine eine tragende Rolle, die durch verschiedene intra- oder



extrazelluldre Botenmoleklle aktiviert werden kénnen. Wachstumsfaktoren wie
VEGF wurden mit der Freisetzung von Arachidonsdure und NO in Verbindung
gebracht, die schlieRlich den Einstrom von Ca?* aus dem Extrazellularraum
modulieren konnten (Mottola et al.,, 2005). Ca,s nehmen eine gewisse
Sonderstellung ein und kénnen nur schlecht einem der genannten Modelle
zugeordnet werden, obwohl sie scheinbar Einfluss auf kontraktile Eigenschaften
haben. In Gallenblasenzellen wurden die Cays als wichtiger Mediator zur
Aufrechterhaltung des Tonus beschrieben (Morales et al., 2004). Da diese Kanéle
und deren Funktionen Gegenstand kontroverser Diskussionen sind, soll deren
Anteil am Ca*- Einstrom sowie deren Einfluss auf zelluldre Prozesse wie
Proliferation und Apoptose in dieser Arbeit genauer untersucht werden.

1.1.2 Spannungsabhéangige Calciumkanéle

Spannungsabhéngige Calciumkanéle (Cays) spielen in der Regulation einer
Reihe von zellularen Prozessen wie Muskelkontraktion (Bakowski and Parekh,
2007; Kanaide, 2007), Hormon- und Neurotransmitterfreisetzung (Chen et al.,
1999; Stojilkovic et al., 2005) oder auch der Genexpression (Naveh-Many and
Nechama, 2007) eine wichtige Rolle. Diese Kandle bilden einen der Hauptwege
des Ca?*- Einstroms durch die Plasmamembran erregbarer Zellen, indem sie den
Ca?*- Einstrom bei Membrandepolarisation vermitteln.

Der spannungsabhangige Calciumkanal (Ca,) ist, biochemisch charakterisiert,
ein Heteromultimer bestehend aus einer a1 Untereinheit, einer intrazelluldren 3
Untereinheit und einem transmembranéren, Uber Disulfidbriicken verbundenen
a2d Komplex. Die a1 Untereinheit ist mit 180 bis 250 kDa die gr6ite, sie schlief3t
die Kanalpore, den Spannungssensor sowie den ,Gating- Apparat® ein. a 1 setzt
sich aus vier homologen Doménen (I-IV) mit je sechs Transmembransegmenten
(S1-S6) zusammen. Wahrend S4 der Spannungssensor ist, bestimmen die Poren-
loops zwischen den Transmembransegmenten S5 und S6 in jeder Doméane die
lonenleitfahigkeit und die Selektivitdt. Obwohl a1 die Hauptfunktionseinheit ist,



werden alle anderen Untereinheiten fur die Kanalfunktionalitdt bendtigt: a2 ist
erforderlich fur die extrazelluldre Struktur des Kanals und somit fur die
Kanalstimulation, wéhrend die mit a2- gekoppelte d Untereinheit fir
spannungsabhéngige Aktivierung und steady- state Inaktivierung verantwortlich ist
(Catterall et al., 1991; Ertel et al., 2000; Lacinova, 2005).
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b

Abb.1.1: Schematische Darstellung eines Spannungsabhidngigen
Calciumkanals (Klugbauer et al., 2003).

Eine der bekannten Nomenklaturen fiir spannungsabhangige Calciumkanale
wurde aus den Bezeichnungen fir die a1 Untereinheit entwickelt, welche
ausgehend von der ails Untereinheit fir die zuerst identifizierte Isoform des
Skelettmuskels weitergefihrt wurde. Nach dieser Nomenklatur werden L- Typ
Kanéle (Ca,1.1 bis Ca,1.4) in a 1s, a 1c, a 1d und a 1f eingeteilt, T- Typ Kanéle
(Ca,3.1 bis Ca,3.3) in a 1g, a 1h und a 1i und Ca,2.1 bis Ca,2.3 in a 1a, a 1b und
a 1e (Lacinova, 2005). Bisher wurden funf Klassen von spannungsabhangigen
Calciumkanalen in Abhéangigkeit ihrer Eigenschaften hinsichtlich Kinetik, a1
Untereinheit, Pharmakologie, Einzelkanalleitfahigkeit und Spannungsabhangigkeit
identifiziert: T-, L-, N-, P/ Q- und R- Typ. Diese funf Klassen sind zu drei
weitldufigen Gruppen zusammengefasst (Tab.1): 1) bei geringer Spannung
aktivierende Kanéle (LVA: T- Typ), 2) bei hoher Spannung aktivierende Kanéle
(HVA: L- Typ) und 3) bei hoher Spannung aktivierende, Dihydropyridin-
unempfindliche Kanéle (N-, P/ Q- und R- Typ) (Ertel et al., 2000; Lacinova, 2005).



Klasse | Gruppe | Kanal Blocker Physiologische Funktion
LVA T-Typ |Ca3.1 |** Ca**- Spikes im kardialen
Sinusknoten;
Repetitive Aktivitat in
Neuronen, glatten Muskeln
und endokrinen Zellen
Ca3.2 |** siehe Ca,3.1
Ca3.3 |*™ siehe Ca,3.1
HVA L- Typ | Cay1.1 | Dihydropyridin* Vermittlung des Ca**-
Einstroms fur Sekretion von
Hormonen und Peptiden;
Sensoren fur Kopplung von
Erregung und Kontraktion
Cay1.2 | Phenylalkylamin* | Hormonfreisetzung
Regulation der Transkription
Ca,1.3 | Benzothiazepin* Synaptische Integration
Regulation der Transkription
Ca14 | * Neurotransmitterfreisetzung
HVA P/Q- Ca,2.1 | Agatoxin Neurotransmitterfreisetzung
Typ
N-Typ |Ca,2.2 | CTx-GVIA
R-Typ |Ca,2.3 | SNX-482
* blockieren alle Kanéle dieser Gruppe, aul’er Ca,1.4
** keine spezifischen Blocker bekannt

Tabelle1:  Physiologische Funktionen und

Calciumkanale.

Antagonisten  spannungsabhangiger

L- Typ Ca, bendétigen zur Aktivierung eine starke Depolarisation, haben lange
,Offenzeiten und kénnen durch organische Antagonisten wie Verapamil blockiert
werden, wahrend T- Typ Ca, bereits bei schwacher Depolarisation aktivieren,



transient und weitgehend resistent gegen organische Antagonisten sind (Heady et
al., 2001; Striessnig et al., 1990).

1.1.3 T-und L- Typ Calciumkanal Antagonisten (CCA)

Es sind eine Reihe verschiedenster Substanzen bekannt, die die Funktion von
Cays hemmen und somit den Calciumeinstrom in den Intrazellularraum nachhaltig
beeinflussen. Gemaly ihrer Spezifitdt werden sie als L- und T- Typ Ca,-
Antagonisten bezeichnet. Die blockierende Wirkung auf L- Typ Ca, im glatten
GefalBmuskel und im Herzen macht CCA zu wertvollen Therapeutika bei
Erkrankungen wie Hypertonie, supraventrikuldren Arrhytmien und Angina pectoris.
Die derzeit klinisch angewandten, spezifischen CCA gehéren drei chemisch und
von ihrem Wirkungsprofil unterschiedlichen Stoffgruppen an: 1) Phenylalkylamine
wie Verapamil, 2) Benzothiazepine wie Dilitazem und 3) Dihydropyridine wie
Nifedipin. Diese Blocker zeichnen sich dadurch aus, dass sie, mit Ausnahme
einiger Dihydropyridine, in therapeutisch tolerierbaren Konzentrationen T- Typ
Cays nicht inhibieren. Ca,- Blocker mit geringer Spezifitdt, wie Fumarizin oder
Cinnarizine, haben die Eigenschaft beide Kanaltypen zu beeinflussen, allerdings
besitzen sie im Gegensatz zu anderen Antagonisten keinerlei erwdhnenswerte
therapeutischen Potenziale (Heady et al., 2001; Lacinova, 2004).

Verapamil gehort als Phenylalkylamin zu den L- Typ Kanal Antagonisten, dient
als Antiarrhytmatikum bei supraventrikulédr bedingten Tachyarrhythmien, zur
Prophylaxe von Angina pectoris- Anféllen und als Antihypertensivum. Die Substanz
(Abb.1.2) stellt im physiologischen pH- Bereich ein kationisches ampiphiles
Molekil dar, das nicht nur hemmend auf die glatte arterielle GeféaBmuskulatur,
sondern auch auf die Herzmuskulatur wirkt. Die Substanz verhindert die fur den
Sinusknoten notwendige Depolarisation (Bildung elektrischer Erregung) durch
Inhibierung des Ca®'- Einstroms. Durch seine negativ chronotrope und negativ
ionotrope Wirkung im Herzen kdnnen bei Patienten verschiedene Nebenwirkungen
wie Bradykardie oder fehlende Reflextachykardie auftreten. Verapamil wirkt als
intrazelluldrer Porenblocker, indem es die Poren von der cytoplasmatischen Seite



besetzt und dadurch den Kanal blockiert (Hockerman et al., 1995; Hockerman et
al., 1997a; Hockerman et al., 1997b; Lacinova, 2004; Striessnig et al., 1990).
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Abb.1.2: Strukturformel des L- Typ- Kanal Antagonisten Verapamil [5-((3,4-
Dimethoxyphenethyl)-methylamino)-2-(3,4-dimethoxy-phenyl)-2-
isopropylvaleronitril ].

In verschiedenen Untersuchungen wurden durch das Medikament, in relativ hohen
Konzentration appliziert, Wachstumsinhibierungen von Tumorzellen nachgewiesen
(Panner and Wurster, 2006). Es konnte aulierdem erfolgreich als Muskelrelaxanz
im Rattenmodell eingesetzt werden (Badawi et al., 2006).

Mibefradil (Ro 40-6969) ist ein Tetralol- Derivat und &hnelt strukturell dem
Phenylalkylamin Verapamil (Clozel et al., 1997) (Abb.1.3), es unterscheidet sich
von anderen Ca*- Kanal Antagonisten dadurch, dass es praferentiell T- Typ
Kanale mit 10- bis 20- fach hoherer Selektivitdt als L- Typ Kanéle blockiert
(Lacinova, 2004; Mishra and Hermsmeyer, 1994b; Mishra and Hermsmeyer,
1994a). Es wurde vormals als Medikament in der Therapie von Angina pectoris
und Hypertension eingesetzt, es reduzierte den Blutdruck und die Herzrate ohne
die myokardiale Kontraktion zu beeinflussen (Van der Vring et al., 1999). Das
Medikament bewirkte im Tiermodell eine erhéhte Uberlebensrate bei wiederholt
auftretenden myokardialen Infarkten, was mdglicherweise auf antiarrhytmatische
Effekte aufgrund einer T- Typ Kanalblockade zurtckzufiihren war (Clozel et al.,



1984). Es wurde aufgrund seiner Interaktion mit dem Cytochrom P-340 3A4 vom
Markt genommen.
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Abb.1.3: Strukturformel des T- Typ- Kanal Antagonisten
Mibefradil.

Die Wirkung dieses Antagonisten auch auf L- Typ Kanéle kann auf verschiedene
Grinde zurtckzufihren sein: Huang et al. berichteten von der Produktion eines
aktiven Metaboliten durch intrazellulére Hydrolyse, der im Gegensatz zum nicht-
hydrolysierten Analogon L- Typ Kanéle inhibiert. Aulerdem scheint es, dass
Mibefradil Bindestellen fir Verapamil Uberspannt und an Dihydropyridin-
Bindestellen bindet, ohne dabei die Bindung von Dihydropyridinen zu beeinflussen
(Ferrante et al., 1991; Glasser et al., 2000). Es sind eine Reihe anderer
Substanzen bekannt, die T- Typ Kanéle inhibieren wie Ethosuximid oder Kurtoxin,
wobei die meisten allerdings in groRem Mal andere lonenkanéle und Transporter
beeinflussen. Bisher konnte noch kein spezifischer Inhibitor fir den T- Typ Kanal
entwickelt werden (Heady et al., 2001), der ahnlich spezifisch auf T- Typ Kanéle
wirkt wie das Tetralol- Derivat Mibefradil.

1.2 Calcium und dessen Einfluss auf zelluldre Prozesse wie
Proliferation und Apoptose

1.2.1 Calcium als intrazelluldrer Botenstoff

Ca** gilt als universeller ,second messenger®, der eine Reihe verschiedener
zelluldrer Prozesse wie Proliferation, Entwicklung, Differenzierung, Apoptose,



Sekretion, Muskelkontraktion und Lernen reguliert (Berridge et al., 2000; Berridge
et al., 2003; Carafoli, 2002; Taylor, 1995). Wie kann ein einziges lon aber Trager
solcher komplexen zelluldren Prozesse sein? Ca®" kann auf viele verschiedene
Wege Proteine beeinflussen und damit zelluldre Prozesse vermitteln. Es kann
bspw. direkt auf diverse Targetproteine wirken oder durch Ca?*- bindende Proteine
seine Effekte vermitteln. Das ubiquitdre Vorkommen der Calciumsignale und die
Existenz unzahliger Bindeproteine des lons machen es mdglich, dass sich jede
Zelle die verschiedenen Ca®*- Signale fiir spezielle Funktionen zu nutze machen
kann. Azinuszellen des Pankreas nutzen Calcium bspw. fiur die Freisetzung
sekretorischer Granula, Neuronen nutzen die Frequenz der Ca*- Signale
hingegen zur Regulation von Lern- und Erinnerungsprozessen (Zonta and
Carmignoto, 2002). In Muskelzellen werden durch temporare Ca®*- Signale nahe
der Plasmamembran Kaliumkanale aktiviert, die zu einer Relaxation des Muskels
fuhren, wahrend Ca®*- Signale, die weiter im Inneren der Zelle entstehen, zur
Kontraktion der Muskeln fihren (Nelson et al., 1995; Porter and Karathanasis,
1998). Dennoch scheint die Vermittlung von Proliferation, Differenzierung und
Apoptose durch Ca?*- Signale eine der wichtigsten Funktionen des lons tiberhaupt
zu sein. Erhéhungen der intrazelluldren Ca?*- Konzentration werden mit der
Progression des Zellzyklus, besonders mit S- und M- Phase Ubergéngen, in
Verbindung gebracht (Berridge, 1994; Kahl and Means, 2003). Obwohl jede Zelle
wachsen und sterben muss, sind die Ca?*- vermittelten Ubertragungswege, die zu
diesen zelluldren Effekten fluhren, noch weitgehend ungeklart. Da Ca* eine
regulatorische Rolle als ubiquitadrer allosterischer Aktivator oder Inhibitor auf
verschiedene intrazelluldre Proteine ausibt, ist dessen Bedeutung fir wichtige
zelluldre Prozesse und Funktionen wie Wachstum und Zelltod durchaus
naheliegend. Einige Proteine binden Ca?* und wirken somit als Ca?*- Puffer und
limitieren somit auch die Diffusion des lons. Andere wiederum besitzen keine
eigene enzymatische Aktivitat, kénnen aber durch Bindung des lons Ca?*-
abhéngige Enzyme und lonenkanéle regulieren. Eines der bestbekannten
Beispiele eines solchen Proteins ist Calmodulin (CaM), ein aus 148 Aminosauren
bestehendes hoch konserviertes Ca*'- bindendes Protein. Durch eine Ca*-
Bindung werden hydrophobe Bindungsstellen frei, die eine Interaktion mit
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Zielproteinen ermdéglichen (Tjandra et al., 1995). CaM reguliert eine Vielzahl
intrazellularer Enzyme wie Phosphodiesterasen, Adenylylcyclasen, lonenkandle,
Proteinkinasen und Proteinphosphatasen (Chen et al., 1999). Ca®*/ CaM-
abhangige Signalwege sind in der Regulation einer grof3en Vielfalt zellulérer
Prozesse wie Sekretion, Transkription und Neurotransmitterfreisetzung involviert.
Intrazelluldare CaM Expressionsgrade variieren wéhrend des Zellzyklus: in
humanen Fibroblasten vermindert sich die CaM- Konzentration kurz nach der
mitogenen Stimulation, steigt allerdings wieder auf das drei- bis vierfache mit dem
Ubergang von G; zu S- Phase (Brooks-Frederich et al., 1993). Zellen haben eine
Reihe verschiedener Schlisselproteine entwickelt, die Genexpression und
Calcium- abhangige Enzyme regulieren und somit an wichtigen zelluldren
Prozessen beteiligt sind.

Weiterhin belegen zahlreiche Studien die Beteilung Ca?*- abhangiger Prozesse
bei der Entstehung proliferationsbedingter Erkrankungen (Gown, 1978; Rodriguez-
Mora et al., 2005). Eine dieser Erkrankungen ist der Nachstar, der in 25% der Félle
nach einer Kataraktoperation auftritt (Bertelmann and Kojetinsky, 2001). Diese
Erkrankung geht mit einer erneuten Trlibung der eingesetzten Kunstlinse und
damit wiederum mit einer Verschlechterung des Sehvermdgens einher. Die
Tribung der Linse resultiert aus der verstérkten Proliferation und Migration von
Linsenepithelzellen, die nach der Kataraktoperation im hinteren Kapselsack
verblieben sind (Apple et al., 1992). Der gezielte Eingriff in die Ca**- Homdostase
und damit die Beeinflussung von Zellwachstum, Migration und apoptotischen
Prozessen koénnte hierbei ein wichtiges Instrument zur Pravention dieser
Erkrankung darstellen.

1.2.2 Calcium und Zellproliferation
Ca”*- lonen stellen wichtige Regulatoren zelluldrer Prozesse wie Proliferation,

Motilitét, Apoptose oder Differenzierung dar (Berridge, 1994). In den vergangenen
Jahren riickten Untersuchungen zum Zusammenhang von Ca?*- Homgostase und
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Zellwachstum immer mehr in den Fokus der Aufmerksamkeit, bis heute bleibt
allerdings noch ungeklart, welche Mechanismen der Ca?*- abhangigen
Proliferationskontrolle zugrunde liegen.

In allen eukaryotischen Zellen wird extra- sowie intrazelluldres Ca** fur die
Regulation von Zellwachstum und Zellteilung genutzt. In einigen Zellen konnte
durch die Reduzierung der extrazelluldren Ca®*'- Konzentration bereits eine
Verminderung des zellularen Wachstums gezeigt werden (Hickie et al., 1983). Die
meisten Zellen reagieren sensitiv auf diese Verminderung besonders an zwei
Punkten im Zellzyklus, zeitig in der G;- Phase und am Ubergang von der G, zur S-
Phase (Boynton and Whitfield, 1976b). Im Gegensatz zu einer Reduzierung der
intrazellularen Ca?*- Konzentration kann auch eine Aktivierung des Ca®* aus
intrazellularen Speichern wachstumshemmend wirken (Greber and Gerace, 1995;
Short et al., 1993). Deshalb wird angenommen, dass normale Zellen beide, extra-
und intrazelluldre gut regulierte Ca®*- Quellen, fiir adaquates Wachstum benétigen.
Zellulare Ca?*- Konzentrationen werden von intrazelluldren Pools sowie durch den
Einstrom des lons durch membranstédndige Kanéle gesichert. In zahlreichen
Studien wurde diese Homdostase hinsichtlich Zellwachstum und Motilitat
charakterisiert (Panner and Wurster, 2006; Schreiber, 2005). CaM, welches
verschiedene membranstandige Kanale und Calcium- abhangige Kinasen reguliert,
stimuliert Uber die Calmodulin abhangige Kinase Il (CaMKIl) einige
Ubergangspunkte bei der Zellzyklus- Progression (Kahl and Means, 2003). Die
multifunktionale Familie dieser Serin/ Threonin- Proteinkinasen besteht aus
CaMKI, CaMKIl und CaMKIV, die eine Ca**/ CaM- Bindedoméne besitzen (Means,
2000). Nach Bindung von Ca®*/ CaM kann CaMKIl am Threonin 286
autophosphorylieren, was zwei verschiedene Konsequenzen haben kann. Einmal
wird das Enzym autonom, d.h. CaM- unabhangig, nach Dissoziation des Ca?*-
Bindeproteins  (Abb.1.4).  AulRerdem erhéht  CaMKII durch  diese
Autophosphorylierung seine Affinitdt zu CaM um das 1000- fache (Soderling et al.,
2001). Durch eine Inhibierung von CaMKII wurde die Progression des Zellzyklus
blockiert, die Zellen verblieben in einem Gi- Arrest, in dem auch eine reduzierte
Expression Cyclin abhéngiger Kinasen (CdK) nachgewiesen werden konnte (Kahl
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and Means, 2003). Neben der G4- Progression scheint CaMKII auch den Ubergang
von G, zu M- Phase zu modulieren. HelLa- Zellen hingegen verblieben in der S-
Phase, wenn sie mit einem CaMKII- Blocker behandelt wurden (Patel et al., 1999).
Obwohl noch nicht fur alle Arten des Zellwachstums nachgewiesen, scheint
CaMKIl ein potentielles Ca®/ CaM- abhangiges Enzym zu sein, welches
Zellzyklustbergange regulieren kann.

CAMKII active,
Ca2+-dependent

La s

Calcium

channel . ':I e /

Inactive
CaMKN CAMKIl active,
Cal+-
' independent
KEY active, Ca2+-

independent
fCaZMalmodulin

@S R-domain T286 catalytic domain CaMKI
phosphorylated

R-domain T286 ; :
* . association domai
un- phosphorylated ; o

Abb.1.4: Ca*- | CaM- abhingige Proteinkinase- Aktivierung (Weick et al., 2003). Ca*-
Einstrom durch Ca,s erhéht Ca?'- Konzentrationen und fiihrt zur Aktivierung von CaM, die
eine Autophosphorylierung der CaMKIl nach sich zieht. Auch nach Dissoziation des
Calcium/ CaM- Komplexes kann die Kinase aktiv bleiben.

Verschiedene Studien belegen die Beteiligung von Ca®*- Signalen an der
Aktivierung von CaMKII und anderen Proteinkinasen wie Raf-1, der extrazellular
regulierten Kinase (ERK1/2) und der Jun- N- terminalen Kinase (JNK), die zu
gesteigerten Wachstumsraten flihrten (lllario et al., 2003; Schmitt et al., 2004; Vichi
et al., 1999). Dabei konnte durch eine extrazelluldre Stimulation eine Erhéhung der
intrazelluldren Ca**- Konzentration entweder durch vermehrten Einstrom aus dem
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Umgebungsmedium oder durch Freisetzung aus den intrazellularen Speichern
erreicht werden, die zu einer starken Aktivierung von CaMKIl, Raf-1 und ERK1/2
fuhrte. Teilweise konnte in diesen Zellen auch eine Erhéhung des zelluldren
Wachstums gezeigt werden. Wie nun aber genau zellulare Prozesse wie
Proliferation, Migration oder Apoptose durch Ca?* reguliert werden konnen, ist
weitgehend umstritten. Neben der CaM- oder CaMKII- vermittelten
Signallbertragung kénnten Rezeptor- Tyrosin- Kinasen (RTK) einen Beitrag zu
einer Phospholipase C (PLC)- vermittelten MAPKinase- Kaskade Aktivierung und
somit zu Progression im Zellzyklus leisten (Dai et al., 2002). AuRerdem ist eine
Beteiligung einer Arachidonsaure induzierten p-42 vermittelten Phospholipase A
(PLA) — Aktivierung an proliferativen Zelleffekten, die zu einer Uberschreitung des
Restriktionspunkts in der Go- Phase fiihrt, denkbar (Lin et al., 1993; Lin and Hsu,
2000). Obwohl eine Beteiligung von Ca®" an zelluldren Prozessen wie Proliferation
und Differenzierung unumstritten scheint, konnte bisher der Anteil von Ca,s bei
diesen Vorgangen noch nicht vollstandig geklart werden.

1.2.3 Calcium und Apoptose

Apoptose bezeichnet einen der zwei mdglichen Arten des Zelltods, der als
aktiver und stringent regulierter Prozess ablauft. Im Laufe der Apoptose werden
definierte Signaltransduktionswege aktiviert: die Zellbestandteile werden in
charakteristischer Weise zerkleinert, in sog. apoptotische Kérperchen verpackt und
von den Phagozyten des Immunsystems abtransportiert, ohne das entziindliche
Reaktionen entstehen. Das Programm der Apoptose kann grundsatzlich tGber zwei
verschiedene Wege initiiert werden: durch extrazellulare Liganden bei der
extrinsischen Apoptoseinduktion oder aber durch intrinsische Signale, die
spezifische mitochondriale Verdnderungen hervorrufen. In der darauffolgenden
Phase werden Effektorcaspasen (Caspase 3, 6 und 7) aktiviert, die zum einen
proteolytisch wirkende Zielproteine wie DNAsen aktivieren und sich zum anderen
aktiv am Abbau von Laminin und Actin beteiligen. Aul3erdem sind sie in der Lage,
die DNA- Reparatur zu unterdricken. Letztendlich wird die Zelle proteolytisch
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zerkleinert, in apoptotische Kérperchen verpackt und von Phagozyten
aufgenommen.

Der extrinsische Aktivierungsweg wird Uber Ligandenbindung an Rezeptoren
der Tumornekrosefaktoren (TNF- Rezeptoren) vermittelt. Intrazellulare Doméanen
dieser Rezeptoren interagieren nach Trimerisierung mit TNF- Rezeptor assozierten
Proteinen (TRADD), welches anschlieRend an das Fas assozierte Protein (FADD)
bindet. An die DED (death effector domain) von FADD kann die Procaspase 8
binden, sich autokatalytisch aktivieren und somit die Caspase- Kaskade in Gang
setzen.

Die Mitochondrien sind zentrale Mediatoren des zweiten wichtigen Apoptose-
Signaltransduktionswegs. Sie kénnen auf verschiedenste Weise aktiviert werden
und zeigen charakteristische Veranderungen im Verlauf dieser Aktivierung. Von
zentraler Bedeutung fir die Aktivierung von Mitochondrien sind die Mitglieder der
Bcl-2- Familie, die ihrerseits von p53 aktiviert werden kénnen. Man findet sie im
Cytoplasma, aber auch assoziiert an Membranen, wie der &uleren
Mitochondrienmembran, der &uf3eren Kernmembran oder der Membran des ER.
Die verschiedenen Familienmitglieder bilden vermutlich Homo- und Heterodimere,
die je nach Zusammensetzung pro- oder antiapoptotisch wirken: z.B.
antiapoptotische Bcl-2/Bcl-2- Homo- und Bcl-2/Bax- Heterodimere sowie
proapoptotische Bax/Bax- Homodimere. Bestimmte proapoptotische Signale
beeinflussen die Verfugbarkeit und Aktivitat der einzelnen Familienmitglieder — und
damit die Zusammensetzung der Dimere — und aktivieren so das mitochondriale
Zelltodprogramm (Gross et al., 1999a; Gross et al., 1999b; McConkey and Nultt,
2001).

Die Apoptoseinduktion durch Ca®* kann mdéglicherweise durch eine Freisetzung
gespeicherten Ca?* aus dem ER erfolgen, welches zu einem dauerhaft erhéhten
intrazelluldaren Ca®*- Spiegel fiihrt. Dieser fiihrt zur Anreicherung von Ca*" in
Mitochondrien, welche als Ca?*- Puffer des Cytosols dienen. Durch diese plétzliche
starke Zunahme der Ca**- Konzentration in den Mitochondrien erfolgt eine Offnung
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der Poren der Zellorganelle und es kommt zu einer Cytochrom C Freisetzung ins
Cytosol (Armstrong, 2006).

Der Anstieg der intrazellularen Ca?*- Konzentration kann nicht nur durch
Freisetzung aus dem ER, sondern auch durch die Ca*- Freisetzung aus den
Mitochondrien und durch den Ca*-Einstrom aus dem extrazellularen Raum
erfolgen (Bellomo et al., 1992). Der Anstieg der Ca*- Konzentration im
Cytoplasma wiederum aktiviert Ca**-abhangige Enzyme wie Transglutaminasen,
die méglicherweise zur Bildung apoptotischer Kérperchen beitragen (Mazzantini et
al., 2007; Orrenius, 2004). Endonukleasen kénnen ebenfalls durch den Anstieg der
Ca?*- Konzentration aktiviert werden. Diese Enzyme zerlegen die chromosomale
DNA der Zelle durch internukleosomale Spaltung in Fragmente von 180 bp, die ein
charakteristisches Merkmal der Apoptose sind (McConkey et al., 1990; McConkey
and Nutt, 2001; Wang and Reed, 1998).

1.3 Zielstellung der Arbeit

Ziel dieser Arbeit ist es, den Einfluss spannungsabhéangiger Calciumkandle
(Cay), besonders der L- und T- Typ Kandle, auf die Veranderung der intrazellularen
Ca?*- Konzentration in humanen Linsenepithelzellen (HLE-B3) zu untersuchen.
Durch die Regulation der intrazelluliaren Ca®*- Konzentration mittels Blockierung
der Ca, durch die Kanalantagonisten Verapamil und Mibefradil sollten mdgliche
Veranderungen funktioneller Parameter wie Wachstum, Vitalitdt und Zelltod
untersucht werden. In weiteren Analysen sollten Signalwege geprift werden, die
madglicherweise eine wichtige Rolle in dieser Ca?*- vermittelten Signaliibertragung
dieser zelluldren Prozesse spielen kénnten.

Das Verstandnis der durch dieses lon vermittelten Funktionen ist eine besondere
Herausforderung far Untersuchungen, die auf die Pravention
proliferationsbedingter Erkrankungen abzielen. Auch fir die Pravention von
Nachstar, an dessen Entstehung Migrations- und Proliferationsprozesse der
Linsenepithelzellen beteiligt sind, kénnte die Beeinflussung des Ca®'- Haushalts
einen entscheidenden Fortschritt bringen. In der vorliegenden Arbeit wurden vor
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dem klinischen Hintergrund neuer Therapieansédtze in der Nachstarpravention
Linsenepithelzellen (HLE-B3) als Untersuchungsobjekt eingesetzt. An diesen
Zellen wurden bereits eine Reihe verschiedener Untersuchungen durchgefihrt:
Neben der Untersuchung verschiedener lonentransporter z.B. der Na/K-ATPase
wurde auch der Einfluss von Wachstumsfaktoren sowie das Wachstumsverhalten
der Zellen unter verschiedenen Bedingungen geprift. Allerdings beschéftigte sich
bisher nur eine Gruppe mit dem Einfluss des Ca?*- Kanalblockers Mibefradil als
Therapieansatz in der Nachstarpravention (Nebe et al, 2004). Die
Untersuchungen dieser Studie beschrankten sich allerdings auf den Einsatz des
Antagonisten im mikromolaren Bereich und zeigten ausschlieBlich zellulare Effekte
wie bspw. Effekte auf Integrinexpression, Membrandepolarisation und Apoptose.
Der Ca**- Homoostase und einer eventuellen Beteiligung von Ca®* an zelluldren
Signaltransduktionsprozessen, die Wachstum, Vitalitat, Apoptose und Migration
regulieren kénnten, wurde in dieser Arbeit nicht nachgegangen.

Da bisher keinerlei Daten Uber Ca, in HLE-B3 Zellen existieren und daher deren
moéglicher Einfluss auf die Veranderung des Ca®*- Haushalts, auf das
Wachstumsverhalten dieser Zellen sowie deren Beteiligung an mitogenen Signalen
bekannt ist, ergaben sich fur diese Arbeit somit folgende Zielstellungen:

1. Uberpriifung der Existenz verschiedener Ca,s sowie deren Einfluss
auf die intrazelluldre Calcium- Homdostase

2. Einfluss verschiedener Ca,- Blocker auf zelluldre Prozesse wie
Proliferation, Vitalitat und Apoptose

3. Untersuchung méglicher Mechanismen des Calcium- vermittelten
Zellwachstums und des Zelltods
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2 Material und Methoden

2.1 Zellbiologische Methoden

2.1.1 Arbeiten in der Zellkultur

Medien fur Zellkultur
HLE-B3 DMEM (Dulbeccos), 10% FCS, 1% Gentamycin,

HLE-B3 Zellen wurden bei 5% CO, 95% Luftfeuchtigkeit und 37°C in einem
speziellen Kulturmedium nach Standardmethoden steril kultiviert. Mediumwechsel
sowie Passagierung erfolgten abhéngig von der Zelldichte alle 2-4 Tage. Zum
Abldsen der adharenten Zellen wurden diese einmal mit 5 ml PBS gewaschen und
anschlielend in 3 ml Trypsin (0,25 % in sterilem Wasser geldst) fur 10 min im
Brutschrank inkubiert, in Kulturmedium Uberfihrt und bei 2500 rpm fir 5 min
zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt und das Zellpellet in Kulturmedium
resuspendiert und auf Kulturflaschen aliquotiert.

2.1.2 Kryokonservierung und Inkulturnahme eukaryotischer Zellen
Einfriermedium DMEM, 20% FCS, 1% Gentamycin, 0,5% DMSO

Die einzufrierenden Zellen wurden trypsiniert, zentrifugiert und in 4,5 ml
Einfriermedium resuspendiert. Jeweils 1,5 ml der Zellsuspension wurden in ein
Kryoréhrchen aliquotiert und fur drei Tage bei —80°C eingefroren. Danach wurden
die Zellen bis zur weiteren Verwendung im Fllssigstickstofftank bei —196°C
gelagert.

Bei Inkulturnahme der kryokonservierten Zellen wurden die R6hrchen moéglichst
schnell im Wasserbad bei 37°C aufgetaut, in 5 ml vorgewarmtem Medium
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aufgenommen und zentrifugiert. AnschlieBend wurden die Zellpellets in
Kulturmedium resuspendiert und auf Zellkulturflaschen aliquotiert.

2.1.3 Inkubation der Zellen mit verschiedenen Blockern

Die Behandlung der Zellen erfolgte laut den Angaben in Tab. 2.2 in
Komplettmedium 24h bzw. 48h vor der weiteren Behandlung.

Behandlung mit Konzentration Dauer

Mibefradil T- Typ Kanalblocker 10°—10°M 24h/48h
Verapamil L- Typ Kanalblocker 10°-10°M 24h/48h
Bay K 8644 Ca**-Kanal Aktivator 10°M 24h/48h
KN- 93 CaMKlI- Inhibitor 108-10°M 24h/48h
GW 5074 ERK1/2- Inhibitor ~ 10"=10°M 24h/48h

Tab. 2.2: Behandlung von Zellen

2.1.4 Proliferationstest

Zur Untersuchung des Wachstums von Zellen wurden definierte Zellzahlen in
Wells einer 6- well- Platte ausgesat und unter Kulturbedingungen 24h anwachsen
gelassen. AnschlieBend wurden die Zellen mit verschiedenen Konzentrationen
unterschiedlicher Modulatoren Uber 24h und 48h inkubiert. Fir jeden Ansatz
wurden Dreifachbestimmungen durchgefiihrt. Eine unbehandelte Probe lief tUber
die gesamte Versuchsdauer als Proliferationskontrolle mit. Fir die Auswertung
wurden die Anséatze mit 500 pl Trypsin inkubiert, in 500 pl Komplettmedium
aufgenommen und in einer THOMA Zahlkammer die Zellzahl pro ml bestimmt.
Dazu wurden 20 pl jeder Probe mit aquivalenter Menge an Trypanblau Farblésung
gemischt und unter dem Mikroskop die Zahl der Zellen im Grof3quadrat bestimmt.
Mit folgender Formel konnte die Zellzahl pro ml Zellsuspension errechnet werden:
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Gesamtzahl der gezidhlten Zellen (n)

ausgezihlte Fliche (mm? x Grundfliche (mm?) x Kammerhéhe (mm) x Verdiinnung mit Trypanblau

gezahlte Zellen (n) = nx5x10x200=nx10*
80 mm” x (1/400 mm) x (1/10 mm) x (1/200)

2.1.5 Soft- Agar- Assay

Soft- Agar 0,6% Agar Nobile in Komplettmedium

MTT (5mg/ ml) 1:10 in Komplettmedium

Um das Wachstum der Zellen unter verschiedensten Bedingungen zu
untersuchen, wurden Soft- Agar- Assays durchgefiihrt, um eine Art Matrix flr den
Zellverband zu simulieren. Dafur wurde 1 g Agar Noble in 100 ml autoklaviertem
Wasser im Substraterhitzer verflissigt und mit vorgewarmtem Komplettmedium auf
0,6% verdinnt. In jede Kammer einer 24- well- Platte wurden 500 ul des
verdinnten Agars luftblasenfrei geflllt und anschlielend bei 4°C polymerisiert.
Zellen wurden trypsiniert (sieche 2.2.1) und die Zellzahl pro Kammer auf 10* Zellen
pro 200 pl eingestellt, anschlieRend wurde die Zellsuspension mit 300 pl 0,6%igen
Agar vermischt und das Volumen von 500 pl in eine Kammer der 24- well- Platte
luftblasenfrei eingefiillt. Anschliefend wurde die Platte 5 min bei 4°C und danach 5
min bei Raumtemperatur stehen gelassen, um dann 500 pyl Komplettmedium in
jeder Kammer der Platte zufiillen. Die Ansatze wurden mit unterschiedlichen
Antagonisten, Wachstumsfaktoren etc. im Brutschrank unter Sterilbedingungen
inkubiert und somit konnte das Wachstumsverhalten der Zellen Uber maximal 10-
14 Tage beobachtet werden.

Die Auswertung erfolgte mit Hilfe einer 90-minutigen MTT- Farbung und
anschliefiender mikroskopischer Visualisierung.
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2.1.6 MTT Assay

MTT Stammlésung 5 mg/ml in ddH,O gelést

Dimethylsulfoxid (DMSO) 98%

Dieser kolorimetrische Test beruht auf der Reduktion des gelben
Tetrazoliumsalzes 3-[4,5-Dimethylthiazol-2-yl]-2,5-Diphenyl Tetrazolium Bromid
(MTT) 2zu blauen Formazankristallen durch zelluldre Dehydrogenasen.
Dehydrogenasen sind nur in vitalen Zellen aktiv, daher kann die Umwandlung von
MTT als Mal} fUr die Vitalitdt angesehen werden (Mosmann, 1983).

HLE-B3 wurden in definierten Zellzahlen in 24-well Platten gesat, mit
verschiedenen Antagonisten inkubiert und anschlie®end nach Zugabe von 10 ul
MTT Stammlésung (pro well) 60 min im Brutschrank inkubiert. Zum Lésen der
Formazankristalle wurden 200 pyl DMSO zugegeben und anschliellend die
Absorption der Proben photometrisch bei 550 nm bestimmt. Die Messung des
Hintergrundes erfolgte durch Ermittlung der Absorption einer gleichbehandelten
Probe, die keine Zellen enthielt. Die ermittelten Werte wurden bei der statistischen
Auswertung bertcksichtigt.

2.1.7 Vitalitdtsbestimmung mittels Acridine Orange

Farbstoff Inkubation Filterset Dicroischer Spiegel
Acridine 1 pl/ml BA 520 31001 BS
OTENEE 10 min Nikon Chroma/ AHF

Der Farbstoff wurde im Fluoreszenzmikroskop bei einer Wellenldnge von 420
nm angeregt und die Emission wurde bei 520 nm aufgezeichnet. Die Zellen
wurden Uber eine Zeitspanne von sechs Stunden mit verschiedenen
Konzentrationen der Calciumkanalmodulatoren inkubiert und die Verdnderungen
der Fluoreszenzsignale aufgezeichnet. Das Signal von Kontrollzellen wurde Uber
die gleiche Zeit aufgenommen, allerdings erfolgte hier lediglich eine Zugabe der
Lésungsmittel der verschiedenen Modulatoren. AnschlieBend wurden die
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Veradnderungen der Signale der behandelten Zellen gegeniuber der Kontrolle
aufgetragen und statistisch ausgewertet.

2.2 Proteinchemische Methoden

2.2.1 Zelllyse fur nachfolgende Immunprazipitation

PBS- Puffer (5x) 80 mM NazHPO4; 20 mM NaH;PO4; 100 mM NaCl;
0.1% Tween

IP- Waschpuffer 100 mM Tris/HCI pH 8,0; 500 mM LiCl

IP- Lysepuffer 25 mM Tris pH 7,5; 140 mM NaCl; 1 mM EDTA;
0,5% Nonidet-P40; 10 mM Na4P,0-

Proteaseinhibitoren 1 Tbl. in 1,5 ml Wasser |6sen, davon 25 ul zu 1ml
Puffer

1*10” Zellen wurden mit PBS gewaschen und 5 min bei 1000 rpm zentrifugiert.
Das erhaltene Pellet wurde in 1 ml IP- Lysepuffer, dem kurz zuvor
Proteaseinhibitoren und ggf. Phosphataseinhibitoren zugesetzt wurden,
resuspendiert, in flissigem Stickstoff schock gefroren und durch vortexen wieder
aufgetaut. Anschlielend wurde die Zellsuspension fur 30 min bei 14000 rpm
zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und fir die IP verwendet.

2.2.2 Herstellung von Gesamtzelllysaten

PBS- Puffer (5x) 80 mM NazHPO4; 20 mM NaH;PO4; 100 mM NaCl;
0.1% Tween

Extraktionspuffer A 10 mM Tris; 140 mM NaCl; 5 mM EDTA; 1% Triton X

Extraktionspuffer B 10 mM Tris; 140 mM NaCl; 5 mM EDTA; 1% Triton
X; 1,5 M KCI

Proteaseinhibitoren 1 Tbl. in 1,5 ml Wasser I6sen, davon 25 ul zu 1ml

Extraktionspuffer
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Zellen wurden nach Absaugen des Kulturmediums zweimal mit eiskaltem PBS
gewaschen. AnschlieBend wurden sie in 1 ml PBS abgeschabt, in ein
Eppendorfgefal Uberfiihrt und 2 min bei 5000 rpm abzentrifugiert. Der Uberstand
wurde abgesaugt und das entstandene Zellpellet mit entsprechender
Extraktionspuffermenge (Extraktionspuffer A far Membranisolation;
Extraktionspuffer B fir zytosolische Bestandteile) und Protease- bzw.
Phosphataseinhibitoren versetzt, geschittelt, vier- bis funfmal in flussigen
Stickstoff schock gefroren und anschlie3end bei 13000 rpm fur 30 min zentrifugiert.
Der Uberstand wurde in ein neues EppendorfgefaR Uiberfiihrt und bis zur weiteren
Verwendung bei —80°C aufbewahrt.

2.2.3 Proteinbestimmung nach Bradford

Um eine photometrische Proteinbestimmung nach Bradford (BRADFORD,
1976) durchfiihren zu kénnen, mussten zundchst verschiedene Verdinnungen
eine BSA- Stammlésung hergestellt werden und eine Eichkurve erstellt werden. In
Einwegkivetten wurden 900 pl steriles Wasser, 2 pl Probe und 100 ul Bradford-
Reagenz pipettiert, anschlieRend geschuttelt und nach funf min die Extinktion bei
595 nm ermittelt. Mit Hilfe der Eichkurve konnten aus den Extinktionen die
Proteingehalte der Proben ermittelt werden.

BSA Eichkurve
0,5 -
.
0.4 -
E 03 -
e y=0,0303x 0,0387
8 02 - 2 _
i R®=0,9433
0,1 -
0 . T T T 1
0 5 10 15 20
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Abb. 2.4: BSA Eichkurve nach BRADFORD



23

2.2.4 Immunprézipitation von Proteinen

PBS- Puffer (5x) 80 mM NazHPO4; 20 mM NaH,PO4; 100 mM NacCl;
0,1% Tween

IP- Waschpuffer 100 mM Tris/HCI pH 8,0; 500 mM LiCl

IP- Lysepuffer 25 mM Tris pH 7,5; 140 mM NaCl; 1 mM EDTA;

0,5% Nonidet-P40; 10 mM NasP,0-

Zur Anreicherung des zu detektierenden Proteins wurde der Uberstand einer
Zelllyse mit 50 pl Affinitdtsmatrix (o- rabbit IgG Agarose), die zuvor in 1 ml
Lysepuffer gewaschen wurde, fur 30 min bei 4°C rotierend praabsorbiert.
AnschlieRend wurden 10 pl des spezifischen Antikérpers dazugegeben und Uber
Nacht bei 4°C rotierend inkubiert. Nach Zentrifugation wurde der Zelliiberstand
abgesaugt und der bead- gekoppelte Antikérper in jeweils 1 ml Lysepuffer und
Waschpuffer gewaschen, anschlieBend in &quivalenter Menge Probenpuffer
aufgenommen, 10 min bei 96°C gekocht, der Uberstand in ein neues
Reaktionsgefaly Uberfihrt und auf ein Proteingel aufgetragen. Zur Kontrolle der
aufzutragenden Proteinmengen wurde der Proteingehalt mit Hilfe des
Zelluberstandes nach BRADFORD bestimmit.

2.2.5 SDS-PAGE

SDS- Laufpuffer 25 mM Tris/HCI pH 8,.6; 950mM Glycin; 1,5% SDS
Sammelgelpuffer 625 mM Tris pH 6,8; 200ml Wasser

Trenngelpuffer 2.5 M Tris pH 8,0; 400ml Wasser
Proteinprobenpuffer 1M Tris/HCI pH 6,8; 8,7% Glycerin; 10% SDS; 2 ml

2-R-Mercaptoethanol; 0,1% Bromphenolblau; 1 M
DTT; 0,1 M NasP,07

Die SDS- Polyacrylamid- Gelelektrophorese bewirkt die Auftrennung von
Proteinen nach ihrer MolekilgréRe, wobei der Auftrennungsbereich abhangig von
der Acrylamidkonzentration ist. Fir die verwendeten Proteingele wurden die
Lésungen nach dem folgenden Pipettierschema eingesetzt (siehe Anhang Tabelle
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7.3.1). Das vollstédndig polymerisierte Gel wurde in die Apparatur von WHATMAN
eingespannt, die Kammer mit Elektrophoresepuffer geflllt und die Geltaschen mit
10 pl des ProteingréRenstandards sowie je 15 ug Probenprotein beladen. Die
Fokussierung im Sammelgel erfolgte bei 15 mA, die anschlieRende Auftrennung
der Proteine bei 25 mA.

2.2.6 Transfer der Proteine auf eine PVDF- Membran

Ponceau 2 g Ponceau; 30 g Trichloressigsaure; 1,7 ml SDS
(20%)
Transferpuffer WB 50 mM Tris; 40 mM Glycin; 20% Methanol; 1,7 ml

SDS (20%)

Coomassie- Farbelésung 70% Wasser, 10% Methanol, 20% Coomassie-

Konzentrat
Entfarbelésung 70% Wasser, 10% Methanol, 20% Essigsaure
Fixierlésung 70% Wasser, 20% Ethanol, 10% Glycerin

Um die in der Gelelektrophorese aufgetrennten Proteine mit spezifischen
Antikérpern detektieren zu kénnen, mussten sie auf eine PVDF- Membran
Oberfihrt werden. Der Transfer erfolgte in einer ,semidry“ Blotkammer von
WHATMAN nach Herstellerangaben bei 200 mA innerhalb 60 min. Anschlie3end
konnte der Proteintransfer mit Ponceau- Rot Uberprift werden (SAMBROOK et al.,
1989). Nach Inkubation der Membran mit Ponceau- Rot erschienen rote Banden,
wenn der Transfer funktioniert hatte. Durch Waschen mit warmem Wasser konnte
der Farbstoff leicht wieder von der Membran entfernt werden. Als Gegenkontrolle
konnten die Gele mit Coomassie- Blau gefarbt werden, um sicherzustellen, dass
der Proteintransfer erfolgreich war.

2.2.7 Antigen- Detektion

Die PVDF- Membran wurde nach dem Westernblot fir eine Stunde bei
Raumtemperatur mit 5% Milchpulver geldst in PBS-Tween blockiert. Anschlie3end
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wurde die Membran mit primdrem Antikérper Uber Nacht (UN) bei 4°C rotierend
inkubiert, um das Zielmolekll zu binden (siehe Anhange Tabelle 7.3.2). Das
Abwaschen des Erstantikdrpers erfolgte durch 180- minutiges Waschen mit PBS-
Tween. Daran schloss sich eine Inkubation mit einem gegen den Primarantikoérper
gerichteten Peroxidase- gekoppelten Zweitantikérper fir 120 min bei
Raumtemperatur an (siehe Anhange Tabelle 7.3.2). Der Uberschissige
Sekundarantikérper wurde anschliefend mit PBS-Tween von der Membran
gewaschen.

Darauf erfolgte in der Dunkelkammer die Detektion mit Hilfe einer
chemolumineszierenden Lésung (ECL- Lésung), die fir 5 min auf die Membran
gebracht wurde. Anschlielend wurde die Membran in Folie eingeschlagen und
durch Auflegen eines Films detektiert.

2.2.8 Ablésen des Detektionsantikérpers von der Membran

Strip- Puffer 62,5 mM Tris/HCl; 2% SDS; 10 mM 2-B-

Mercaptoethanol;

Um eine Membran mit mehreren Antikérpern detektieren zu kdnnen, musste der
zuletzt verwendete Antikérper abgewaschen werden. Dies geschah durch sechzig
minUtige Inkubation mit Strip- Puffer bei 50°C. Die gestrippte Membran wurde
anschlielend mit PBS- Tween gewaschen, um das verbliebene SDS vollstdndig zu
entfernen.

2.3 Molekularbiologische Methoden
2.3.1 RNA- Isolierung

Probenpuffer 2,5 M Harnstoff, 0,25 M EDTA, 5% SDS, 25%
Saccharose, 0,1% Bromphenolblau; pH 8,0
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5-8*10° Zellen einer Zellkulturflasche wurden in 1 ml Trizol-Reagent
aufgenommen und in Rnase- freie Eppendorfgefalie pipettiert. Jeder Ansatz wurde
mit 200 pl Chloroform versetzt, 2-3 min bei Raumtemperatur inkubiert und
anschlielfend mit 12000 rpm bei 4°C fir 15 min zentrifugiert. Die entstehende
obere Phase wurde in ein neues Rnase- freies Eppendorfgefald tberfihrt und mit
200 plI Isopropanol versetzt. Die Proben wurden 10 min bei Raumtemperatur
inkubiert und anschlieRend mit 12000 rpm bei 4°C zentrifugiert, der Uberstand
wurde verworfen. Das entstandene Zellpellet wurde in 1 ml 75%igen reinem
Ethanol gewaschen, bei 7500 rpm und 4°C zentrifugiert und das Pellet getrocknet.
AnschlieRend wurde das getrocknete Pellet in 30 pl sterilem DPEC behandeltem
Wasser gelést und bei 60°C fur 10 min inkubiert. Im Anschluss erfolgte die
Bestimmung der RNA-Konzentration im BioPhotometer. Um die Qualitadt der RNA
zu prifen, wurden jeweils 1 ug RNA in 5 pl Probenpuffer geldst, auf ein 1,5%iges
Agarosegel aufgetragen und mit 120 V aufgetrennt.

2.3.1 cDNA- Synthese

Fur die Synthese der cDNA wurden die ermittelten RNA-Konzentrationen auf 5
Mg eingestellt mit 1 pl Oligo- dT- Primer versetzt, anschlie®end wurden die Proben
bei 65°C flir 5 min und bei 4°C fir 5 min inkubiert. Nach Zugabe von 14 pl
Mastermix zu jeder Probe wurde die PCR gestartet.

Mastermix: Puffer 5x 4 ul Cycler Programm:
DTT 1 pl 50°C 45 min
dNTPs 2 ul 85°C 5 min
MLV 1 ul 37°C 20 min
RNaseOut 1 pl
DPEC 5l

TE- Puffer 10 mM Tris; 1 mM EDTA; 10 uyM RNase A ;

pH 7,4



27

Die PCR- Reaktion wurde mit 1ul EDTA abgestoppt und die geléste cDNA in eine
neues Eppendorfgefal® Uberfihrt, anschlieBend mit 3 pl 4 M LiCl und 90 pl
96%igen reinem Ethanol versetzt und fir 30 min bei —80°C gefroren. Die Proben
wurden fir 15 min bei 13000 rpm zentrifugiert und der Uberstand verworfen, um
das Pellet anschlie3end in 500 pl 70%igen reinem Ethanol zu 16sen und nochmals
bei 13000 rpm zu zentrifugieren. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet
getrocknet, in 25 ul TE-Puffer resuspendiert und bei —20°C gefroren. Vor dem
Einsetzen der synthetisierten cDNA in einer PCR- Reaktion wurden 5 uyg cDNA mit
5 pl Probenpuffer versetzt, auf ein 1,5%iges Agarosegel aufgetragen und mit 150
V aufgetrennt.

23.3 PCR

Die PCR dient der Quantifizierung von mRNA. In dieser Arbeit wurde sie dazu
verwendet, um Ergebnisse der Immunprazipitationen oder der Westernblots zu
verifizieren. FlUr die PCR Versuchsansatze zur ldentifizierung der Expression von
bax und bcl-2 wurden 1 pl pro Primer (siehe 7.4.1), 3 pl MgCly, 2 yl dNTPs, 5 pl
Thermopol- Puffer, 1 pyl Tag- Polymerase und 5 ug cDNA pipettiert und nach
folgendem Protokoll amplifiziert:

95°C 2min

94°C 45s

53°C 45s 30 Zyklen
72°C 1,5 min

72°C 7 min

Die PCR- Produkte wurden auf ein 1,5%iges Agarosegel aufgetragen, bei 120 V
aufgetrennt und anschliel3end auf einem UV- Tisch (BIOMETRA) visualisiert.

Fir die PCR Versuchsansétze zur |dentifizierung der Expression von Zellzyklus
Effektoren wurden 1 pl pro Primer (siehe 7.4.2), 3 yl MgCl,, 2 ul dNTPs, 5 pl
Thermopol- Puffer, 0.5 pl Tag- Polymerase und 5 ug cDNA pipettiert und nach
folgendem Protokoll amplifiziert:
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95°C 5 min

95°C 30s

55°C 30s 30 Zyklen
72°C  30s

Die PCR- Produkte wurden auf ein 1,5%iges Agarosegel aufgetragen, bei 120 V
aufgetrennt und anschlie®end auf einem UV- Tisch (BIOMETRA) visualisiert.

2.3.4 Isolation genomischer DNA

DNA- Lysepuffer 10 mM Tris; 100 mM EDTA,; 0,5% SDS
pH 8,0

10° Zellen wurden nach Inkubation mit verschiedenen Modulatoren wie in
Abschnitt 2.1.3 trypsiniert, zentrifugiert und das entstandene Pellet in 400 ul DNA-
Lysepuffer aufgenommen. Nach Zugabe von 100 ul Proteinase K (10mg/ml) wurde
die Probe 2h bei 65°C im Thermomixer inkubiert, anschlieend wurde der Probe
50 yl RNase A (1 mg/ml) zugesetzt und diese fir weitere 2h bei 37°C inkubiert.
Die Probe wurde nun mit einem Phenol: Chlorophorm: Isoamylalkohol Gemisch
(25:24:1) versetzt und fur 5 min bei 12000 rpm zentrifugiert. Die resultierende
wassrige Phase wurde in ein neues Gefald tberfuhrt und mit einem Chlorophorm:
Isoamylalkohol (24:1) Gemisch versetzt und erneut zentrifugiert. Die wassrige
Phase wurde in ein neues Gefald pipettiert und mit 200 pl Isopropanol versetzt.
Nach mehrfachem Umwenden des Gefalles wurde ein DNA- Préazipitat sichtbar,
welches mit Hilfe einer zugeschmolzenen Pipettenspitze entnommen wurde. Die
DNA wurde einmal mit 70% und zweimal mit 96% reinem Alkohol gewaschen,
zentrifugiert, getrocknet und anschlie3end in 50 pl TE- Puffer aufgenommen.
Die Bestimmung der DNA- Konzentration erfolgte mit Hilfe des BioPhotometers. 5
Mg jeder Probe wurden mit 5 pl Probenpuffer versetzt, auf ein 1 %iges Agarosegel
aufgetragen und bei 50 V aufgetrennt, um DNA- Fragmentierung sichtbar zu
machen. Die Visualisierung erfolgte auf einem UV- Tisch. Die DNA- proben
konnten bei -20°C fur mehrere Monate gelagert werden.



29

Fir die PCR Versuchsansatze zur Identifizierung von Calciumkanalen wurden 1 pl
pro Primer (siehe 7.4.3), 3 ul MgCl,, 2 uyl dNTPs, 5 pyl Thermopol- Puffer, 0.5 pl
Tag- Polymerase und 5 pug DNA pipettiert und nach folgendem Protokoll

amplifiziert:
94°C 1 min
60°C 1 min 40 Zyklen
72°C 1 min

Die PCR- Produkte wurden auf ein 1,5%iges Agarosegel aufgetragen, bei 120 V
aufgetrennt und anschliel3end auf einem UV- Tisch (BIOMETRA) visualisiert.

2.4 Elektrophysiologische Methoden

2.4.1 Patch-Clamp-Technik

PSS 141 mM NacCl, 4,7 mM KCI, 1,8 mM CaCly, 1,2 mM
MgCl2,10 mM Hepes, 10 mM Glucose pH 7,.4

Ca-freie PSS 141 mM NaCl, 4,7 mM KCI, 3 mM MgCl,, 10 mM
Hepes, 10 mM Glucose, 10 mM EDTA pH 7,4

Pipettenlésung A 5 mM NaCl, 120 mM KCI, 5 mM Succinat, 2 mM

Pyruvat, 5 mM Oxalacetat, 10 mM Hepes, 10 mM
Glucose, 4,2 mM K-EGTA, 1,2 mM MgCl,, 1,2 mM
K:HPO4 pH 7,3

Pipettenlésung B 128 mM CsCl, 5 mM Succinat, 2 mM Pyruvat, 5 mM
Oxalacetat, 10 mM Hepes, 10 mM Glucose, 1,2 mM
MgCly, 4,2 mM Cs-EGTA, 1,2 mM K;HPO,4 pH 7,3

Die in den 70er Jahren entwickelte und seitdem als Standardmethode der
Elektrophysiologie etablierte Technik erlaubt die Ableitung von Strémen einzelner
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Zellen. Eine mit Elektrolytiésung gefiillte Elektrode dient hierbei als Messelektrode,
mit deren Hilfe der leitende Kontakt zum Zellinneren hergestellt wird. Am Rand der
Messkammer befindet sich eine weitere Elektrode, die in die extrazellulare Lésung
eintaucht und somit als Referenzelektrode dient. Durch vorsichtiges Heranfiihren
der Pipette an die Zellmembran wird die Verbindung zwischen Zelle und Elektrode
hergestellt, ein leichter Unterdruck fiihrt zur Einstilpung der Membran in die
Pipettentffnung. Es entsteht ein elektrischer Abdichtwiderstand im Gigaohm-
Bereich. Durch erneutes Anlegen eines Unterdrucks wird das eingestilpte
Membranstick zerrissen und das Cytoplasma ist nun direkt mit der Pipettenlésung
verbunden (Ganzzellkonfiguration).

Zur Ableitung verschiedener Stréme wurden unterschiedliche Pipettenlésungen
eingesetzt; zur Bestimmung von Kalium- Auswartsstrdomen kam eine kaliumreiche
interne Lésung zum Einsatz (Pipettenlésung A), wahrend zur Erfassung von
Calcium- Einwartsstromen eine caesiumreiche Ldsung (Pipettenldsung B)
verwendet wurde. Kaliumkanéle sind fir Casium und ansdere grof3e, monovalente
Kationen undurchlassige, der Ersatz von KCI durch solche lonen verhindert somit
Kalium- Leckstréme und erhéht den Membranwiderstand. Als externe Badlésung
wurde in beiden Fallen eine physiologische Salzlésung (PSS) verwendet.

2411 Herstellung der Pipetten

Die Patch- Pipetten wurden aus Borosilicatkapillaren mit Innenfilament
(AuBendurchmesser: 1,5 mm; Wandstérke 0,3 mm; World Presicion Instruments,
Inc.) mit Hilfe eines Pipettenziehgerats hergestellt. Der Spitzendurchmesser lag
zwischen 1 und 2 ym, so dass nach Beflllen der Pipette mit Elektrolytiésung der
Eingangswiderstand zwischen 2 und 6 MQ betrug.

24.1.2 Aufbau der Messeinrichtung
Ein schwingungsgedémpfter Tisch (World Presicion Instruments Inc.), umgeben

von einem Faraday- Kafig, bildete die Grundkomponente des Messaufbaus,
welche das inverse Mikroskop (NIKON) mit aufgesetzter Versuchskammer und den
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Mikromanipulator zur Feinsteuerung der Pipette vor Erschitterung schitzte. Als
Messverstarker wurde ein konventioneller Patch-Clamp-Verstarker (Axon
Instruments Inc.) eingesetzt. Ein mit Software pClamp 5.0 ausgestatteter PC diente
zur Steuerung des Verstarkers, zur digitalen Datenregistrierung und zur
Aufzeichnung der Messdaten.

2413 Verwendete Messprotokolle

Zum  Messen der Membranstrome  wurden zwei  verschiedene
Spannungssprungprotokolle verwendet. Ein Protokoll (AKT500) bestand aus 14
Spannungsspriingen mit einer Anderung der Testspannung um 10 mV pro Sprung
ausgehend von -90 mV. Das Haltepotenzial lag bei -60 mV. Mit diesem Protokoll
sollte der Gesamtstrom, resultierend aus der Summe von inaktivierbaren und nicht-
inaktivierbaren Strémen, aufgezeichnet werden. Das zweite Protokoll (AKT500N)
bestand ebenfalls aus 14 Sprungsequenzen in 10 mV Schritten ausgehend von -90
mV. Das hierbei angelegte Haltepotenzial lag bei -10 mV. Mit Hilfe dieses
Protokolls sollten nicht- inaktivierbare Stréme aufgezeichnet werden.

Bei der Auswertung wurden die Stromverlaufe des nicht- inaktivierbaren Stroms
vom Gesamtstrom abgezogen und die resultierenden inaktivierbaren Stréme
konnten mit Hilfe von Clampfit 8.0 analysiert werden. Um einwarts- gerichtete
Calciumstréme zu messen, wurde als Pipettenlésung eine caesiumreiche L&sung
(Pipettenlésung B) verwendet, wahrend zur Bestimmung von Kalium-
Auswartsstrémen eine kaliumreiche interne Lésung zum Einsatz (Pipettenlésung
A) kam.

2.4.2 Bestimmung der Calciumkonzentrationen mittels Fluoreszenzfarbstoff Fura-
2 AM

Fura-2 ist der am haufigsten eingesetzte Fluoreszenzfarbstoff zur Messung der
intrazellularen  Calciumkonzentration [Ca2+]i. Fur die Bestimmung der

intrazellularen Calciumkonzentration in intakten Zellen eignen sich diese
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fluoreszierenden Farbstoffe bevorzugt, weil sie sich intrazellular anreichern. FURA-
2, Anfang der 80er Jahre aus BAPTA (1,2-bis-Aminophenoxyteraessigséaure)
entwickelt, ist ein mit hoher Selektivitat fur Calcium sensitiver Fluoreszenzfarbstoff.
Daher werden nur geringe Farbstoffkonzentrationen in den Zellen benétigt und
dadurch die Calcium-Pufferung gering gehalten. Voran genannte Eigenschaften
und der geringe Farbstoffverlust durch Diffusion gestatten mehrstiindige Calcium-
Messungen.

Fura-2-AM (Fura-2-Acetoxy-Methylester) ist ein weiterentwickelter
Fluoreszenzfarbstoff mit zwei wichtigen Eigenschaften. Er ist zum einen in seiner
Esterform lipophil, demzufolge membrangangig, und wird durch intrazellulare
Abspaltung des Esterrestes Calcium-sensitiv sowie hydrophil, so dass eine
Ruckdiffusion erschwert wird und er sich intrazelluldr anreichern kann. Zum
anderen ist die Fluoreszenzintensitdt von der ihn  umgebenden
Calciumkonzentration abhangig. Die Fluoreszenzintensitat steigt mit zunehmender
Calciumkonzentration bei einer Anregungswellenldnge von 340 nm an, reduziert
sich jedoch bei einer Anregungswellenlénge von 380 nm und umgekehrt (siehe
Abb. 2.5). Dies ist darin begrindet, dass Calcium-gebundenes Fura-2 bei
Anregung mit Licht einer Wellenldange von 340 nm maximal fluoreszierendes Licht
abgibt, wohingegen Calcium-freies Fura-2 bei Anregung mit Licht einer
Wellenldnge von 380 nm maximal fluoreszierenden Licht ausstrahlt. Zwischen
diesen Maxima liegt bei 365 nm der isosbestische Punkt, bei dem infolge
Anregung mit Licht dieser Wellenldnge sich die Fluoreszenzintensitat nicht in
Abhéngigkeit von der intrazelluldren Calciumkonzentration verandert.

2.4.2.1 Beladung der Zellen mit Fura-2 AM

Fur die Beladung der HLE-B3 Zellen wurde Fura-2 AM (die Carboxylat-Gruppen
des Fura-2 sind mit Acetoxymethyl-Gruppen verestert) verwendet, das aufgrund
seiner lipophilen Eigenschaften Zellmembranen durchdringen kann, wenn es im
AuRenmedium angeboten wird. Vom aufgenommenen Fura-2 AM wird durch
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intrazellulare Esterasen die AM-Gruppe abgespalten, so dass das jetzt hydrophile
Fura-2 die Zelle nicht mehr verlassen kann.

Die einstindige Beladung der Zellen mit 10° M Fura-2 AM erfolgte in
physiologischer Lésung (PSS) unter Sterilbedingungen im Brutschrank bei 37°C.
Das flr die Inkubation verwendete Fura-2 AM, wurde zuvor in wasserfreiem DMSO
gelost.

Nach Beladung wurden die auf einem Deckglas (Durchmesser 20 mm) kultivierten
HLE-B3 Zellen zundchst mit PBS mehrfach gewaschen und das Deckglas
anschlie3end in die Fluoreszenzmesskammer (Delta Dish) tberfuhrt.

2422 Kalibrierung

Fur die Kalibrierung wurde in eine mit EGTA versetzte, Calcium-freie Lésung,
lonomycin (105 M) appliziert. lonomycin zeichnet sich durch die Erhéhung der
zellmembrandren Calcium-Permeabilitdt aus, so dass Calcium entlang dem
Gradienten leicht nach extrazellular diffundiert. Unter diesen Bedingungen ist Fura-
2 intrazellular Calcium-frei und R, kann ermittelt werden. Im Anschluss wurde

Calcium-haltige Badlésung mit (105 M) lonomycin appliziert und R, konnte

ermittelt werden.

2.4.2.3 Grundlagen der Berechnung der intrazelluldren Calciumkonzentration

Die Berechnung der intrazelluldren Calciumkonzentration sollte von
Storfaktoren wie Farbstoffkonzentration in der Zelle, Ausbleichen durch das
anregende Licht sowie den Verlust an Farbstoff durch Exozytose und weiteren
auleren Faktoren weitgehend unabhangig sein. Dazu bildeten Grynkiewicz et al.
den Quotienten aus den sich entgegengesetzt verhaltenden
Fluoreszenzintensitaten bei den Wellenldngen von 340 und 380 nm. So war es
moglich, die Furakonzentration der Zellen mathematisch zu kirzen. Der Quotient
340/380 nm ist proportional zur Anderung der intrazelluldren Calciumkonzentration.
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Dadurch konnte die absolute intrazellulare Calciumkonzentration unabhé&ngig von
den oben genannten Faktoren errechnet werden.

K, = Dissoziationskonstante von Fura-2
{inverser log des x-Achsenabschnitts)
R_R R = pemessener Ratiowert der Testsubstanz
[Cﬁ2+ =K, % (—— My x § ¢ Rai/Rau= Ratiowerte der niedrigsten (0 pmol/L) bzw.
R —R hiichsten (39,8 pmol/L) Ca’*-K onzentration im
Kit
Se = (eritekonstante

Intensitit Fgp o der Ca®-freien Lisung

Imtensitit Fpg pn der Caﬂ—gesatﬁgten Lisung

Abb.2.6: Berechnung der intrazelluldaren Calciumkonzentration nach Grynkiewicz et al. (1985).

2.4.2.4 Die Mangan-Quench Technik

Die Mangan-Quench Methode basiert auf der Eigenschaft von Mn?*-lonen
durch Ca®** Kanale in Zellen einzudringen und mit hoherer Affinitat als Ca?* an
Fura-2 zu binden und dessen Fluoreszenz zu unterdriicken. Nach einer Inkubation
der Zellen bei 37 °C mit Fura-2 (siehe 2.5.2.1), wurden diese Experimente
ebenfalls in PSS durchgefihrt. Die Fluoreszenz wurde bei Anregung mit der
isosbesthischen Wellenldnge von Fura-2 (365 nm) bestimmt, bei der die Fura-2
Fluoreszenz unabhangig von Anderungen der Ca?*-Konzentration ist. Durch
Zugabe von 510 ° M MnCl, in das extrazelluldre Medium wurde das Fura-2 Signal
ausgeldscht. Die Abnahme der Fluoreszenzintensitat zeigte somit den Mn?*-
Einstrom in die Zellen an und stellt einen qualitativen Indikator fiir den Ca*-
Einstrom dar. Um die maximale Abnahme des Signals zu ermitteln, wurde Rmin mit

Hilfe von lonomycin ermittelt.



35

2.5 Statistik

Alle Daten sind als Mittelwert + S.E.M. aus mind. drei Werten angegeben, aul3er es
wird im Text anders ausgewiesen. Die Dosis- Wirkungsbeziehungen wurden mit
Hilfe von dem Programm N-FIT durch die Gleichung y = ymax* [X"/(Xx"+EC50")]
erstellt.

Das Signifikanzniveau wurde mit Hilfe des Students T- Test bestimmt. Bei einer
Irrtumswabhrscheinlichkeit von kleiner oder gleich 5% (p<0,05) wird von signifikant
gesprochen.
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3 Ergebnisse

3.1 Beeinflussung des intrazelluldren Calciumhaushaltes durch
spannungsabhéngige Calciumkanéle in humanen
Linsenepithelzellen

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte der Einfluss von Calcium (Ca?*),
dessen Homdoostase, die an der Regulation beteiligten Kanédle sowie dessen
Einfluss auf verschiedene =zelluldre Prozesse untersucht werden. Das
Hauptaugenmerk hierbei lag auf der Untersuchung spannungsabhangiger
Calciumkanale, insbesondere der L- und T- Typ Calciumkanale (Ca,s), und
deren Bedeutung fir unterschiedliche zelluldre Funktionen in humanen
Linsenepithelzellen.

3.1.1 Untersuchungen zur Expression spannungsabhéangiger Calciumkanéle in
humanen Linsenepithelzellen

Zunachst sollte die Existenz von spannungsabhéngigen Calciumkanalen
(Cay) in HLE-B3 Zellen analysiert werden. Dazu wurde zunéchst aus HLE-B3
Zellen RNA isoliert, in cDNA umgeschrieben und deren Integritdt auf einem
1,5%igem Agarosegel Uberpruft. Die intakte cDNA wurde anschlieRend als
Template fur die folgenden PCR Experimente eingesetzt. Mit Hilfe der Primer-
spezifischen PCR Programme wurde die mRNA der jeweiligen Proteine, sofern
sie vorhanden waren, amplifiziert. Die PCR Produkte wurden anschliel3end auf
einem 2%igen Agarosegel aufgetrennt und mit Hilfe der BIOMETRA Software
detektiert. Das Programm gab die Intensitét der Banden in Bandenintensitaten
aus, die verglichen und statistisch ausgewertet werden konnten. Wie in
Abbildung 3.1 exemplarisch dargestellt, wird in HLE-B3 Zellen neben drei
verschiedenen T- Typ Ca, Kanélen (Ca,3.1, Ca,3.2 und Ca,3.3), nur ein L- Typ
Ca, Kanal (Ca, 1.2) exprimiert. Die Expression jedes Cays wurde in mindestens
drei Experimenten untersucht.
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Abb.3.1: PCR Analyse von HLE-B3 Zellen. Die RNA der Zellen wurde, wie in Material und
Methoden beschrieben, aufgearbeitet und mit den spezifischen Primern fiir die jeweiligen
Kanale amplifiziert (n=3).

Da die Zellen in der Kultur ab Passage 15 ein stark verlangsamtes
Wachstum aufwiesen, sollte die Hypothese untersucht werden, ob sich die
Expression der detektierten Ca, Kandle wachstumsabhéngig verandert.
Deshalb wurden jeweils Zellen in einer stark proliferierenden Passage (P9) und
Zellen einer Passage mit stagnierendem Wachstum (P16) zu den folgenden
Untersuchungen herangezogen. Zunéchst wurden die Zelllysate der
verschiedenen Passagen hinsichtlich ihrer Teilungsaktivitdt mit Hilfe eines
Antikérpers gegen das ,proliferation associated nuclear antigen (p105)
untersucht (Abb.3.2). Dieses Protein ist im Chromatin des Zellkerns lokalisiert
und seine Expression ist in sich nicht teilenden Zellen deutlich vermindert
(Clevenger et al., 1987a).

S —
37 kDa -P_ - —
P9 P 16
Intensitat: 1004 42+5*

Abb.3.2: Immunprazipitation und anschlieBende Westernblot Analyse von HLE-B3 Zellen
verschiedener Wachstumsstadien. Die Zellen der Passagen 9 und 16 wurden, wie in
Material und Methoden beschrieben, aufgearbeitet und mit einem priméaren Antikérper
gegen p105 (1:500) uber Nacht inkubiert. Daten sind als Mittelwerte * SD (n=3)
angegeben (*- p<0,05).
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Auch in HLE-B3 Zellen konnte nachgewiesen werden, dass p105 in Zellen der
9. Passage deutlich starker exprimiert wurde als in Zellen der 16. Passage.
Abbildung 3.2 zeigt die signifikant unterschiedliche Expression des Proteins
p105: die Zellen der Passage 9 zeigten Bandenintensitaten von 1004 (n=3),
wahrend diese in Zellen der Passage 16 auf 4215 (n=3; p<0,05) reduziert
wurden.

Im weiteren Versuchsverlauf wurden die fur die Bestimmung der p105
Aktivitdt eingesetzten Lysate beider Passagen fir die Untersuchungen der
Expression der verschiedenen Ca, verwendet. Dafir wurden Westernblot
Experimente mit Antikérpern gegen die T- Typ Calciumkanédle Ca,3.1 und
Ca,3.3 sowie gegen die L- Typ Calciumkanale Ca,1.2 und Ca,1.3 durchgefiihrt
(Abb.3.3)".

Ca,3.1 Ca3.3 Ca,/1.2 Ca,/1.3
150 kDa 120 kDa 180 kDa 200 kDa
| B

- - P

_ o 2%

Vs : » 4

P16 P9 P16 P9 P16 P9 P16 P9

Intensitat: 13+t4* 100%2 9+2* 100+5 1004 96%2 0 0

Ca,3.1 Antigen Ca,3.3 Antigen Ca,1.2 Antigen Ca,1.3 Antigen
Inkubation Inkubation Inkubation Inkubation

Abb.3.3: Westernblot Analyse von HLE-B3 Zellen verschiedener Wachstumsstadien. Die
Zellen der Passagen 9 und 16 wurden, wie in Material und Methoden beschrieben,
aufgearbeitet und mit einem primaren Antikérper gegen Ca,3.1 und Ca,3.3 sowie Ca,1.2
und Ca,1.3 (1:500) Giber Nacht inkubiert. Daten sind als Mittelwerte * SD (n=5) angegeben
(*- p<0,05).

' Antikérper zu Ca,3.2 und Ca,1.1 wurden zur Zeit dieser Untersuchungen nicht im Sortiment
von ALOMONE Labs geflhrt.
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Die Bandenintensitaten in Abbildung 3.3 zeigen bei den T- Typ Calciumkanélen
eine deutliche wachstumsabhangige Expression: wéhrend Ca,3.1 in Zellen der
proliferierenden Passage 9 Bandenintensitdten von 1002 (n=5) zeigen,
verminderten sich diese in Zellen der Passage 16 signifikant auf 13x4 (n=5;
p<0,05); die Intensitaten fur Ca,3.3 in Passage 9 waren 1005 (n=5), wéhrend
sich die der Passage 16 auf 912 (n=5; p<0,05) reduzierten. Im Gegensatz zu
den T- Typ Calciumkanélen konnte von den beiden getesteten L- Typ Kanélen
nur die Expression von Ca,1.2 gezeigt werden. Wie in Abbildung 3.3 deutlich
erkennbar, konnte zwischen den beiden getesteten Zellpassagen kein
signifikanter Unterschied in der Expression von Ca,1.2 gezeigt werden (n=5,
p=0,14).

3.1.2 Untersuchungen zur Blockierung des Calciumeinstroms durch
Calciumkanal- Antagonisten

In den folgenden Untersuchungen sollte analysiert werden, ob die Ca?*-
Kanal- Antagonisten Mibefradil und Verapamil den Ca**- Einstrom in die Zelle
blockieren. Dazu wurden Patch- Clamp Untersuchungen in der whole- cell
Konfiguration unter Verwendung einer cé&siumhaltigen Pipettenlésung
durchgefiihrt. Die Stromantwort auf Spannungsimpulse in 10 mV Schritten von
einem Haltepotenzial von -90 mV auf +50 mV wurde aufgezeichnet. Unter
Kontrollbedingungen konnte in proliferierenden HLE-B3 Zellen (Passage 8-12)
der maximale einwarts gerichteter Calciumstrom von 120+30 pA bei einem
Potenzial von -20 mV aufgenommen werden, welcher durch beide Blocker
dosisabhangig inhibiert werden konnte. Dabei konnte beobachtet werden dass
Mibefradil in der Lage war, den Ca?- Strom in weitaus geringeren
Konzentrationen zu inhibieren als der L- Typ Kanalblocker Verapamil. Fur beide
Antagonisten wurden aus den ermittelten Daten Dosis- Wirkungsbeziehungen
erstellt (Abb. 3.4): Mibefradil blockierte den Ca*'- Strom mit einem ICs von
4*10%+0,2* 10®M (n=5), wahrend Verapamil 50% des Ca®'- Stroms erst bei
einer Konzentration von 910 "+0,4*10 " M (n=5) inhibieren konnte.
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Abb.3.4: Einfluss der Antagonisten auf den Calciumeinstrom in HLE-B3 Zellen. Dosis-
Wirkungskurven von Mibefradil und Verapamil zeigen die Dosis- abhidngige Inhibierung
des Einwartsstroms bei einer Testspannung von -20 mV (n=5). Daten sind als Mittelwerte
* S.E.M. (n=5) angegeben (*- p<0,05).

Um den Einfluss der Ca,s auf den Einstrom von Ca?* in die Zelle zu
untersuchen und die Patch- Clamp Experimente zu verifizieren, wurden
Fluoreszenzversuche mit dem Farbstoff Fura-2 durchgefilhrt und der Ca*'-
Einstrom mit Hilfe der Mangan- Quench- Technik dargestellt. Die Mangan-
Quench Methode basiert auf der Eigenschaft von Mn®*-lonen durch Ca®'-
Kanale in Zellen einzudringen und mit hoherer Affinitat als Ca®* an Fura-2 zu
binden und dessen Fluoreszenz zu unterdriicken (Grynkiewicz et al., 1985). Die
Fluoreszenz wurde bei Anregung mit der isosbesthischen Wellenldnge von
Fura-2 (360 nm) bestimmt, bei der die Fura-2 Fluoreszenz unabhéngig von
Anderungen der Ca?- Konzentration ist. Eine Abnahme der
Fluoreszenzintensitat zeigt somit den Mn®*-Einstrom in die Zellen an und stellt
einen qualitativen Indikator fir den Ca®*- Einstrom dar. In proliferierenden HLE-
B3 Zellen (Passage 8-12) konnte unter Kontrollbedingungen durch Zugabe von
Mangan eine rapide Abnahme des Fluoreszenzsignal gezeigt werden (Abb.3.5):
eine Minute nach Zugabe von 10* M Manganchlorid sank das Signal auf
57+3% (n=3, p<0,05) des Ausgangswertes; nach vier Minuten erreichte das
Signal nur noch Werte von 21+4% (n=3, p<0,05) der Ausgangsfluoreszenz. Der
durch spannungsabhéngige Calciumkanale vermittelte Ca*'- Einstrom sollte
nun durch den Einsatz spezifischer L- und T- Typ Ca**- Kanalblocker gepruift
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werden. Dazu wurden die Zellen vor Zugabe des Manganchlorids finf Minuten
mit verschiedenen Konzentrationen Mibefradil und Verapamil inkubiert und
anschlief3end die Abnahme des Fluoreszenzsignals bestimmt.

100 I
80 -
60

40 4

20 A1

Abnahme des Fluoreszenzsignals
(%)

0 L) L) L)
0 1 2

t (min)

107 M 10°M 10°M
—. - -k B
—¢— Kontrolle Mibefradil Mibefradil Mibefradil

Abb.3.5: Fluoreszenzmikroskopische Darstellung des Ca®*-Einstroms mit Hilfe der
Mangan- Quench Technik. Durch Inkubation mit Mibefradil wurden T- Typ Kanile
blockiert und somit auch der Ca**-Einstrom nach Zugabe von MnCI; reduziert, was sich
durch eine geringerer Abnahme der Fluoreszenzintensitidt auszeichnete. Daten sind als
Mittelwerte * SD (n=3) angegeben (*- p<0,05).

Mibefradil reduzierte deutlich die Verminderung des Signals (Abb.3.5): nach
Applikation von 107 M Mibefradil wurde die Ausgangsintensitat nach einer
Minute nur auf 65+5% (n=3, p<0,05) und nach vier Minuten nur auf 39+3%
(n=3, p<0,05) reduziert; durch Applikation von 10° M Mibefradil wurde die
Fluoreszenzintensitat nach einer Minute sogar nur auf 67+2% (n=3, p<0,05)
und nach vier Minuten auf 50+4% (n=3, p<0,05) herabgesetzt. Der Ca?'-
Einstrom konnte demzufolge durch den T- Typ Kanalblocker Mibefradil
konzentrationsabh&ngig um bis zu 38% vermindert werden.

Der L- Typ Kanalblocker Verapamil beeinflusste ebenfalls
konzentrationsabhangig den Ca®*- Einstrom, allerdings nicht in dem MaRe wie
Mibefradil (Abb.3.6): nach Zugabe von 10" M Verapamil wurde die
Fluoreszenzintensitat nach einer Minute auf 60+£3% (n=3, p<0,05) und nach vier
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Minuten auf 41+4% (n=3, p<0,05) reduziert; eine Inkubation mit 10° M
Verapamil verminderte die Ausgangsfluoreszenz allerdings nur auf 62+2%
(n=3, p<0,05) nach einer Minute und auf 38+3% (n=3, p<0,05) nach vier
Minuten.
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Abb.3.6: Fluoreszenzmikroskopische Darstellung des Ca*-Einstroms mit Hilfe der
Mangan- Quench Technik. Durch Inkubation mit Verapamil wurden L- Typ Kanile
blockiert und somit auch der Ca®*-Einstrom nach Zugabe von MnCI; reduziert, was sich
durch eine geringerer Abnahme der Fluoreszenzintensitat auszeichnete. Daten sind als
Mittelwerte £ SD (n=3) angegeben (*- p<0,05).

Somit konnte durch eine Inkubation mit Verapamil der Ca**- Einstrom um
24% in Bezug auf die Kontrollzellen vermindert werden. Im Gegensatz zu
Mibefradil zeigt der L- Typ Kanalblocker Verapamil also eine um ca. 14%
geringere Beeinflussung des Ca**- Einstroms.

3.1.3 Einfluss von Mibefradil und Verapamil auf die Verdnderung der
intrazellularen Calciumkonzentration

Dem Anstieg der intrazelluldren Ca**- Konzentration kann ein Ca®*- Einstrom
aus dem Extrazelluldrraum oder eine Freisetzung von Ca** aus intrazellularen
Speichern, wie dem ER, zugrunde liegen. Ein Einstrom erfolgt durch
spannungs- oder ligandenaktivierte, Ca®*- permeable lonenkanale, die durch
die Depolarisation der Zelle bzw. durch die Aktivierung von Rezeptoren gedffnet
werden. Um in den Untersuchungen einen Ca**- Einstrom durch die Aktivierung
von Cass in HLE-B3 Zellen zu erreichen, wurden diese kurzzeitig mit
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Kaliumchlorid (KCI) umspiilt, welches durch Depolarisation der Zellmembran
Cays aktiviert. Dies fuhrte, wie in Abb.3.7 ersichtlich, zu einem Anstieg der
intrazelluldren Ca?*- Konzentration: die Ca?*- Konzentration stieg durch Zugabe
von 2*10% M KCI von 2,510 "+0,5*10 " M (n=6) auf 7,5*10 '+0,5*10 ' M (n=6;
p<0,05). Um sicherzustellen, dass diese Erhéhung nicht ausschlieRlich auf die
Entleerung intrazellularer Speicher zuriickzufiihren ist, wurde den Zellen 5*10 8
M 2-APB als Inhibitor fir ,store-operated calcium channels“ (SOCs) appliziert.
In Anwesenheit von 2-APB erhéhte sich durch Zugabe von KCI die Ca?*-
Konzentration auf 7,3*10 ’+0,5*10’ M (n=3; p<0,05). Die Antwort auf KCI
veranderte sich durch Inkubation mit 2-APB im Vergleich zu den unbehandelten
Zellen nicht signifikant (n=3; p=0,07). AuRerdem wurde die Veranderung der
intrazellularen Ca?*- Konzentration nach Zugabe des Ca?*- Chelators EGTA
zum Umgebungsmedium, wodurch freies Ca?* gebunden wurde, gemessen.
Diese Untersuchungen ergaben, dass die Depletion des extrazellularen Ca?* zu
einem nur geringen Anstieg der intrazelluldren Ca®'- Konzentration nach
Depolarisation durch KClI fuhrte.
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. ; KCImit PSS 't 5¢10° M ;+ EGTA
2-APB +2*10° M KCI
Abb.3.7: Fluoreszenzmikroskopische Bestimmung der intrazellularen

Calciumkonzentration mit dem Farbstoff Fura-2. Ein Anstieg des Ca2+-SpiegeIs wurde
durch Zugabe von KCI induziert. Bei Blockierung der SOCs konnte keine erhebliche
Verminderung der KCI- induzierten Calciumerhdhung beobachtet werden. Durch Zugabe
des Ca®- Chelators EGTA konnte nur eine geringe Antwort auf eine KCI- Gabe
aufgezeichnet werden.
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Es sollte nun Uberprift werden, in welchem Mal} die Inhibierung dieser Kanale
Einfluss auf den intrazelluldren Ca?*- Spiegel hat. Dazu wurden die Zellen bei
der Fluoreszenzmikroskopie mit verschiedenen Konzentrationen von Mibefradil
und Verapamil inkubiert und der intrazellulére Ca*- Spiegel bei Zugabe von KClI
bestimmt. Verapamil reduzierte die KCI- induzierte Veranderung des Ca?'-
Spiegels konzentrationsabhangig (Abb.3.8): wahrend die Zellen bei Applikation
von 2102 M KCI mit einem Ca?*- Anstieg von 2,510 "+0,5*10 " M (n=6) auf
710 '+0,5*10 " M (n=6; p<0,05) reagierten, verminderten 10° M Verapamil
diesen Anstieg auf nur 4,25*10 "+0,5*10 ' M (n=6; p<0,05).

—&— Verapamil
1200 1 —e— 10° M BayK 8644 + Verapamil
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Abb.3.8: Fluoreszenzmikroskopische Bestimmung der intrazelluldren

Calciumkonzentration mit dem Farbstoff Fura-2. Als Kontrollwerte wurden hierbei die
Caz"-SpiegeI nach Applikation von KCI eingesetzt. Geringere Veranderungen des ca®-
Spiegels wurden in Anwesenheit von Verapamil beobachtet. Daten sind als Mittelwerte *
SD (n=6) angegeben (*- p<0,05).

Der L- Typ Calciumkanal Agonist Bay K 8644 wurde als Aktivator des Ca®*-
Einstroms in die Zelle ebenfalls in diesen Untersuchungen eingesetzt. Die
Zellen reagierten nach Zugabe von 10° M Bay K 8644 sensitiver auf eine
Depolarisation durch KCI: bei diesen Untersuchungen konnte ein KCI-
induzierte Anstieg des Ca®'- Spiegels auf 9,85*10 '+0,5*10 " M (n=6; p<0,05)
beobachtet werden. Gleichzeitig konnte durch den L- Typ Agonisten der Effekt
der CCA auf die intrazelluldre Ca?*- Konzentration beeinflusst werden: wahrend
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durch die Blockierung der Ca,s mit 10° M Verapamil die KCI- induzierte
Veranderung der intrazelluldren Ca®'- Konzentration sich nur auf 4,25*10
’+0,5*10 " M (n=6; p<0,05) erhoéhte, konnten durch Verapamil nach Zugabe von
Bay K 8644 Konzentrationen von 7,9*10 '+0,5*10 " M (n=6; p<0,05) verzeichnet
werden.

Der T- Typ Kanal Antagonist Mibefradil reduzierte ebenfalls die KCI-
induzierte Veranderung des Ca?*- Spiegels konzentrationsabhangig (Abb.3.9):
wahrend die Zellen bei Applikation von 2*102 M KCI mit einem Ca?*- Anstieg
von 2,510 '+0,5*10 " M (n=6) auf 7,5*10 "+0,5*10 ' M (n=6; p<0,05) reagierten,
verminderte 10" M Mibefradil diesen Anstieg auf nur 4*10 "+0.5*10 " M (n=6;
p<0,05). Die Zellen reagierten erheblich sensitiver auf eine Blockierung durch
den T- Typ Blocker Mibefradil als auf den L- Typ Antagonisten Verapamil. Der
L- Typ Calciumkanal Aktivator Bay K 8644 wurde ebenfalls in diesen
Untersuchungen mit dem T- Typ Antagonisten eingesetzt.
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Abb.3.9: Fluoreszenzmikroskopische Bestimmung der intrazelluldren

Calciumkonzentration mit dem Farbstoff Fura-2. Als Kontrollwerte wurden hierbei die
Caz"-SpiegeI nach Applikation von KCI eingesetzt. Geringere Veranderungen des ca®-
Spiegels wurden in Anwesenheit von Mibefradil beobachtet. Daten sind als Mittelwerte *
SD (n=6) angegeben (*- p<0,05).
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Wie bereits in den Verapamil- behandelten Zellen konnte auch hier durch
Inkubation mit dem Agonisten eine geringere Veradnderung des intrazelluldren
Ca?*- Spiegels in Anwesenheit von Mibefradil beobachtet werden: 10° M
Mibefradil reduzierte den intrazelluldren Ca**- Spiegel auf 3,510 "+0,5*10 " M
(n=6; p<0,05), wéhrend die Konzentration durch zusatzliche Gabe von Bay K
8644 7,2*10 "+0,5*10 " M (n=6; p<0,05) betrug.

3.2 Einfluss von Calciumkanalblockern auf zelluldre Funktionen

Im vorangegangenen Kapitel wurde die Existenz von Cays und deren
Einfluss auf den Ca?*- Einstrom- und- Haushalt in humanen Linsenepithelzellen
gezeigt. Neben der Reduktion des Einstroms mit Hilfe der fir die Kanéle
spezifischen Antagonisten, konnte auch der Ca?- Haushalt durch diese
beeinflusst werden. Da dem Ca?* in einer Vielzahl von Zellen eine
entscheidende Funktion in Prozessen wie Zellteilung und Differenzierung
zukommt, sollte geklart werden, ob die Blockierung des Ca®*- Einstroms ein
vermindertes Zellwachstum in humanen Linsenepithelzellen zur Folge hat.

3.2.1 Beeinflussung der Proliferation durch Mibefradil und Verapamil

Um eine Aussage Uber das Wachstumsverhalten von HLE-B3 Zellen treffen
zu koénnen, wurden Proliferationsassays unter Sterilbedingungen in der
Zellkultur durchgefuhrt. Dazu wurde eine definierte Zellzahl eingesetzt und
diese in Abwesenheit bzw. Anwesenheit von verschiedenen Ca*-
Kanalblockern Uber 24 Stunden kultiviert. Durch die Zellzahlbestimmung in den
einzelnen Versuchsansatzen konnten die Wachstumsraten unter den
verschiedenen Bedingungen analysiert werden.

Zunachst sollten verschiedene Konzentrationen beider Antagonisten
hinsichtlich ihrer Fahigkeit, das Wachstum von HLE-B3 Zellen zu blockieren,
getestet werden. Die Zellen ohne Zugabe eines Blockers wurden als
Proliferationskontrolle verwendet und alle Ergebnisse wurden auf diese
Kontrolle normiert. In den Untersuchungen blockierte der T- Typ
Kanalantagonist Mibefradil bei einer Konzentration von 10’ M das Wachstum
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der Zellen um 38+4% (n=10; p<0,05), bei einer Konzentration von 10* M sogar
um 78+3% (n=10; p<0,05) (Abb3.10). Daraus konnte fur Mibefradil ein ECso —
Wert von 1,0£0,2*10” M (n = 10; p<0,05) ermittelt werden. Der L- Typ
Antagonist Verapamil inhibierte ebenfalls die Proliferation von HLE-B3 Zellen,
allerdings in héheren Konzentrationen als Mibefradil. Verapamil inhibierte das
Zellwachstum bei einer Konzentration von 10" M um 18+2% (n=10; p<0,05),
bei einer Konzentration von 10* M um 58%4% (n=10; p<0,05) (Abb.3.10).
Daraus ergab sich fir Verapamil ein ECso — Wert von 2,7+0,7*10¢ M (n = 10;
p<0,05) (Abb.3.8). Zusammenfassend kann folglich festgestellt werden, dass
sowohl Mibefradil als auch Verapamil die Proliferation von HLE-B3 Zellen
konzentrationsabhé&ngig inhibieren kénnen. Wobei allerdings der Einfluss des T-
Typ Kanalblockers Mibefradil in den getesteten Konzentrationsbereichen
deutlich stérker ist als der des L- Typ Kanalblockers Verapamil.
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Abb.3.10: Wachstumsrate von HLE-B3 Zellen unter verschiedenen Bedingungen. Die
Zellzahl in den einzelnen Versuchsansitzen wurde nach 24-stiindiger Inkubation mit der
jeweiligen Blockerkonzentrationen bestimmt. Daten sind als Mittelwerte * S.E.M. (n=10)
angegeben (*- p<0,05).

Verifiziert wurden diese Untersuchungen durch Soft- Agar- Assays, die das
Wachstum der Zellen in einem Gewebeverband simulieren. Mit Hilfe dieser
Versuche konnte das Wachstum der Zellen Uber zwei Wochen beobachtet
werden. Abb.3.11 zeigt die Veradnderung der Zellzahl pro Gesichtsfeld (A) und
digitale Aufnahmen (B) eines solchen Assays mit und ohne Applikation von
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Mibefradil und Verapamil. Dabei ist deutlich erkennbar, dass der T- Typ-
Kanalblocker das Wachstum der HLE-B3 Zellen in den angegebenen
Konzentrationen deutlicher hemmt als der L- Typ Antagonist Verapamil. Bei
unbehandelten Zellen konnten pro Gesichtsfeld 52+4 (n=5) Zellen mit MTT
sichtbar gemacht werden, wahrend nach einer Behandlung mit 10° M
Mibefradil nur noch 2146 (n=5; p<0,05) Zellen und nach Applikation von 10° M
Mibefradil sogar nur 1615 (n=5; p<0,05) Zellen pro Gesichtsfeld mit MTT
sichtbar gemacht werden konnten. 10° M Verapamil reduzierten die Zellzahl
pro Gesichtsfeld von 52+4 (n=5) auf 42+3 (n=5; p<0,05), 10° M Verapamil auf
3715 (n=5; p<0,05).
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Abb.3.11: Verdnderung der Zellzahl pro Gesichtsfeld (A) und digitale Aufnahmen (B) von
HLE-B3 Zellen in einem Soft- Agar- Assay. Das Wachstumsverhalten der Zellen unter
Kontrollbedingungen und nach Zugabe von Mibefradil und Verapamil wurde iiber 2
Wochen beobachtet.
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Da der Ca®’- Kanal- Agonist Bay K 8644 in den Untersuchungen zur
intrazellularen Ca?'- Konzentration zu einem starken Anstieg dieser fihrte,
sollte das Wachstumsverhalten der Zellen unter Einfluss dieses Agonisten
ebenfalls untersucht werden. Durch die Inkubation der Zellen mit 10 ® M Bay K
8644 konnte eine Erhéhung des zelluldren Wachstums um 321+6% (n=6;
p<0,05) verzeichnet werden. Wahrend Mibefradil allein in einer Konzentration
von 10% M das Zellwachstum um 59+4% (n=6, p<0,05) verminderte, wurde
durch zusétzliche Inkubation mit 10° M Bay K 8644 die Proliferation nur um
2246% (n=6, p<0,05) reduziert. Der Effekt von Bay K 8644 war in den
Untersuchungen mit Verapamil ausgepréagter als in den Versuchen mit
Mibefradil: bei einer Konzentration von 10° M Verapamil allein wurde das
Wachstum um 25+2% (n=10; p<0,05) reduziert, durch zuséatzliche Inkubation
mit 10° M Bay K 8644 wurde die Proliferation nur um 20+4% (n=6, p<0,05)
reduziert.

Um diese Ergebnisse zu verifizieren, wurde die Expression des TATA- Box
Bindeproteins, eines Markers fir zelluldres Wachstum, vergleichend zwischen
Kontrollzellen und behandelten Zellen Uberprift. Dazu wurde zunéchst aus
proliferierenden HLE-B3 Zellen (Passage 8-12) RNA isoliert, in cDNA
umgeschrieben und mit Hilfe der Primer- spezifischen PCR Programme wurden
die mRNA der jeweiligen Proteine, sofern sie vorhanden waren, amplifiziert.

10 M 10 M

Kontrole Mibefradil  Verapamil

TEP |GAPDH| TBP |GAPDH TEBEP | GAPDH

— | — W | o— 168 bp

Intensitat| 10045 | 50&5% | 2384* 4545 4512 | 5436

Abb.3.12: Expression des TATA- Box Bindeproteins (TBP) in HLE-B3 Zellen in der
Kontrolle und in Anwesenheit von Mibefradil oder Verapamil behandelten Zellen.
Glycerinaldehydphosphat- Dehydrogenase (GAPDH) dient als Ladekontrolle. Daten sind
als Mittelwerte * SD (n=3) angegeben (*- p<0,05).
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Abb. 3.12 zeigt eine Abnahme der Expression von TBP bei einer 24- stiindigen
Inkubation mit Mibefradil und Verapamil im Gegensatz zu den Kontrollzellen.
Durch Inkubation mit 10° M Mibefradil wurden die Bandenintensititen des
Proteins von 10045 auf 23+4 (n=3, p<0,05) reduziert. Obwohl 10 ® M Verapamil
ebenfalls zu einer signifikant verminderten Expression des Proteins von 1005
auf 49+2 (n=3, p<0,05) fuhrte, konnte festgestellt werden, dass der T- Typ
Calciumkanalblocker Mibefradil die Expression von TBP starker reduziert als
Verapamil.

3.2.2 Mibefradil und Verapamil beeinflussen die Vitalitdt von humanen
Linsenepithelzellen

Da Mibefradil und Verapamil die Proliferation von humanen
Linsenepithelzellen stark beeintrdchtigten, wurden Untersuchungen zur Vitalitat
der Zellen mittels MTT- Test durchgefiihrt. Dieser kolorimetrische Test beruht
auf der Reduktion des gelben Tetrazoliumsalzes 3-[4,5-Dimethylthiazol-2-yl]-
2,5-Diphenyl Tetrazolium Bromid (MTT) zu blauen Formazankristallen durch
zellulare Dehydrogenasen. Dehydrogenasen sind nur in vitalen Zellen aktiv,
daher kann die Umwandlung von MTT als Mal fur die Vitalitdt angesehen
werden (Mosmann, 1983). Diese Versuche wurden ebenfalls in der Zellkultur
durchgefihrt, die Inkubation der Zellen mit den Kanalantagonisten erfolgte in
den gleichen Konzentrationsbereichen wie die Proliferationsuntersuchungen.
Die Zellen ohne Zugabe eines Blockers wurden als Kontrolle verwendet und
alle Ergebnisse wurden auf diese normiert. In den Untersuchungen konnte eine
Inhibierung der Zellvitalitdt um 24+6% (n=5; p<0,05) durch 10’ M des T- Typ
Kanalantagonisten Mibefradil (n=5; p<0,05) erreicht werden (Abb.3.13).
Verapamil hingegen konnte in diesen Konzentrationsbereichen die Vitalitat um
nur 19+3% (n=5; p<0,05) reduzieren (Abb.3.14). Auch hier konnte durch eine
Co- Inkubation mit dem L- Typ Agonisten Bay K 8644 eine Reduzierung des
Effekts beider Blocker beobachtet werden. Wahrend Mibefradil bei einer
Konzentration von 107 M 26+4% (n=5; p<0,05) der Vitalitat inhibierte,
verminderte sich bei dieser Konzentration die Vitalitat der Zellen bei einer Co-
Inkubation mit 10° M Bay K 8644 um nur 17+4% (n=5, p<0,05). Auch in hohen
Konzentrationsbereichen wurde der Effekt von Mibefradil durch den Agonisten
reduziert: wahrend Mibefradil die Vitalitit bei einer Konzentration von 10° M
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um 481+3% (n=5; p<0,05) verminderte, wurde bei dieser Konzentration in
Gegenwart von 10 ° M Bay K 8644 die Vitalitat der Zellen nur um 26+4% (n=5,
p<0,05) reduziert.
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Abb.3.13: Konzentrationsabhédngige Reduzierung der Vitalitit von HLE-B3 Zellen durch
Mibefradil. Der Calciumkanal- Agonist Bay K 8644 reduzierte den Effekt des T-Typ
Antagonisten Mibefradil. Daten sind als Mittelwerte * S.E.M. (n=5) angegeben (*- p<0,05)
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Abb.3.14: Konzentrationsabhingige Reduzierung der Vitalitit von HLE-B3 Zellen durch
Verapamil. Der Calciumkanal- Agonist Bay K 8644 reduzierte den Effekt des L-Typ
Antagonisten Verapamil. Daten sind als Mittelwerte * S.E.M. (n=5) angegeben (*- p<0,05).
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Der L- Typ Kanalantagonist Verapamil reduzierte die Vitalitdt der Zellen bei
einer Konzentraton von 10’ M um 19+3% (n=5; p<0,05), bei einer
Konzentration von 10* M um 42+6% (n=5; p<0,05) (Abb.3.14). Der L- Typ
Kanalagonist Bay K 8644 reduzierte auch bei diesen Experimenten den Effekt
der Blocker. Bei einer Co- Inkubation mit 10° M Bay K 8644 nahm die Vitalitat
der Zellen bei einer Verapamil Konzentration von 10" M nur um 8+3%, bei
einer Konzentration von 10 °> M Verapamil nur um 31+5% (n=5; p<0,05) und bei
einer Konzentration von 10% M Verapamil um 38+4% (n=5; p<0,05) ab
(Abb.3.14).

Verifiziert wurden diese Ergebnisse durch fluoreszenzmikroskopische
Exprimente mit Acridine Orange, einem Farbstoff, der in vitalen Zellen bei einer
Wellenlange von 525 nm emittiert. Bei diesen Versuchen wurden die
Fluoreszenzsignale bei 525 nm aufgezeichnet und die Abnahme der Signale
nach Applikation der verschiedenen Kanalblocker gegen die Kontrolle
aufgetragen. Hierbei sollte untersucht werden, wie viel Zeit zum Erreichen der
Effekte der Kanalblocker notwendig ist. Die ersten signifikanten Effekte traten
nach einer Inkubationsperiode von sechs Stunden auf. Wie in Abbildung 3.15
(A) dargestellt reduzierte 10 ® M Mibefradil das Signal um 39+6% (n=6, p<0,05),
wahrend 10° M Verapamil (Abb.3.15 B) das Signal nur um 35+3% (n=6,
p<0,05) verringert. Auch hier konnten durch den Einsatz des L- Typ- Kanal
Antagonisten die Effekte der Kanalblocker verringert werden: bei einer
Konzentration von 10° M Mibefradil wurde das Signal nur um 19+5% (n=4,
p<0,05) verringert; 10° M Verapamil reduzierten das Signal nur um 16+4%
(n=4, p<0,05). Diese Ergebnisse sind vergleichbar mit denen des MTT- Assays.
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Abb.3.15: Konzentrationsabhingige Abnahme des Fluoreszenzsignals von Acridine
Orange in HLE-B3 Zellen durch (A) Mibefradil und (B) Verapamil. Daten sind als
Mittelwerte * S.E.M. (n=4) angegeben (*- p<0,05).

3.2.3 Induktion von Apoptose durch die Calciumkanal- Antagonisten Mibefradil
und Verapamil

Da in Zellkultur- Experimenten beobachtet werden konnte, dass unter
Einfluss der Kanalblocker die Zellzahl stark reduziert wurde, sollten geklart
werden, ob dieses auf eine Induzierung apoptotischer Vorgange
zurtckzufihren ist. Apoptose oder auch programmierter Zelltod ist ein
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essentieller Prozess, der die Integritat genomischer DNA der Zelle im Laufe der
Entwicklung vielzelliger Organismen wund in der Homdostase adulter
Organismen sicherstellt. Im Laufe des programmierten Zelltods schneiden
DNasen die Kern-DNA in den Linkerregionen zwischen den Histonen, wodurch
DNA-Fragmente von n*180bp entstehen. Diese k&énnen durch eine
Gelelektrophorese nach Farbung mit Ethidiumbromid als Leitermuster
nachgewiesen werden. FUr diese Versuche wurden HLE-B3 Zellen mit
Mibefradil und Verapamil Gber 24h und 48h inkubiert, anschlieRend genomische
DNA isoliert, in einem 1,5%igen Agarosel aufgetrennt und mit Hilfe von
Ethidiumbromid sichtbar gemacht. Erst durch Inkubation der Zellen mit 10°> M
Mibefradil oder Verapamil Uber 48h konnte eine DNA- Fragmentierung
nachgewiesen werden. Wie in Abbildung 3.16 dargestellt, ist eine deutliche
Fragmentierung der DNA nach Zugabe von Mibefradil und Verapamil
nachweisbar.

—oow
R

=

Marker Kontrolle 10°M 10°M
Verapamil Mibefradil

Abb.3.16: DNA- Fragmentierung in HLE-B3 Zellen nach Zugabe der T- und L- Typ
Kanalantagonisten Mibefradil und Verapamil.

Die Regulation apoptotischer Vorgange ist ebenso wichtig wie die Kontrolle
des Zellzyklus. In den vergangenen Jahren wurden verschiedene Gene
gefunden, die mit Apoptose verlinkt sind. Die bcl-2 Familie kann den
programmierten Zelltod entweder positiv oder negativ regulieren. Bcl-2 und
andere Mitglieder dieser Familie wirken anti- apoptotisch, wahrend Bax (Bcl-2
associated X protein) einen potenten Mediator flir den programmierten Zelltod
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darstellt (Agarwal et al.,, 1998). In diesem Zusammenhang wurde die
Expression beider Gene in behandelten und unbehandelten Zellen untersucht.
Abbildung 3.17 zeigt den konzentrationsabhéngigen Einfluss der beiden
Kanalblocker auf die Expression von Bcl-2 und Bax: unter Kontrollbedingungen
wurden Bandenintensitatswerte von 38+2 (n=5) fir Bcl-2 und 1313 (n=5) flur
Bax detektiert; diese veranderten sich durch Inkubation mit Mibefradil
konzentrationsabhangig zugunsten einer gesteigerten Bax- Expression.
Wihrend sich bei einer Applikation von 10® M Mibefradil ausschlieBlich die
Intensitaten fir die Bax- Expression signifikant auf 2514 (n=5, p<0,05)
erhéhten, konnten fur die Bandenintensitéaten fir Bel-2 keine Anderung (40+4;
n=5, p=0,45) verzeichnet werden. Bei einer Inkubation mit 10° M Mibefradil
veranderten sich die Werte der Bandenintensitdten sowohl fir Bax mit einer
Erhéhung auf 7814 (n=5, p<0,05) als auch die fur Bcl-2 mit einer Reduktion auf
15+2 (n=5, p<0,05). Der L- Typ Blocker Verapamil fihrte zu &hnlichen
Veranderungen in der Expression beider Gene: durch 10° M Verapamil
reduzierten sich die Intensitéaten fir Bcl-2 auf 842 (n=5, p<0,05), durch 10° M
Verapamil auf 9+4 (n=5, p<0,05). Die Werte der Bandenintensitdten fur Bax
wurden durch 10% M Verapamil auf 3745 (n=5, p<0,05) und durch 10° M
Verapamil auf 792 (n=5, p<0,05) erhéht.

Kontrolle Mibefradil Verapamil
10°M 10°M 10°M 10°M
800 bp —frs |
300 bp —
50 bp —
M Bcl-2 Bax Bcl-2 Bax Bcl-2 Bax Bcl-2 Bax Bcl-2 Bax
Intensitat: 38+2 133 4014 25+4* 15+2 78+4* 812 3715 94 79+2*

Abb.3.17: PCR- Produkte von Bcl-2 (127 bp) und Bax (487 bp) in HLE-B3 Zellen mit und
ohne Inkubation mit verschiedenen Konzentrationen von Mibefradil und Verapamil.
Bandenintensititen wurden durch Densitometrie- Bestimmung mit Hilfe der Biometra
Software ermittelt. Daten sind als Mittelwerte £ SD (n=5) angegeben (*- p<0,05).
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Die intrazellulare Bax/ Bcl-2 Ratio kann die Féhigkeit der Zelle beeinflussen,
auf apoptotische Stimuli zu reagieren. Je starker sich diese zugunsten von Bcl-
2 verandert, desto besser ist die Zelle beféhigt, apoptotische Signale
abzuwenden (McConkey et al., 1990). Zur Determinierung des Zustands von
HLE-B3 Zellen wurde nun die Bax/ Bcl-2 Ratio bestimmt: In unbehandelten
Zellen lag diese bei 0,34+0,06 (n=5), nach Inkubation mit 10° M Mibefradil
bereits bei 0,63+0,08 (n=5, p<0,05) und nach Inkubation mit 10° M Mibefradil
bei 5,2+0,6 (n=5, p<0,05). Durch Applikation von 10° M Verapamil konnte die
Ratio auf 4,6+0,4 (n=5, p<0,05) erhéht werden und bei Inkubation mit 10° M
Verapamil sogar auf 8,8+0,7 (n=5, p<0,05).

Durch die Formierung pro- apoptotischer Homodimere aus Bad und
Mitgliedern der Bcl-2 Familie (Bcl-xl, Bax) an der Mitochondrienmembran kann
es durch verschiedene Aktivatoren wie Cytochrom c¢ oder SMAC zur
Freisetzung von Caspasen kommen. Diese Proteasen sind essentiell fir den
programmierten Zelltod. Die Effektor- Caspase 3 wird direkt durch die
Cytochrom c aktivierte Initiator- Caspase 9 protolysiert und stellt somit einen
wichtigen Marker fiir apoptotische Prozesse in der Zelle dar. In HLE-B3 Zellen
konnte eine Aktivierung von Caspase 3 durch Inkubation mit dem
Calciumkanal- Antagonisten Mibefradil gezeigt werden (Abb.3.18).

Kontrolle Mibefradil
107M | 10°m| 10°M
(A) e .
20 kDa — o -
Intensitat: 0 0 0 16+5*
20 kDa '
Intensitat: 0 32+3* 49+4* 7614

Abb.3.18: Westernblot des apoptotischen Fragments (p20) der Caspase 3 in
Abhingigkeit der Zeit und der Blockerkonzentration. Detektion nach 24-stiindiger (A)
und 48-stiindiger (B) Inkubation mit unterschiedlichen Konzentrationen Mibefradil Daten
sind als Mittelwerte * SD (n=3) angegeben (*- p<0,05).
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In unbehandelten Zellen konnte das apoptotische Fragment (p20) der Caspase
nicht nachgewiesen werden. Weiterhin wurde gezeigt, dass eine 24-stindige
Inkubation mit Mibefradil zu keiner Aktivierung von p20 fuhrte, auller bei
Konzentrationen von 10° M Mibefradil (Abb.3.18 A). Im Gegensatz dazu filhrte
eine 48-stiindige Applikation von 10’ M Mibefradil zur Erhéhung der
Intensitaten von 0 auf 32+3 (n=3, p<0,05); bei Inkubation mit 10 ® M Mibefradil
auf 49+4 (n=3, p<0,05) und bei Applikation von 10° M Mibefradil sogar auf
7614 (n=3, p<0,05) (Abb.3.18 B).

Weiterhin konnte durch PCR- Experimente die unterschiedliche Expression
von verschiedenen Apoptosemarkern (NRDG1, EI24 und SFN) zwischen
behandelten und unbehandelten Zellen gezeigt werden. Die Expression von
NRDG1 (N- myc downstream regulated gene), einem sog. DNA- damage
response gene, erfolgt bei p53- Aktivierung und verstarkter HIF1a- Expression,
die zu einer gesteigerten Apoptoserate in Tumorzellen fihrt [GUO et al. 2001].
Wéhrend SFN (Stratifin) als Negativregulator des Zellwachstums am G, —
Checkpoint  fungiert, inhibiert EI24 (Etoposide induced 2.4 mRNA) das
Zellwachstum, indem es Apoptose Signalwege aktiviert (Gu et al., 2000).

Kontrolle 10° M Mibefradil 10° M Mibefradil 10° M Verapamil

800 bp —f-sws
<

300 bp —wn . .
-=m as. oe

50 bp —

M |NRDG1 El24 SFN NRDG1 EI24 SFN NRDG1 EI24 SFN NRDG1 EI24 SFN

| Intensitat: 78+4 14312 915 832 14714 1534  102+2* 178+3* 38+3* 8714 15212 25%4*

Abb.3.19: PCR- Produkte der Apoptosemarker NRDG1 (N- myc downstream regulated
gene), EI24 (Etoposide induced 2.4 mRNA) und SFN (Stratifin) in unbehandelten Zellen
(control) im Vergleich zu mit Mibefradil und Verapamil behandelten Zellen. Daten sind als
Mittelwerte * SD (n=3) angegeben (*- p<0,05).



58

Die Expression der in Abb. 3.19 dargestellten Gene nimmt mit steigender
Blockerkonzentration zu: wéhrend die Bandenintensitdt fur NRDG1 in
Kontrollzellen 78+4 (n=3) ist, erhdht sich diese in mit 10® M Mibefradil
behandelten Zellen bereits auf 83+3 (n=3, p=0,12) und in mit 10> M Mibefradil
behandelten Zellen signifikant auf 102+2 (n=3, p<0,05). Durch eine Inkubation
mit 10° M Verapamil konnte keine signifikant verdnderte Expression von
NDRG1 festgestellt werden, die Intensitdtswerte erhéhten sich lediglich von
78+4 (n=3) auf 87+4 (n=3, p=0,57). Ahnliche Beobachtungen konnten auch fir
die Gene ElI24 und SFN gemacht werden: die Intensitaten unbehandelter Zellen
lagen bei 14312 (n=3) fur El24 und bei 95 (n=3) fir SFN; nach einer
Inkubation mit 10® M Mibefradil konnte keine signifikante Veranderung dieser
festgestellt werden, wahrend die Werte durch eine Inkubation mit 10° M
Mibefradil auf 17813 (n=3, p<0,05) fur EI24 und auf 3813 (n=3, p<0,05) fir SFN
signifikant erhéht wurden. Durch eine Inkubation mit 10° M Verapamil wurde
die Expression von EI24 nicht signifikant beeinflusst, wéhrend die Expression
von SFN erhéht wurde. Die Bandenintensitaten fur dieses Gen stiegen nach der
Inkubation mit Verapamil von 915 (n=3) auf 25+4 (n=3, p<0,05) an.

3.3 Mégliche Mechanismen der Calcium- induzierten Verdnderung
des zellulédren Wachstums

Ca*" vermittelt verschiedene zelluldre Prozesse und ist auch in HLE-B3
Zellen an der Vermittlung mitogener Signale beteiligt, wie im vorangegangenen
Kapitel dargestellt wurde. Der Eintritt in den Zellzyklus geht oft mit einer
Aktivierung Ras- regulierter Signalwege einher, in denen Raf-, MEK- und ERK-
Phosphorylierungen dominieren. Es sollte daher untersucht werden, ob der
durch Kanalblocker modifizierte Ca®**- Einstrom Einfluss auf mitogene
Signalkaskaden hat.

3.3.1 Beeinflussung der Calcium-/ Calmodulin- abhangigen Kinase Il (CaMKII)
Da die Phosphorylierung der CaMK Il (Ca®* / Calmodulin- abhéngige Kinase)

in einer Reihe von Zellen zur Aktivierung von c-Raf und ERK 1/2 fahrt (lllario et
al., 2003), wurde zunachst der Einfluss von Mibefradil und Verapamil auf die
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Phosphorylierung von CaMKIl, c-Raf und ERK 1/2 untersucht. Dafur wurden
zunéchst Lysate von unbehandelten und behandelten HLE-B3 Zellen hergestellt
und diese in Westernblot Experimenten hinsichtlich der Aktivierung von CaMK ||
untersucht. Abbildung 3.20 zeigt eine abnehmende Phosphorylierung des
Proteins mit steigender Blockerkonzentration: wahrend unbehandelte Zellen
Intensitdten von 100+2 (n=3) aufweisen, werden diese durch Applikation von
10" M Mibefradil bereits auf 62+6 (n=3, p<0,05) und bei Inkubation mit 10° M
Mibefradil sogar auf 126 (n=3, p<0,05) reduziert. Der L- Typ Kanalblocker
Verapamil reduzierte ebenfalls die Phosphorylierung des Proteins (Daten nicht
gezeigt). Hier konnten die Intensitaten bei einer Inkubation mit 10 > M Verapamil
auf 48+4 (n=3, p<0,05) verringert werden.? Als Kontrolle fur diese Versuche
wurden Zellen mit KN-93, einem CaMKII- Inhibitor, inkubiert und die
Phosphorylierung des Proteins in Westernblot Experimenten untersucht. Dabei
konnte eine konzentrationsabhangige Verminderung der Aktivitdt gezeigt
werden; bei einer Konzentration von 107 M KN-93 konnte die
Phosphorylierung von CaMKII vollsténdig inhibiert werden (Daten nicht gezeigt).
Da der Calciumkanal- Agonist Bay K 8644 einen erheblichen Einfluss auf
Wachstum und Vitalitéat der Zellen hatte, wurde der Einfluss des Agonisten auf
die Aktivierung der CaMKII untersucht. Nach Inkubation mit 10 ® M Bay K 8644
wurden die Bandenintensitaten von 100+2 (n=3) in unbehandelten Zellen auf
1374 (n=3, p<0,05) erhdht (Daten nicht gezeigt).

Kontrolle Mibefradil

52 kDa - . > @

- 510 M 10" M 10° M 10°M

Intensitat:: 10012 9212 6216* 1614 1216*

Abb.3.20: Aktivierung von CaMKIl in HLE-B3 Zellen in Abhédngigkeit von verschiedenen
Konzentrationen von Mibefradil. Bandenintensititen wurden durch Densitometrie-
Bestimmung mit Hilfe der Biometra Software ermittelt. Daten sind als Mittelwerte * SD
(n=3) angegeben (*- p<0,05).

? Bei diesen Experimenten wurde auf eine Konzentrationsreihe verzichtet, da die Effekte des L- Typ
Kanalblockers in allen bisherigen Untersuchungen erst bei einem Einsatz hoherer Konzentrationen
verzeichnet werden konnten.
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In diesem Zusammenhang wurde auch der Einfluss der CaMKIl auf das
Wachstum von HLE-B3 Zellen untersucht. Dazu wurden Proliferationstests mit
KN-93 durchgefuhrt. Die Dosis- Wirkungsbeziehung in Abb. 3.21 A zeigt eine
Inhibierung des Zellwachstum nach Inkubation mit dem CaMKII- Inhibitor: eine
Konzentration von 10" M KN-93 reduzierte das Wachstum der Zellen um
72+6% (n=4, p<0,05), 10 ° M KN-93 inhibierte das Wachstum um 86+3% (n=4,
p<0,05) und 10 ° M KN-93 um 94+6% (n=4, p<0,05). Fiir den CaMKII- Inhibitor
KN-93 ergab sich somit ein ECs;- Wert von 8*10° M. Weiterhin sollten
verschiedene Transkriptionsfaktoren hinsichtlich ihrer Expression nach einer
Inkubation mit dem CaMKII- Inhibitor KN-93 untersucht werden. Map4 ist durch
die Aktivierung verschiedener Kinasen wie Pak1 oder MEKK1 mafigeblich am
Ubergang von der G; zur S- Phase und von der G, zur M- Phase beteiligt.

(A) 100 1
1 —— KN-93

—~ 80 4
X

= 60 4
©

N 40 -
N
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0 ——mrmr—rrrr——r M

Konzentration (M)

(B) 8

Kontrolle 10” M KN-93

-

180 bp T i —

-—
150 bp —|-

Map4 SP1 p65 Map4 SP1 p65

Intensitat: (1685 9+3 1346 255* 413 57+2*

Abb.3.21: Inhibierung des Wachstums von HLE-B3 Zellen durch den CaMKII- Inhibitor
KN-93. (A) Konzentrationsabhdngige Reduzierung der Zellzahl durch KN-93. (B)
Verminderung der Expression verschiedener Transkriptionsfaktoren durch Inkubation
mit 107 M KN-93: Map4 (151 bp), SP1 (182 bp) and p65 (176 bp). Bandenintensititen
wurden durch Densitometrie- Bestimmung mit Hilfe der Biometra Software ermittelt.
Daten sind als Mittelwerte * SD (n=3) angegeben (*- p<0,05).
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Die Expression des Transkriptionsfaktors wurde durch 10 8 M KN-93 vermindert
(Abb.3.21 B): wahrend unbehandelte Zellen Bandenintensitdten von 16815
(n=3) aufwiesen, wurden diese durch eine Inkubation mit dem CaMKII- Inhibitor
auf 2515 (n=3, p<0,05) reduziert. Durch MEKK1 und ERK1/2 kann der
Transkriptionsfaktor p65 aktiviert werden, dessen Expression ebenfalls durch
eine Inkubation mit 10% M KN-93 verringert werden konnte: in Kontrollzellen
wurden Bandenintensitdten von 13416 (n=3) gezeigt, die nach Applikation von
10 8 M KN-93 auf 57+2 (n=3, p<0,05) reduziert wurden.

3.3.2 Beeinflussung der Extracellular regulated kinase ERK1/2

ERKSs werden durch verschiedene Stimuli aktiviert und kénnen Zellwachstum
und Differenzierung induzieren. Vorgeschaltete Komponenten im Signalweg,
die zu einer ERK- Aktivierung fiihren, sind u.a. MEK und die Proteinkinase Raf-
1 (Howe and Juliano, 1998). Nachdem bereits die Phosphorylierung von
CaMKIl durch Mibefradil und Verapamil inhibiert werden konnte und der
Einfluss dieser Kinase auf das Wachstum der HLE-B3 Zellen gezeigt werden
konnte, sollte nun der Einfluss der Kanalblocker und der Kinase auf Raf-1 und
ERK1/2 untersucht werden. Zunachst wurden Westernblot Experimente zur
Untersuchung der Phosphorylierung von Raf-1° und ERK1/2 gemacht. Die in
Abb.3.22 dargestellten Ergebnisse dieser Versuche zeigen eine deutlich
verminderte Aktivitdt beider Proteine nach Applikation des T- Typ-
Kanalblockers Mibefradil. Die Phosphorylierung von Raf-1 an den Tyrosinresten
340/341 nahm bereits durch Applikation von 10’ M Mibefradil deutlich ab
(Abb.3.22 A): wahrend Kontrollzellen Bandenintensitadten von 12016 (n=3)
aufwiesen, wurden diese durch Zugabe von 10’ M Mibefradil auf 54+4 (n=3,
p<0,05) und bei Applikation von 10 °> M Mibefradil sogar auf 10+3 (n=3, p<0,05)
reduziert. Ahnliche Beobachtungen konnten auch durch Zugabe des L- Typ-
Kanalblockers Verapamil gemacht werden, dabei konnten die Intensitdten von
120+6 (n=3) in unbehandelten Zellen auf 163 (n=3, p<0,05) durch Applikation

3 Verschiedene Raf-1- Phosphorylierungen sind bekannt, die entweder positive oder negative Effekte auf
seine katalytische Aktivitdt ausiiben konnen: Ser 621- Phosphorylierungen scheint die Kinaseaktivitdt zu
inhibieren (MISCHAK, 1996), wihrend Tyr 340 und Tyr 341 Phosphorylierungen fiir die Aktivierung
von Raf-1 notwendig ist (FABIAN, 1993). Daher wurde fiir diese Experimente ein Antikorper
herangezogen, der gegen die Tyr 340/341- Reste des Proteins gerichtet ist.
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von 10 ° M Verapamil vermindert werden (Daten nicht gezeigt). Auch der Ca®*-
Kanal- Agonist Bay K 8644 beeinflusste die Aktivierung der Proteinkinase: die
Bandenintensitaten wurden nach Zugabe von 10° M Bay K 8644 von 12046
(n=3) auf 140£3 (n=3, p<0,05) erhéht (Daten nicht gezeigt).

Auch ERK1/2 wurde in Anwesenheit der Ca?*- Kanal- Antagonisten nur
eingeschrankt phosphoryliert (Abb.3.22 B): im Gegensatz zu den Kontrollzellen,
deren Bandenintensitaten bei 804 (n=5) fur p42 und bei 11012 (n=5) fur p44
lagen, wurden durch eine Inkubation mit 10 ” M Mibefradil nur noch 34+6 (n=5,
p<0,05) fur p42 und 5612 (n=5, p<0,05) fur p44 erreicht. Eine Applikation von
10° M des Blockers fiihrte zu einer Verminderung der Intensitaten auf 18+4
(n=5, p<0,05) fur p42 und auf 146 (n=5, p<0,05) fir p44. Die Ergebnisse der
Proliferationsversuche mit dem Calciumkanal- Agonisten Bay K 8644 in der
Zellkultur sollten ebenfalls durch Westernblot Experimente verifiziert werden.
Durch eine Inkubation mit 10° M Bay K 8644 wurden die Bandenintensitaten
von phospho- ERK1/2 auf 1005 (n=4, p<0,05) fir p42 und auf 137+4 (n=4,
p<0,05) fiir p44 erhoht. Durch die zusatzliche Inkubation mit 10 ° M Bay K 8644
wurde die Wirkung von Mibefradil auf die ERK 1/2 Phosphorylierung reduziert.
Nach Inkubation mit 10 © M Mibefradil verminderten sich die Intensitaten fir p42
von 10045 (n=4) nur auf 963 fir p42 (n=3, p=0,07) und fir p44 von 13714 auf
nur 129+6 (n=3, p=0,08). Erst bei einer zusatzlichen Applikation von 10° M
Mibefradil konnte die ERK- Phosphorylierung beeinflusst werden: die
Intensitaten fur p42 sanken auf 42+3 (n=3, p<0,05) und auf 60+6 (n=3, p<0,05)
fur p44 (Daten nicht gezeigt).

Im Fall von Verapamil konnte auch eine Abnahme der Aktivitdt von ERK 1/2
beobachtet werden: im Gegensatz zu den Kontrollzellen, deren
Bandenintensitaten bei 804 (n=5) fur p42 und bei 110+2 (n=5) fur p44 lagen,
wurden durch Inkubation mit 10 ® M Verapamil nur 64+2 (n=5, p<0,05) fur p42
und 87+4 (n=5, p<0,05) fiir p44 erreicht. Eine Applikation von 10° M des
Blockers fuhrte zu einer Verminderung der Intensitaten auf 10£2 (n=5, p<0,05)
fur p42 und auf 264 (n=5, p<0,05) fur p44 (Daten nicht gezeigt).
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Kontrolle Mibefradil

74kDa  — D SN e ——

- 5*10° M 10" M 10° M 10° M

Intensitat: | 12016 11014 5414* 26+3* 10£3*

44 kDa ] —— —— — - —— -

42kD3  — - .
- 5410 M 10" M 10° M 10°M

Intensitat: 8014 7215 3416* 53+4* 18+4*

Intensitat: 1102 1213 5612* 38+2* 14+6*

Abb.3.22: Dosisabhdngige Abnahme der Phosphorylierung von cRaf-1 (A) und ERK1/2
(B) durch Inkubation mit Mibefradil. Bandenintensititen wurden durch Densitometrie-
Bestimmung mit Hilfe der Biometra Software ermittelt. Daten sind als Mittelwerte * SD
(n=5) angegeben (*- p<0,05).

Um den Einfluss der extrazelluldr regulierten Kinase (ERK1/2) auf das
Wachstum von HLE-B3 Zellen zu prifen, wurden die Zellen mit einem ERK1/2-
Inhibitor inkubiert und anschlieend deren Proliferationsrate und die Expression
verschiedener Transkriptionsfaktoren gepriift. Die Dosis- Wirkungsbeziehung in
Abb. 3.23 A zeigt eine konzentrationsabhangige Inhibierung des Zellwachstums
durch Inkubation mit dem ERK1/2- Inhibitor: Konzentrationen von 10° M GW
5074 reduzierten das Wachstum der Zellen bereits um 34+5% (n=4, p<0,05),
108 M GW 5074 inhibierten das Wachstum um 48+5% (n=4, p<0,05) und 10 ' M
GW 5074 um 72+4% (n=4, p<0,05). Fur den ERK1/2- Inhibitor GW 5074 ergab
sich somit ein ECs- Wert von 102 M. Weiterhin sollten verschiedene
Transkriptionsfaktoren hinsichtlich ihrer Expression nach einer Inkubation mit
dem Inhibitor untersucht werden. Wie bereits erwdhnt ist Map4 mafigeblich am
Ubergang von der G; zur S- Phase und von der G, zur M- Phase beteiligt. Die
Expression des Transkriptionsfaktors wurde durch 10® M GW 5074 nicht
vermindert (Abb.3.23 B): wahrend unbehandelte Zellen Bandenintensitdten von
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16815 (n=3) aufwiesen, betrugen diese bei einer Inkubation mit dem ERK1/2-
Inhibitor 157+6 (n=3, p=0,07).

(A) 100 4
—e— GW 5074
9 80 -
= 60 -
]
N
E 40 9
N
20 -
0 ———rrmr——rrrrr—— T T rTm
101" 10°° 10’8 107 10°® 10°
Konzentration (M)
(B)
Kontrolle 107" M GW5074
180 bp
L] —
150 bp - b
Map4 SP1 p65 Map4 SP1 p65
Intensitat: 168+5 9+3 134+6 157+5 4+2 87+4*

Abb.3.23: Inhibierung des Wachstums von HLE-B3 Zellen durch den ERK1/2- Inhibitor
GW 5074. (A) Konzentrationsabhédngige Reduzierung der Zellzahl durch GW 5074. (B)
Beeinflussung der Expression verschiedener Transkriptionsfaktoren durch Inkubation
mit 10° M GW 5074: Map4 (151 bp), SP1 (182 bp) and p65 (176 bp). Bandenintensitéiten
wurden durch Densitometrie- Bestimmung mit Hilfe der Biometra Software ermittelt.

Daten sind als Mittelwerte * SD (n=3) angegeben (*- p<0,05).

Durch MEKK1 und ERK1/2 kann der Transkriptionsfaktor p65 aktiviert werden,
dessen Expression durch eine Inkubation mit 10® M GW 5074 verringert
werden konnte: in Kontrollzellen wurden Bandenintensitdten von 13416 (n=3)
gezeigt, die nach Applikation von 108 M GW 5074 auf 87+4 (n=3, p<0,05)

reduziert wurden.
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3.3.3 Untersuchungen zum Zusammenhang der Kinasen CaMKIl, cRaf-1 und
ERK1/2

An diesem Punkt der Untersuchungen konnte noch keine Aussage Uber den
direkten Zusammenhang von CaMK II- Aktivierung und Raf- bzw. ERK 1/2-
Phosphorylierung getroffen werden. Um diesen Zusammenhang zu prifen,
wurden HLE-B3 Zellen einmal mit KN-93, dem Inhibitor fir CaMK Il, und zum
anderen mit GW 5074, einem ERK1/2- Inhibitor, inkubiert und die Aktivierung
von cRaf-1 und ERK1/2 Uberprift. In Kapitel 3.3.1 wurde der inhibitorische
Effekt von KN-93 auf CaMKIl bereits dargestellt. Die Ergebnisse in Abb.3.24
zeigen den Einfluss des Blockers auf cRaf-1 und ERK1/2, wobei eine
verminderte Phosphorylierung beider Proteine durch Blockierung der CaMK I
erkennbar ist: wahrend in den Kontrollzellen Bandenintensitdten von 15416
(n=3) fur cRaf-1 (C), von 1166 (n=3) fir p42 und 53+4 (n=3) fur p44 (D)
auftraten, wurden diese durch Applikation von 10® M KN-93 auf 67+4 (n=3,
p<0,05) fur cRaf-1 (C), auf 21+3 (n=3, p<0,05) fur p42 und auf 5913 (n=3,
p<0,05) fur p44 (D) reduziert. Diese Ergebnisse deuten daraufhin, dass CaMKI|
die Aktivitat von cRaf-1 und ERK1/2 beeinflusst, mdglicherweise kénnte die
Kinase in diesem Signalweg den beiden anderen vorgeschaltet sein. Um diesen
Sachverhalt zu prifen, wurde der ERK1/2- Blocker GW 5074 in die
Untersuchungen einbezogen. Hierzu wurden GW 5074 inkubierte HLE-B3
Zellen hinsichtlich der CaMKII-, cRaf- und ERK- Phosphorylierung untersucht.
Abbildung 3.24 zeigt den Einfluss des ERK1/2- Inhibitors auf die Aktivitat der
drei Kinasen: unbehandelte Zellen weisen Bandenintensitaten von 985 (n=3)
fur CaMKII (B), 15416 (n=3) fir cRaf-1 (C), 1166 (n=3) flr p42 und 53t4 (n=3)
fur p44 (D) auf. Nach Inkubation der Zellen mit 10® M GW 5074 wurden
Bandenintensitaten von 89163 (n=3, p=0,9) fur CaMKIl (B), 1425 (n=3,
p=0,07) fur cRaf-1 (C), 426 (n=3, p<0,05) flr p42 und 132 (n=3, p<0,05) fur
p44 (D) erhalten. Aullerdem ist in Abb.3.24 zusatzlich die Reduzierung der
TBP- Expression nach Inkubation mit KN-93 und GW 5074 dargestellt (A): die
Bandenintensitaten von 83+6 (n=3) unter Kontrollbedingungen wurden durch
10 8 M KN-93 auf 49+4 (n=3; p<0,05) und durch 10 ®*M GW 5074 auf 61+2 (n=3;
p<0,05) reduziert.
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Kontrolle 10°M KN-93 Kontrolle 10°M GW 5074
(A)
168 bp
8316 49%4* 8316 61+2*
(B)
52 kDa g - ;
98+5 49+4* 98+5 89+6
(C) 74 kDa \ - _ \ - ——
154+6 67+4* 154+6 142+5
e S ——

(D) 42/44 kDa ‘ _ ﬂ

p44 5314 213> 5314 13+2*

[

p42 11616 59+3* 11616 4216*

Abb.3.24: Einfluss von KN-93, einem CaMKII- Inhibitor, und GW 5074, einem ERK1/2-
Blocker auf die Aktivitat von CaMKIl, cRaf-1 und ERK1/2. Der Einfluss beider Blocker auf
das Zellwachstum wurde mit Hilfe des TATA Box Bindeproteins (TBP) dargestellt. Daten
sind als Mittelwerte * SD (n=3) angegeben (*- p<0,05).

3.3.4 Beeinflussung apoptotischer Vorgange durch die Blocker von CaMKII und
ERK1/2

Da in den bis hier dargestellten Ergebnissen die Auswirkung der
Calciumkanal- Antagonisten Mibefradil und Verapamil auf die Proliferation in
Zusammenhang mit der Aktivitdt von CaMKIl, cRaf-1 und ERK1/2 in HLE-B3
Zellen gezeigt werden konnte, sollte nun auch die Beteiligung der genannten
Kinasen an apoptotischen Prozessen untersucht werden. Wie in Abschnitt 3.2.3
gezeigt, konnte sowohl Mibefradil als auch Verapamil Apoptose induzieren. Um
den Einfluss von CaMKIl und ERK1/2 auf diese Vorgange zu prifen, wurden
HLE-B3 Zellen mit GW 5074, dem ERK1/2- Inhibitor, und KN-93, dem CaMKII-
Inhibitor, inkubiert und deren Effekte auf die DNA- Fragmentierung, Expression
von Apoptose- Markern und auf die Bax/ Bcl-2 Ratio untersucht.
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Marker Kontrolle 10°M 10°M 10-°M 10" M
Verapamil Mibefradil GW 5074 KN-93

Abb.3.25: DNA- Fragmentierung in HLE-B3 Zellen nach Zugabe der T- und L- Typ
Kanalantagonisten Mibefradil und Verapamil sowie nach Zugabe des ERK1/2- Blockers
GW 5074 und des CamKIl- Inhibitors KN-93.

Durch eine 48-stindige Inkubation der HLE-B3 Zellen mit den Inhibitoren der
Kinasen CaMKIl und ERK1/2 konnte neben wachstumshemmenden Effekten
auch die Induktion von apoptotischen Vorgangen nachgewiesen werden. Ein
Merkmal des apoptotischen Zelltods in vielen Zellen ist der DNA-Abbau, der
sich haufig als so genannte Leiter in Agarosegelen nachweisen lasst. Der
Grund hierfur ist die Aktivierung von Endonukleasen, welche die chromosomale
DNA zwischen den Nukleosomen schneiden und so DNA-Fragmente mit
definierten Langen herstellen. Wahrend in Kontrollzellen ein in hohen
Basenpaarbereichen relativ durchgehendes DNA- Signal nachgewiesen werden
konnte, waren nach einer Inkubation mit KN-93 und GW 5074 Fragmente in den
unteren Bereichen erkennbar (Abb.3.25).

Weiterhin konnte durch die Applikation der beiden Kinase- Inhibitoren eine
Veradnderung der Expression von Bax und Bcl-2 im Vergleich zu Kontrollzellen
gezeigt werden. Die bcl-2 Familie kann den programmierten Zelltod entweder
positiv oder negativ regulieren. Bcl-2 und andere Mitglieder dieser Familie
wirken anti- apoptotisch, wahrend Bax (Bcl-2 associated X protein) einen
potenten Mediator flr den programmierten Zelltod darstellt (Agarwal et al.,
1998). Abbildung 3.26 zeigt den konzentrationsabhangigen Einfluss der beiden
Kanalblocker auf die Expression von Bcl-2 und Bax: unter Kontrollbedingungen
wurden Bandenintensitdten von 38+2 (n=5) fur Bcl-2 und 133 (n=5) fir Bax
detektiert; diese veranderten sich durch Applikation des CaMKII- Inhibitors KN-
93 zugunsten einer gesteigerten Bax- Expression. Bei einer Applikation von 108
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M KN-93 &nderten sich die Intensitaten fir die Bax- Expression auf 3613 (n=5,
p<0,05), fur Bcl-2 konnte eine Anderung der Bandenintensitdten auf 3+2 (n=5,
p<0,05) verzeichnet werden. Der ERK1/2 Blocker GW 5074 fuhrte zu &hnlichen
Veranderungen in der Expression beider Gene: durch 10® M GW 5074
reduzierten sich die Intensitaten der Bcl-2- Banden auf 913 (n=5, p<0,05). Die
Bandenintensitaten fir Bax wurden durch 108 M GW 5074 auf 24+5 (n=5,
p<0,05) erhéht.

Kontrolle KN-93 GW 5074
10°M 10°M
800 bp — 3
-—— { -
300bp — | T M- Sendd

M Bax Bcl-2 Bax Bcl-2 Bax | Bcl-2
Intensitat: 13+3| 38+%2 36+3* | 3+2* 24+5*| 9+3*

Abb.3.26: PCR- Produkte von Bcl-2 (127 bp) und Bax (487 bp) in HLE-B3 Zellen mit und
ohne Inkubation mit dem CaMKIlI- Inhibitor KN-93 und dem ERK1/2- Inhibitor GW 5074.
Bandenintensitaten wurden durch Densitometrie- Bestimmung mit Hilfe der Biometra
Software ermittelt. Daten sind als Mittelwerte * SD (n=5) angegeben (*- p<0,05).

Die intrazelluldre Bax/ Bcl-2 Ratio ist entscheidend fur die Reaktion der Zellen
auf apoptotische Stimuli (McConkey et al., 1990). Je starker sich diese
zugunsten von Bcl-2 verandert, desto besser ist die Zelle befahigt apoptotische
Prozesse abzuwenden. Zur Determinierung des Zustands von HLE-B3 Zellen
wurde deshalb die Bax/ Bcl-2 Ratio bestimmt: In unbehandelten Zellen lag
diese bei 0,34+0,06 (n=5), nach Inkubation mit 10® M des CaMKII- Inhibitors
KN-93 bei 12,34+0,28 (n=5, p<0,05) und nach Inkubation mit 10® M des
ERK1/2- Inhibitors GW 5074 bei 2,6+0,4 (n=5, p<0,05).

AuBerdem wurde PCR- Experimente die Veranderung der Expression
verschiedener Apoptosemarker (NRDG1, EI24 und SFN) nach Inkubation der
Zellen mit den Inhibitoren fir CaMKIl und ERK1/2 untersucht. Die Expression
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von NRDG1 (N- myc downstream regulated gene) erfolgt verstarkt bei p53-
Aktivierung und kann zu einer gesteigerten Apoptoserate in Tumorzellen fihrt
(Guo et al.,, 2001). Wahrend SFN (Stratifin) als Negativregulator des
Zellwachstums am G, — Checkpoint fungiert, inhibiert EI24 (Etoposide induced
2.4 mRNA) das Zellwachstum, indem es Apoptose Signalwege aktiviert (Gu et
al., 2000). Die Expression der in Abb. 3.27 dargestellten Gene nimmt mit
steigender Blockerkonzentration zu: wahrend die Bandenintensitdten fir
NRDG1 in Kontrollzellen 784 (n=3) betragen, erhéhen sich diese in mit 108 M
GW 5074 behandelten Zellen auf 162+3 (n=3, p<0,05) und in mit 10® M KN-93
behandelten Zellen auf 10446 (n=3, p<0,05). Ahnliche Beobachtungen konnten
auch fur EI24 gemacht werden: die Bandenintensitdten unbehandelter Zellen
lagen bei 1432 (n=3); nach einer Inkubation mit 10% M GW 5074 stiegen die
Bandenintensitaten auf 22616 (n=3, p<0,05) fur EI24. Durch eine Inkubation mit
10 8 M KN-93 erhdhten sich die Intensitaten fir EI24 auf 202+5 (n=3, p<0,05).

Kontrolle 10°M GW 5074 10° M KN-93

800 bp ——wss

——

~&.09_ B

50 bp —

M | NRDG1 EI24 SFN NRDG1 EI24 SFN NRDG1 EI24 SFN
Intensitét: 78+4 14312 915 162+3* 224+6* 612 10416* 202i5* 813

Abb.3.27: PCR- Produkte von den Apoptosemarkern NRDG1 (N- myc downstream
regulated gene), EI24 (Etoposide induced 2.4 mRNA) und SFN (Stratifin) in
unbehandelten Zellen (control) im Vergleich zu mit GW 5074 und KN-93 behandelten
Zellen. Daten sind als Mittelwerte £ SD (n=3) angegeben (*- p<0,05).

Die Expression von SFN wurde durch beide Inhibitoren nicht signifikant
beeinflusst. Beide Kinase- Inhibitoren induzierten eine starkere Expression der
genannten Apotosemarker als die Ca?*- Kanalantagonisten Mibefradil und
Verapamil.
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4 Diskussion

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, den Einfluss spannungsabhangiger
Calciumkanéale (Ca,), besonders der L- und T- Typ Kanéle, auf zellulare
Prozesse wie Wachstum und Apoptose humaner Linsenepithelzellen (HLE-B3)
zu untersuchen. Die Kanéle sollten durch verschiedene Antagonisten blockiert
werden und somit deren mdglicher Einfluss auf Verédnderungen verschiedener
funktioneller Parameter untersucht werden. In weiteren Analysen sollte
untersucht werden, ob der durch die CCA modifizierte Ca®*- Einstrom Einfluss
auf mitogene Signalkaskaden hat.

Da intrazellulares Ca®* eine Reihe zelluldrer Effekte wie bspw.
Zellwachstum, Differenzierung und Apoptose vermittelt (Berridge et al., 2000;
Bootman et al., 2002; Boynton and Whitfield, 1976a; Perris and Whitfield, 1967;
Schreiber, 2005; Whitfield et al., 1987; Whitfield, 1992; Whitfield et al., 1995),
kénnte die Regulation der Ca®'- Homdostase ein wichtiges Instrument zur
Pravention verschiedenster proliferationsbedingter Erkrankungen wie bspw.
Hyperplasie (Gown, 1978), diverser Augenerkrankungen (Grant and Acosta,
1996) oder Brustkrebs (Rodriguez-Mora et al.,, 2005) sein. Auch fir die
Prévention von Nachstar, an dessen Entstehung die Proliferation und Migration
von Linsenepithelzellen malfgeblich beteiligt zu sein scheint (Apple et al.,
1992), konnte die Beeinflussung des Ca?*- Haushalts einen entscheidenden
Fortschritt bringen. In der vorliegenden Arbeit wurden vor dem klinischen
Hintergrund neuer Therapieansatze in der Nachstarpravention humane
Linsenepithelzellen (HLE-B3) als Untersuchungsobjekt eingesetzt.

4.1 Expression verschiedener spannungsabhéngiger
Calciumkanéle (Ca,) in HLE-B3 und deren Einfluss auf
intrazellulére Calciumkonzentrationen

Ca?*- lonen spielen eine kritische Rolle in der Regulation vieler
verschiedener biologischer Prozesse. Verdanderungen der intrazellularen Ca*'-
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Konzentration regulieren unter anderem die neuronale Erregbarkeit (Foster,
2007; Fuchs et al., 2007) , die Neurotransmitter- und Hormonfreisetzung (Chen
et al., 1999; Stojilkovic et al., 2005), Muskelkontraktion (Bakowski and Parekh,
2007; Kanaide, 2007), die Zelldifferenzierung (Park et al., 2007a; Si et al., 2007)
und die Expression verschiedener Gene (Naveh-Many and Nechama, 2007).

Intrazelluldre Ca®*- Konzentrationen kdnnen entweder durch Freisetzung
von Ca?* aus dem endoplasmatischen Retikulum oder durch Einstrom aus dem
Extrazellularraum erhéht werden. Einen wichtigen Weg des lons in die Zelle
stellen in einer Reihe verschiedener Zelltypen spannungsabhangige
Calciumkanéle (Ca,) dar (Cribbs, 2006; Curtis et al., 2007; Yao et al., 2006;
Zhao et al., 2002). Da besonders L- und T- Typ Ca, in zellularen Ereignissen
wie Proliferation, Differenzierung und Migration beteiligt zu sein scheinen (Gray
et al., 2004; Lacinova, 2004; Lacinova, 2005; McGivern, 2006; Xia et al., 2004),
wurde die Expression dieser Ca,- Familien in HLE-B3 Zellen untersucht. Es
konnte gezeigt werden, dass neben drei T- Typ Ca,s (Ca,3.1, Ca,3.2 und
Ca,3.3), nur ein L- Typ Ca, (Ca,1.2) in diesen Zellen exprimiert wird.
Gleichzeitig konnte eine wachstumsabhé&ngige Expression der T- Typ Cays
(Ca,3.1 und Ca,3.3) nachgewiesen werden. Verschiedene Arbeitsgruppen
konnten bereits Abhé&ngigkeiten der T- Typ Kanalexpression von Wachstum,
Differenzierung und Zellzyklus nachweisen: In Neuronen (Kostyuk et al., 1993;
McCobb et al., 1989; Tarasenko et al., 1998), Herzmuskelzellen (Kuga et al.,
1996; Kuga et al., 2000) und Skelettmuskelzellen (Beam and Knudson, 1988;
Gonoi, 1993) sind T- Typ Ca,s vorwiegend in der frihen embryonalen oder
neonatalen Phase der Entwicklung exprimiert. Dartber hinaus konnte eine
verstarkte Expression der Kandale in Tumorzellen (Hirooka et al., 2002; Panner
et al., 2005) und in aktiv, bspw. durch erhéhten Druck (Nuss and Houser, 1993)
stimuliert, wachsenden Muskelzellen festgestellt werden. Einige dieser Studien
belegen, dass Zellen, die sich in proliferierenden Phasen befinden,
vorubergehend T- Typ Cays exprimieren (Kuga et al., 1996; Lory et al., 2006),
wahrend Zellen in nicht- proliferierenden Phasen nur L- Typ Ca,s aufweisen.
Aufgrund dieser Ergebnisse liegt die Vermutung nahe, dass auch in humanen
Linsenepithelzellen die Expression der L- Typ Cays, die sowohl in
proliferierenden Zellpassagen als auch in Zellen mit stagniertem Wachstum
nachgewiesen werden konnten, unabhangig von Zellzyklus und
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Wachstumsphase der Zellen zu sein scheinen. Wohingegen sich die T- Typ-
Expression abhangig vom Wachstumsverhalten der Zellen zeigte. Kuga et al.
1996 demonstrierten an vaskuldren Muskelzellen die wachstumsabhéangige
Expression von L- und T- Typ Cays: mit Hilfe der Zellzyklusmarker PCNA und
Ki-67, die unterschiedlich stark in den verschiedenen Phasen des Zellzyklus
exprimiert werden. In der G4- und S- Phase konnten sowohl L- als auch T- Typ
Calciumstréme gemessen werden, wahrend in Zellen der Go- und M- Phase der
Anteil der L- Typ Calciumstréme Uberwog. In HLE-B3 Zellen wurde die
Wachstumsabhéangigkeit der Kanalexpression mit Hilfe des ,proliferation
associated antigens® (p105), dessen Konzentration kurz vor Eintritt in die S-
Phase, wahrend der S- Phase und beim Ubergang von G, zu M- Phase ansteigt
(Clevenger et al., 1987b; Clevenger et al., 1987a), untersucht. In Zellen, die
p105 stark exprimierten, konnten neben L- Typ Ca,s verstarkt auch T- Typ Ca,s
nachgewiesen werden, wahrend in Zellen ohne oder mit einer schwachen p105
Expression nur L- Typ Ca,s gefunden werden konnten (vgl.3.1.1).

Die Beteiligung spannungsabhéngiger Ca**- Kanale an der Erhéhung des
intrazellularen Ca** und somit méglicherweise auch an zelluldren Funktionen
wurde bereits verschiedenartig untersucht. Dabei kam es bspw. durch kurz-
oder langerfristige Blockierung der Kanalexpression mittels siRNA- Techniken
oder regulierbarer Promotoren in verschiedenen Zellen zu einer Hemmung des
Ca?*- Einstroms, in dessen Zusammenhang auch wachstumshemmende
Effekte gezeigt werden konnten (Rodman et al., 2005a; Rodman et al., 2005b).
Eine andere Mdéglichkeit der Uberprifung des Kanaleinflusses stellen
Kanalantagonisten dar, die gleichzeitig Therapeutika zur Pravention
verschiedener Krankheiten sein koénnen. Leider ist die Brauchbarkeit der
unterschiedlichen Antagonisten durch geringe Spezifitat (Bertolesi et al., 2002),
durch geringe Selektivitat (Coulter et al., 1989) oder durch die Pharmakologie
des Agents limitiert.

Um die vorhandenen L- Typ Ca,~ Kandle zu inhibieren, wurden HLE-B3
Zellen mit dem Phenylalkylamin Verapamil behandelt, wahrend zur Blockierung
der T- Typ Kandle das Tetralolderivat Mibefradil eingesetzt wurde. Dieser
Wirkstoff besitzt die Eigenschaft, sowohl T- als auch L- Typ Kanéle blockieren
zu kénnen, wobei dieser Effekt konzentrationsabhé&ngig zu sein scheint (Clozel
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et al., 1997; Clozel et al.,, 1990; Lee et al., 2004; Leuranguer et al., 2001).
Mibefradil wird zudem eine zehnfach hdhere Affinitat zu T- Typ als zu L- Typ
Kanélen zugesprochen (Park et al., 2007b).

Der L- Typ Kanal- Antagonist Verapamil z.B. zeigte in manchen Zellen
keinen Effekt auf T- Typ Stréme (Fox and Green, 1986), wahrend er in anderen
Zellen T- Typ Stréme in Konzentrationsbereichen zwischen 10° bis 10° M
inhibierte (Akaike et al., 1981; Kuga et al., 1990; Takahashi et al., 1992). In den
meisten Zellen, die ausschliel3lich T- Typ Kanéle exprimieren, konnte Verapamil
allerdings nur in sehr hohen Konzentrationen (10* M) den Ca*- Einstrom
inhibieren (Panner, 2005). Der Anteil der durch Verapamil blockierbaren Ca,s
am gesamten Ca**- Einstrom in die HLE-B3 Zellen lag bei 24% (vgl.3.1.2). In
diesen Zellen konnten 50% des von den Ca,- getragenen Ca?‘- Einstroms
durch 910 ’+0.4*10 ” M Verapamil inhibiert werden, eine komplette Blockierung
dieses Einstroms konnte allerdings erst in sehr hohen Konzentrationsbereichen
(10* M) erreicht werden (vgl.3.1.2).

Der Anteil der durch Mibefradil blockierbaren Ca,s am gesamten Ca**- Einstrom
in die HLE-B3 Zellen lag bei 38% (vgl.3.1.2). Der T- Typ Antagonist reduzierte
50% des von den Ca,- getragenen Ca?*- Einstroms bereits bei Konzentrationen
von 4*108+0.2*10 ® M (vgl.3.1.2), welche in Bereichen liegen, die als selektiv fir
eine T- Kanalblockade beschrieben wurden (Hermsmeyer et al., 1997; Mishra
and Hermsmeyer, 1994b; Mishra and Hermsmeyer, 1994a). Mibefradil konnte
bereits, im Gegensatz zu seinem L- Typ- spezifischen Gegenspieler, in
Konzentrationsbereichen von 5*10° M den gesamten Ca*- Einstrom in die
Zelle  Dblockieren. In  Muskelzellen des Harnleiters konnten in
Konzentrationsbereichen von 10® M Mibefradil 80% des T- Typ Ca®*- Stroms,
aber kein L- Typ Ca®*- Strom blockiert werden. Wurde die Blockerkonzentration
auf das dreifache erhoht, konnten wiederum nur ca. 20% des L- Typ Ca*'-
Stroms inhibiert, wéhrend reine L- Typ Kanalblocker wie Nifedipine 90% der L-
Typ Kanale blockieren konnten (Bradley et al., 2004). Diese Evidenzen weisen
darauf hin, dass Mibefradil konzentrationsabhangig einmal T- Typ Ca**- Kanale
und zum anderen L- Typ Kanéle zu blockieren vermag und somit in
physiologisch relevanten Konzentrationen zur spezifischen Inhibierung des
Ca?*- Einstroms eingesetzt werden kann. Obwohl in einer Vielzahl von
Publikationen Interaktionen mit einer Reihe anderer Kanédle wie
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spannungsabhangigen Natrium- und Kaliumkanalen (Perchenet and Clement-
Chomienne, 2000; Strege et al., 2005), Chloridkanélen (Nilius et al., 1997) oder
anderen Kaliumkanélen (Chouabe et al., 1998; Chouabe et al., 2000; Gomora
et al., 1999) beschrieben wurden, liegen die dort verwendeten wirksamen
Konzentrationen von Mibefradil in 5- bis 500-fach héheren Bereichen als der
Antagonist in den vorliegenden Untersuchungen den Ca?*- Strom und das
Wachstum von HLE-B3 Zellen inhibieren konnte.

Neben der Blockade des Ca**- Einstroms konnte in HLE-B3 Zellen auch die
intrazelluldre Ca®*- Konzentration durch den Einsatz von Mibefradil und
Verapamil moduliert werden. Durch die Depolarisation der Zellmembran mittels
Kaliumchlorid (KCI) und die dadurch erzeugte Aktivierung der Ca,s konnte eine
Erhéhung der intrazellularen Konzentration des lons um das dreifache
beobachtet werden, wahrend diese durch Zugabe des T- Typ Kanalblockers
(10 " M) deutlich reduziert wurde. Verapamil konnte einen dhnlichen Effekt erst
in héheren Konzentrationen (10 °-10° M) erreichen (vgl.3.1.3). Dass der Ca?*-
Einstrom Uber Ca,s bedeutend fur zelluldre Prozesse sein kann, wurde in
verschiedenen Arbeiten durch den Einsatz des Ca,- Agonisten Bay K 8644
beschrieben (Carbone et al., 1990; Janis et al., 1984; Rampe et al., 1984;
Rampe et al., 1993). Zunachst erhohte dieser den Ca*'- Einstrom und die
intrazelluldre Ca*'- Konzentration pankreatischer B- Zellen, Herzmuskelzellen
(Sinnegger-Brauns et al., 2004), Lymphozyten (Kunert-Radek et al., 1990) und
wie in dieser Arbeit gezeigt ebenso humaner Linsenepithelzellen. Gleichzeitig
konnte sowohl im Rahmen dieser als auch in den angefuhrten Arbeiten eine
zelluldre Antwort auf die Erhéhung des Ca?* durch Inkubation mit Bay K 8644
beobachtet werden: Lymphozyten reagierten mit erhdhtem Zellwachstum
(Kunert-Radek et al., 1990) und Aktivierung der extrazellulér regulierten Kinase
(ERK1/2) (Kotturi et al., 2003) und in p- Zellen sowie Herzmuskelzellen wurde
die Fos- Expression erhéht (Sinnegger-Brauns et al., 2004). Diese Resultate
unterstitzen einmal mehr die Vermutung, dass Cays durch eine Erhéhung des
intrazellularen Ca?* mitogene Signale auslésen und durch eine Modulation eben
dieser Kandle Zellwachstum beeinflusst werden kann. Panner et al. zeigten
ebenfalls in verschiedenen Tumorzellen die Inhibition von Ca,s und gleichzeitig
eine Abnahme der Proliferation durch Gabe von Mibefradil im sub-
mikromolaren Bereichen. Diese Effekte konnten auch in HLE-B3 Zellen gezeigt
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werden, was den Schluss zulésst, dass Mibefradil ein potentieller Antagonist
zur Untersuchung des Einflusses von T- Typ Ca,s auf die intrazelluldre Ca**-
Konzentration und zellulare Effekte wie Proliferation und Apoptose ist.

4.2 Einfluss von Ca, Antagonisten auf Zellwachstum humaner
Linsenepithelzellen

Nachdem der Ca®*- Einstrom in humanen Linsenepithelzellen mittels Ca,-
Antagonisten konzentrationsabhangig blockiert werden konnte, zeigten diese
auch inhibitorische Effekte auf Vitalitdt und Proliferation. Da das Zellwachstum
dieser Zellen mal3geblich an der Entstehung von Nachstar beteiligt ist (Apple et
al., 1992), kénnte der Einsatz spezifisch wirkender Blocker zur Pravention
dieser Erkrankung beitragen. Die wachstumsabhangige Expression der T- Typ
Kanéle scheint hierbei eine entscheidende Rolle zu Ubernehmen, denn stark
proliferierende HLE-B3 Zellen, die verstarkt T- Kanéle exprimierten, konnten
bereits durch 120.2*10 " M Mibefradil zu 50% in ihrem Wachstum gehemmt
werden, wahrend der L- Typ Blocker 27-fach héhere Konzentrationen benétigte
(vgl.3.2.1). In Muskelzellen der Pulmonararterie, die neben einem L- Typ zwei
T- Typ Cays exprimieren, konnte ebenfalls eine Wachstumshemmung durch
Mibefradil gezeigt werden, wéhrend der L- Typ Antagonist Diltiazem erst in 50-
fach héheren Dosen ahnliche Effekte erzielen konnte (Rodman et al., 2005a).
Dass der Ca?*- Einstrom in die Zellen maRgeblich an der Proliferation beteiligt
ist, konnte mit Hilfe des Ca?*- Aktivators Bay K 8644 auch in Proliferations- und
Vitalitatstests gezeigt werden: durch die Inkubation mit dem Agonisten wurde
die Zellzahl und die Dehydrogenase- Aktivitat von HLE-B3 Zellen erhéht bzw.
die Effekte der Kanalblocker Mibefradil und Verapamil vermindert, wobei der
Effekt des L- Typ Kanalblockers weitaus starker reduziert wurde als der von
Mibefradil. Diese Erkenntnisse sprechen zwar fir eine Beteiligung beider
Kanaltypen an Wachstumsprozessen dieser Zellen, zeigen aber auch den
starkeren Einfluss der T- Typ Kanéale. Denn obwohl Bay K 8644 ausschlieR3lich
L- Typ Kanéle beeinflusst, ist die Proliferation bei Blockierung der L- Typ Kanale
und zusatzlicher Inkubation mit dem Agonisten weniger stark reduziert als bei
einer Blockade der T- Typ Kanéle. Somit scheinen die noch nicht blockierten T-
Typ Kanale auszureichen, um Ca®*- abhangige mitogene Signale vermitteln zu
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kénnen. Denn erst in hohen Konzentrationen, in denen Mibefradil sowohl T- als
auch L- Typ Kanéle blockieren kann, konnte das Wachstum der HLE-B3 Zellen
stark reduziert werden.

Die Bedeutung der T- Kanal- vermittelten Erhéhung des intrazelluldren Ca?*
und damit der Proliferation wurde in verschiedenen wissenschaftlichen
Beitragen bereits kontrovers diskutiert, wobei einige der Autoren zwar von
einem T- Kanal- bedingten Anstieg der Ca?- Konzentration in der Zelle
berichteten, allerdings keine Effekte auf zelluldres Wachstum feststellen
konnten (Chemin et al., 2000). Besonders Studien zur Uberexpression von
Ca 3.1 in Muskelzellen und die von Ca,3.2 in HEK- Zellen widerlegten diese
Thesen und zeigten eine starke Wachstumsabhé&ngigkeit der Zellen von T-
Kanal- Expression und dadurch ansteigenden intrazellularen Ca?*-
Konzentrationen (Gray and Macdonald, 2006; Rodman et al., 2005a; Rodman
et al., 2005b). Die Beziehung zwischen T- Kanal Expression und erhdéhtem
Zellwachstum scheint viel mehr ein fein regulierter Mechanismus zu sein, als
bisher angenommen. Mdglicherweise bestimmt ein gewisser Schwellenwert der
T- Kanal Expression deren Einfluss auf die Proliferation (Bijlenga et al., 2000;
Panner and Wurster, 2006); wird dieser unterschritten, erfolgt zwar ein Ca?*-
Anstieg in der Zelle, dieser wiederum fihrt aber nicht zur Steigerung der
zelluldren Wachstumsrate (Panner et al., 2005). Obwohl der Mechanismus fir
die verschiedenen Effekte der Ca,- Blocker Mibefradil und Verapamil auf
zelluldre Funktionen wie Proliferation und Apoptose weitgehend unerklart ist,
wird durch diese und eine Reihe anderer Studien deutlich, wie wichtig Ca** als
mitogenes Signal in verschiedenen Zellen zu sein scheint und dass Ca,-
Blocker mdglicherweise in einer Vielzahl von proliferationsbedingten
Erkrankungen zum Einsatz kommen kdnnten.

Wie aber der Einfluss des Ca**- Einstroms durch L- und T- Typ Ca, und die
intrazelluldre Ca*- Konzentration mitogene Signalwege in HLE-B3 Zellen
beeinflussen kann, sollte einmal durch die Blockade der Ca,s mit Hilfe der
Kanalantagonisten Mibefradil und Verapamil sowie durch Aktivierung des Ca,-
Einstroms mittels dem Ca®'- Aktivator Bay K 8644 untersucht werden. Nahe
liegend schien hierbei die Hypothese, dass Calmodulin (CaM) und dessen
zahlreiche Targets (Tran et al., 2005) an der Vermittlung zellulérer Prozesse
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beteiligt sein kdnnte. Eine der wichtigsten Targets dieses Proteins ist die
Calmodulin- abhangige Kinase Il (CaMKIl). CaM flhrte bereits in verschiedenen
Zellen durch zur Aktivierung von CaMKII, die durch den Ca*- Einstrom tber
Ca,s und somit durch die Erhthung des intrazellularen Ca®* vermittelt wurde
(Gatti et al., 1987; Hook and Means, 2001; lllario et al., 2005; Madgwick et al.,
2005; Maier et al., 2003). In diesen Arbeiten wurde auch eine damit verbundene
erhbéhte Wachstumsrate der Zellen beschrieben. Diese konnte in HLE-B3 Zellen
durch den Ca®*- Aktivator Bay K 8644 nachgewiesen werden, wobei gleichzeitig
eine verstarkte Phosphorylierung von CaMKIl verzeichnet werden konnte. Ein
reduziertes Wachstum der HLE-B3 Zellen und die gleichzeitig verminderte
Phosphorylierung der CaMKIl konnte sowohl durch die Blockierung des Ca®'-
Einstroms als auch durch die Inhibierung der Kinase selbst gezeigt werden.
Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass die CaMKIl ein wichtiges Element
der Ca**- vermittelten Proliferation zu sein scheint.

CaMKIl wirkt multifunktional auf Wachstum (Lorca et al., 1994), Genexpression
(Enslen and Soderling, 1994) und mRNA Translation (Qin et al., 1999) und
scheint andere Proteinkinasen wie Raf-1 (v-raf-1 murine leukemia viral
oncogene homolog 1) (Schmitt et al., 2004) und ERK1/2 (extracellular regulated
kinase 1/2) (lllario et al., 2003) zu aktivieren. Einer méglichen Interaktion der
CaMKIl mit Proteinen der MAPK- Kaskade (Raf-1, ERK1/2) wurde mit Hilfe flr
die einzelnen Proteine spezifischer Blocker (KN-93 fur CaMKIl, GW 5074 fir
ERK1/2) nachgegangen. Dabei konnte gezeigt werden, dass bei einer
Blockierung von CaMKII die Phosphorylierung der Proteinkinasen Raf-1 und
ERK1/2 reduziert werden konnte, wahrend durch die Inhibierung von ERK1/2
keine verminderte Aktivitdt von CaMKIl und Raf-1 verzeichnet werden konnte.
Die Blockierung der Cays durch Mibefradil und Verapamil fihrte allerdings zu
einer stark reduzierten Phosphorylierung aller drei Kinasen (CaMKII, Raf-1 und
ERK1/2). Diese Resultate sprechen fiur eine Beteiligung von CaMKIl, Raf-1 und
ERK1/2, die ausgehend von einem Ca®'- Signal nacheinander aktiviert werden
und somit das Zellwachstum nachhaltig beeinflussen kdénnten (vgl.3.3.3). Der
md&gliche Einfluss von CaMKII wurde in verschiedenen Zellen bereits kontrovers
diskutiert, wobei bereits beschrieben wurde, dass einerseits die Ca*-
vermittelte CaMKII-, Raf-1- und ERK1/2- Phosphorylierung zur Aktivierung von
Zellwachstum fihrt (lllario et al., 2005; Rodriguez-Mora et al., 2005; Schmitt et
al., 2004), andererseits allerdings auf diesem Weg auch apoptotische Prozesse
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ausgeldst werden kénnen (Hecquet et al., 2003; Li et al., 2002b). Dass Ca**
Uber die genannten Kinasen mitogene Signale in HLE-B3 Zellen vermitteln
kann, wird zusatzlich unterstiitzt durch die Induktion eines vermehrten Ca?'-
Einstroms in die Zellen nach Inkubation mit dem Agonisten Bay K 8644,
welcher zu einer verstarkten Phosphorylierung aller drei Proteinkinasen und zu
einer erhdhten Proliferationsrate fuhrte.
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Abb.4.1: Schematische Darstellung des moglichen Signalwegs, der in humanen
Linsenepithelzellen zu Zellwachstum fiihren kénnte. Durch einen Ca,- vermittelten ca®-
Einstrom in die Zelle wird, héchstwahrscheinlich durch CaM, CaMKIl aktiviert. Die
nachfolgende Aktivierung von ERK1/2, die entweder iiber Raf-1 oder liber Map4 und
MEK1/2 erfolgt, fiihrt zur Phosphorylierung von verschiedenen Faktoren wie p65 oder
p105, die ihrerseits wiederum zur Expression anti- apoptotischer Faktoren (Bcl-2, Bcl-xl)
oder direkt zur Zellzyklus- Progression beitragen.
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AuBer Gber die CaMKII- und Raf-1- vermittelte Aktivierung von ERK1/2 kann
die auch CaMKII- vermittelte Ras- Aktivierung eine wichtige Rolle bei der
Aktivierung der Proteinkinase ERK1/2 einnehmen. Durch ein Ras- bedingte
Aktivierung von Map 4 koénnen nachfolgende Proteinkinasen wie MEKK1
(mitogen-activated protein kinase kinase kinase 1) und MEK1/2 (mitogen-
activated protein kinase kinase 1/2) phosphoryliert werden, die wiederum zu
einer ERK1/2- Aktivierung und somit zur Induktion mitogener Signale fiihren
kann. Durch die Blockierung von Ca,s sowie durch Inhibierung der CaMKII
konnte die Map 4- Expression beeinflusst werden: die Expression wurde unter
beiden Bedingungen reduziert. Somit kénnte die Ca®*- abhangige Inhibierung
des Zellwachstums in HLE-B3 =zusétzlich zur Blockade des CaMKII-Raf-
ERK1/2- Weges auch Uber die Blockierung von Ras, Map 4 und den
nachgeschalteten ERK1/2- aktivierenden Kinasen erfolgen. Diese Annahme
wird zusatzlich unterstitzt durch die angefihrten Ergebnisse, die zeigen, dass
von einer ERK1/2- Blockade die Map 4- Expression nicht beeinflusst wurde,
wahrend die Inhibierung von CaMKIl zu einer signifikanten Reduktion der Map
4- Expression fuhrte.

Ein weiterer Interaktionspartner von CaM wund CaMKIl ist der
Transkriptionsfaktor SP1, der maligeblich an der Regulation des Zellzyklus
beteiligt ist (Good et al., 1996; Wells et al., 1996). SP1 ist ein multifunktional
wirkender Promotor der Transkription, der durch Interaktion mit verschiedenen
Faktoren (TBP, E2F, CREB usw.) den Ubergang von G; zu S- Phase reguliert.
In Herzmuskelzellen konnten verschiedene Gruppen bereits die Beteiligung von
CaM und Calcineurin an dessen Aktivierung zeigen, die durch eine MEK- ERK-
und NFAT- Aktivierung vermittelt wurde (Sanna et al., 2005; Shen et al., 2001).
Die Prasenz des Transkriptionsfaktors fordert den Ubergang zur S- Phase
(Birnbaum et al., 1995), seine reduzierte Expression in Mibefradil- und
Verapamil- behandelten Linsenepithelzellen kdnnte bereits ein Hinweis auf die
Ca?*- Abhangigkeit dieses Prozesses sein. Die ebenfalls verminderte
Expression von SP1 nach Behandlung der Zellen mit dem CaMKII- und dem
ERK- Inhibitor unterstiitzen diese Aussage und belegen eine Beteiligung der
Proteinkinasen an der mitogenen Signalibertragung in HLE-B3 Zellen
(vgl.3.3.1/3.3.2).
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Neben den bisher genannten existieren eine Reihe anderer Proteine, die an
der Vermittlung mitogener Signale auf diesem MAPK- abhéangigen Weg beteiligt
sein konnten. Da die Expression des Transkriptionsfaktors RELA (p65)
ebenfalls durch Inkubation der HLE-B3- Zellen mit den verschiedenen Blockern
(Mibefradil, Verapamil, KN-93, GW 5074) vermindert werden konnte, kann eine
Beteiligung des NFkB (Nuclear factor kB)- Signalweges nicht ausgeschlossen
werden. Dieser konnte bereits mit ERK- vermittelten Zellwachstum in
Verbindung gebracht werden (Liang et al., 2007), wobei p65 eine zentrale Rolle
durch Interaktion mit SP1 (Liu et al., 2004) einzunehmen scheint. Dieser
entweder durch Traf-4- oder Raf-1- Aktivierung induzierte Prozess, zieht eine
Modifizierung von MEKK1 und IKK (conserved helix-loop-helix ubiquitous
kinase) nach sich (Nawata et al., 2003; Zhou et al., 2003). Diese wiederum
vermitteln Dimerisierungs-, Phosphorylierungs- und Transitionsprozesse
zwischen p65 und p105 (Parameswaran et al., 2006), die zur Transkription
verschiedener anti- apoptotischer und proliferativer Proteine fihren (Bonvin et
al., 2002; Sanchez-Perez et al., 1998). Beide Transkriptionsfaktoren (p65,
p105) wurden nach Inkubation der HLE-B3 Zellen mit Mibefradil und Verapamil
vermindert exprimiert und konnen daher ebenfalls mit Ca**- vermittelten
Wachstumsereignissen in Verbindung gebracht werden. In jedem Fall scheint
allerdings eine Beteiligung von CaMKII, Raf-1 und ERK1/2 in HLE-B3 Zellen
von Bedeutung fur die nachfolgenden Prozesse zu sein, da die Expression der
verschiedenen Transkriptionsfaktoren auch durch die Blockierung der einzelnen
Proteinkinasen (CaMKII, ERK1/2) beeinflusst werden konnte (vgl.3.3.1/3.3.2).

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass durch Blockierung von Cays
das Wachstum von HLE-B3 Zellen inhibiert werden kann. Die in dieser Arbeit
gezeigten Resultate belegen eine Beteiligung der Proteinkinasen CaMKII, Raf-1
und ERK1/2 an den Ca?*- abhangigen mitogenen Prozessen in diesen Zellen,
diese vermitteln entweder direkt oder indirekt Uber andere zwischengeschaltete
Kinasen proliferative Sinale. Durch die Ergebnisse, die mit Hilfe des Ca?*-
Aktivators Bay K 8644 gewonnen werden konnten, scheint die Beteiligung der
Cay,s an zellularen Wachstumsprozessen unumstéRlich.
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4.3 Einfluss von Ca,~- Antagonisten auf Zelltod humaner
Linsenepithelzellen

Ca?* kann neben der Vermittlung von proliferativen Zellfunktionen durch
Verschiebung der lonen zwischen den verschiedenen Zellkompartimenten auch
zytotoxische Effekte wie Apoptose oder Nekrose nach sich ziehen. Apoptose,
einer der best bekannten Wege des Zelltods, kann auf extrinsischen oder
intrinsischen Signalwegen ausgelést werden (Kerr et al., 1972). Einer der
vieldiskutierten Mediatoren fiir den programmierten Zelltod ist Ca?*, dessen
Feinregulation tGber Tod oder Leben der Zelle entscheidend zu sein scheint. Die
Auslésemechanismen des programmierten Zelltods durch Ca?* kénnen vielfaltig
sein. Zum einen konnte der Ca?*- Pool des endoplasmatischen Retikulums (ER)
entleert werden und somit verschiedene apoptotische Signalwege in Gang
setzen (Kaufmann et al., 2000), zum anderen wird die Ca?*- Freisetzung aus
dem Mitochondrium durch Aktivierung eines Proteinkomplexes (PTP),
bestehend aus verschiedenen lonenkanélen, als wichtiges proapoptotisches
Signal beschrieben (Halestrap, 2006; Weis et al., 1995).

Eine Erhohung des Ca?*- Einstroms und damit ein Anstieg der intrazellularen
lonenkonzentration wurde ebenfalls in Zusammenhang mit apoptotischen
Vorgangen gebracht (Li et al., 2002a). Eine solche Erhdhung der Ca®-
Konzentration in der Zelle durch einen vermehrten Ca?*- Einstrom konnte in
dieser Arbeit mit Hilfe des L- Typ Agonisten Bay K 8644 in HLE-B3 Zellen
gezeigt werden und bereits in anderen Arbeiten mit Hilfe von Calcimycin in
Linsenepithelzellen des Hasen nachgewiesen werden (Li et al., 2002a). Wie im
vorangegangenen Kapitel ausfuhrlich diskutiert, konnte durch eine Inkubation
mit Bay K 8644 Uber einen Zeitraum von 24 Stunden eine verstérkte
Proliferationsrate, die Aktivierung von CaMKIl, Raf-1 und ERK1/2 sowie
verschiedener Transkriptionsfaktoren in HLE-B3 Zellen beobachtet werden.
Nach einer Inkubationsdauer von 48 Stunden allerdings schienen die Zellen
morphologisch verdndert und obwohl es zu keiner Veranderung in der
Aktivierung der Proteinkinasen (CaMKIl, Raf-1, ERK1/2) kam, konnten diverse
Apoptose- Marker nachgewiesen werden. Der dauerhafte Anstieg des Ca?* in
der Zelle scheint ein notwendiges Ereignis zur Induktion von Apoptose zu sein
(McConkey et al., 1990; McConkey and Nutt, 2001; Orrenius, 2004; Orrenius et
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al., 2007). Dieses kann bspw. tiber die Ca®*- vermittelte Aktivierung der Protein-
Phosphatase 2B (PP-2B) (Asai et al.,, 1999) erfolgen, die Bad, ein in
dephosphoryliertem Zustand pro- apoptotisches Mitglied der Bcl-2 Familie
(Gross et al., 1999a), dephosphorylieren kann (Wang et al., 1999).
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Abb.4.2: Schematische Darstellung des Ca®'- vermittelten Zelltods induziert durch den L-
Typ Agonist Bay K 8644. Hierbei erfolgt durch die Aktivierung von CaMKII eine Raf-1 und
ERK1/2- Phosphorylierung, die zur Aktivierung von p53 fiihrt. Diese kann einmal uber

p3s 4

NRDG1 oder ElI24 zur Induktion von Apoptose filhren oder zum anderen durch eine
Aktivierung von Bax zu einer Caspase3- vermittelten Induktion von apoptotischen
Prozessen fiihren. Weiterhin kann es entweder durch CaMKIl oder durch Traf4 zu einer
Map4- vermittelten Aktivierung von p38 kommen, die Apoptose ausldsen kann.

Aulerdem fuhrt ein Anstieg des intrazellularen Ca?*- in HLE-B3 Zellen zu
einer verstarkten Aktivierung von Traf-4 (Tumornekrosefaktor — Rezeptor
assoziierter Faktor 4), der Gber eine Interaktion mit MEKK1 und darauffolgender
Aktivierung von MEK3/4 die Phosphorylierung von p38 (MAPK11/12/13/14)
nach sich ziehen kann, welche maRgeblich an einer Ca®'- induzierten
Vermittlung apoptotischer Vorgange beteiligt zu sein scheint (Lotem and Sachs,
1998; Weston et al., 2003). Da durch 48-stiindige Inkubation der HLE-B3 Zellen
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mit Bay K 8644 die Aktivitdt von CaMKIl, Raf-1 und ERK1/2 nicht herabgesetzt
werden konnte, ist eine Beteiligung dieser Kinasekaskade an einem Ca*'-
vermittelten Zelltod durchaus denkbar. Durch eine Ca®*-induzierte Ras-
Aktivierung (Rosen et al., 2000) kénnte ERK1/2 und die der Kinase
vorgeschalteten Proteine (MEK1/2 und Raf-1) phosphoryliert werden (Li et al.,
2002a) und eine verstarkte p53 Expression nach sich ziehen (Agarwal et al.,
1998). Bax, ein direktes Target von p53, das ebenfalls durch eine Inkubation mit
Bay K 8644 reguliert werden konnte, kénnte durch die Interaktion mit Bad oder
Bcel-xI im Mitochondrium (Gross et al., 1999a) zur Aktivierung von Caspase-3
zur Induktion apoptotischer Vorgédnge in humanen Linsenepithelzellen fiihren.

Wishrend die Induktion von Apoptose durch erhéhten Ca®*- Einstrom
scheinbar auch durch CaMKII, Raf-1 und ERK1/2 vermittelt werden kann,
scheint eine Blockade des Einstroms den Zelltod nicht auf diesem Wege zu
vermitteln, da sowohl bei 24- als auch bei 48-stiindiger Inkubation mit Mibefradil
und Verapamil die Aktivitdt aller drei Kinasen herabgesetzt war. Bereits in
Tumorzellen konnte durch die Inhibierung von CaMKIl mittels KN-93 die
Fragmentierung von DNA nachgewiesen werden (Rodriguez-Mora et al., 2005).
Obwohl in Muskelzellen eine verstarkte Wachstumsrate durch eine ERK1/2-
Aktivierung auch bei einer verminderten intrazelluldren Ca®*- Konzentration
gezeigt werden konnte (Kip et al., 2005), wird in der gleichen Arbeit die
Induktion von Apoptose durch eben diese verminderten Ca?*- Spiegel
beschrieben. Dabei konnte durch die Applikation von Verapamil eine verstarkte
Expression von Bax und Cytochrom c sowie eine Aktivierung der Caspasen 9
und 3 nachgewiesen werden, was eine Beteiligung der Mitochondrien auf
diesem Weg der Apoptoseinduktion nahelegt. Andere Arbeiten belegen eine
verminderte Proliferation und verstarkte Apoptose durch Verapamil aufgrund
einer Inhibierung von Wachstumsfaktoren durch den Antagonisten (Guigliano et
al., 1982), auf einem p53- unabhéngigen Weg (Shchepotin et al., 1997) und
durch die Veradnderung des Membranpotenzials (Nebe et al., 2002).

Die vorangegangenen Untersuchungen an humanen Linsenepithelzellen
zeigen neben der Reduktion der Kinasen (CaMKII, c-Raf und ERK1/2) eine
verstarkte Expression von Bax, Traf-4, El24, NRDG1 und SFN sowie eine
Aktivierung von Caspase 3 nach 48- stundiger Inkubation mit den Ca®-
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Kanalantagonisten Mibefradil und Verapamil. Durch eine sich stark verdndernde
Bax/ Bcl- 2 Ratio in Richtung Bax und eine Caspase- Aktivierung kénnte eine
Beteiligung der Mitochondrien durchaus in Frage kommen (vgl.3.2.3). Eine
durch die Blockierung des Ca®'- Einstroms bedingte Induktion apoptotischer
Vorgange koénnte auch aufgrund der verstadrkten Expression der Apoptose-
Marker EI24 und NRDG1, beides ebenfalls Targets von p53, hingegen der
zahlreich postulierten Ansicht in diesen Zellen auch auf p53- abhangigem Weg
erfolgen. Die Entleerung intrazellularer Ca?*-Speicher als Folge des reduzierten
Ca?*- Einstroms und der dadurch verminderten Konzentration des lons in der
Zelle (ER- Stress), die durch eine Bax- vermittelte Caspase 3- Aktivierung zu
einer Fragmentierung der DNA fuhren kann, ist somit méglicherweise Aktivator
von p53, das nun aufgrund seiner Funktion als ,DNA- damage response gene*
Apoptose induziert. Die Uberladung der Speicher oder wie in diesem Fall die
Entleerung der Ca?*- Speicher kénnen zur Veranderung von Proteinfaltung und
zellularem Stress flhren, die Uber die verschiedensten Mechanismen zur
Induktion apoptotischer Prozesse fuhren (Orrenius et al., 2007).

Eine andere Madglichkeit der Apoptoseinduktion scheint die Traf-4-
vermittelte p38- Aktivierung in diesen Zellen darzustellen, da eine &ulerst
starke Expression des Tumornekrosefaktor- Rezeptor assoziierten Faktors 4
nach der Behandlung der Zellen mit beiden Blockern zu verzeichnen war. In
jedem Fall scheint allerdings p53 in den Ca?'- vermittelten Zelltod humaner
Linsenepithelzellen involviert zu sein.

Die Beteiligung des Aktivitdtszustandes von CaMKII konnte nur auf indirektem
Wege nachgewiesen werden: mit Hilfe des Inhibitors KN-93 konnte sowohl eine
Proliferationshemmung als auch die Induktion apoptotischer Vorgénge gezeigt
werden, wobei die Induktion apoptotischer Vorgange, ahnlich wie bei den
Kanalblockern, erst nach einer Inkubationsdauer von mindestens 48h
nachgewiesen werden konnte. Die Expression der p53- assoziierten Proteine
El24 und NRDG1 wurde durch KN-93 verstérkt, Traf-4 als Mediator des p38-
vermittelten Zelltods wurde ebenfalls durch Inkubation mit KN-93 stark
exprimiert und die Bax/ Bcl-2 Ratio wurde zugunsten von Bax verschoben.
Auch die Aktivitdt einer der nachgeschalteten Kinasen (ERK1/2) beeinflusste
die Induktion des Zelltods in diesen Zellen p53- abhangig. Diese Ergebnisse
weisen daraufhin, dass die Signalkaskade Gber CaMKIl und ERK1/2 abhangig
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von intrazelluldren Ca?*- Konzentrationen p38- und p53- abhangige
apoptotische Vorgange auslésen kann.
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Abb.4.3: Schematische Darstellung der Induktion apoptotischer Vorginge in HLE-B3
durch Ca,- Blockade mittels Mibefradil und Verapamil. Durch einen verminderten ca?-
Einstrom in die Zelle wird die Phosphorylierung von CaMKII, Raf-1 ERK1/2 verhindert und
somit auch die Phosphorylierung von Bad, wodurch es nun pro- apoptotische
Funktionen wie die Aktivierung von Bax ausfiihren kann. Dies kann auch durch Depletion
intrazelluldrer Speicher aufgrund der verminderten Ca®*- Konzentration in der Zelle
erfolgen. Bax vermittelt die Aktivierung von Caspase 3, die zur DANN- Fragmentierung
fuhrt und in dessen Folge p53 aktiviert werden kann.

Aufgrund der hier gezeigten Resultate und verschiedener Arbeiten anderer
Gruppen ist es durchaus mdglich, dass durch eine Inhibierung spezifischer
spannungsabhangiger Ca?*- Kanale in Zellen, die diese verstarkt und
maoglicherweise auch noch wachstumsabhé&ngig exprimieren, die Regulation der
Proliferation und des programmierten Zelltods nachhaltig beeinflusst werden
kann. Diese Regulation kann bspw. Uber Kanalantagonisten erfolgen, die
effektiv dosiert, spezifisch einzelne Kanéale blockieren kénnen. Verapamil bspw.
zeigte sowohl antiproliferative als auch proapoptotische Effekte in Intima- und
Adventitiazellen sowie in verschiedenen Tumorzellen, &hnlich Beobachtungen
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konnten auch durch Mibefradil in verschiedenen Tumorzellen und humanen
Muskelzellen gemacht werden. Somit scheint die Regulation des intrazellularen
Ca?*, in diesem Fall durch Modulation spannungsabhangiger Kanale, tber
Leben und Tod einer Zelle entscheidend zu sein. Damit kénnten auch
spezifische Inhibitoren wie die hier getesteten Mibefradil und Verapamil in der
Pravention proliferations- bedingter Erkrankungen wie Nachstar an Bedeutung
gewinnen.
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5 Zusammenfassung

In der hier vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss von L- und T- Typ Cay-
Kanalen auf zelluldre Prozesse wie Wachstum und Zelltod untersucht. Vor dem
klinischen Hintergrund neue Therapieansatze in der Nachstarpravention zu
finden, wurden in den Analysen humane Linsenepithelzellen (HLE-B3), die
malfigeblich an der Entstehung dieser proliferationsbedingten Erkrankung
beteiligt sind, als Zellmodell eingesetzt.

Zunachst wurden die HLE-B3 Zellen hinsichtlich ihrer L- und T- Typ
Kanalexpression untersucht, die sich bei den Ca, der T- Subfamilie als
wachstumsabhangig erwies. Die T- Typ Kanale Ca,3.1 und Ca,3.3 wurden
verstarkt in proliferierenden Zellpassagen exprimiert, wahrend der einzig
vorhandene L- Typ Kanal Ca,1.2 sowohl in proliferierenden Zellen als auch in
Zellen mit stagniertem Wachstum &hnlich stark exprimiert wurde. Fur beide
Kanaltypen konnte eine Beteiligung am Ca?*- Einstrom in diese Zellen gezeigt
werden, welche konzentrationsabhéngig sowohl vom L- Typ Kanalblocker
Verapamil als auch vom T- Typ Antagonisten Mibefradil blockiert werden
konnte. Dieser Ca,- vermittelte Ca®*- Einstrom beeinflusste die intrazellulare
Konzentration des lons.

Hinsichtlich ihres Wachstums zeigten die HLE-B3 Zellen ein Ca?*-
abhangiges Verhalten: durch Blockierung der L- und T- Typ Kanéale konnte eine
stark reduzierte Proliferationsrate beobachtet werden, wahrend durch die
Inkubation mit dem Ca?*- Aktivator Bay K 8644, der den Einstrom des lons tber
L- Typ Kanéle erhdht, ein verstarktes Wachstum der Zellen gezeigt werden
konnte. In diesem Zusammenhang wurde die Beteiligung der Proteinkinasen
CaMKIl, Raf-1 und ERK1/2 an der Vermittlung mitogener Signale beobachtet,
die sich als abhangig vom Ca®*- Einstrom in die HLE-B3 Zellen erwies. Die
Aktivitat aller drei Proteine konnte durch den L- Typ Agonisten erhdht und durch
eine Blockierung des Ca®*- Einstroms mittels Mibefradil und Verapamil reduziert
werden.

In weiteren Untersuchungen wurde der Einfluss von Verapamil und
Mibefradil auf apoptotische Vorgédnge gepruft. Erst nach einer
Inkubationsperiode von 48 Stunden mit héheren Konzentrationen beider
Antagonisten konnte Apoptose in HLE-B3 Zellen induziert werden. Die Wege
der Aktivierung des programmierten Zelltods scheinen allerdings abhangig vom
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Ca?*- Einstrom: nachdem der L- Typ Agonist innerhalb der ersten 24 Stunden
die Proliferationsrate der Zellen erhéhen konnte, fuhrte eine Inkubation Gber 48
Stunden zur Induktion von Apoptose. Die Proteinkinasen CaMKIl, Raf-1 und
ERK1/2 scheinen unter diesen Bedingungen ebenfalls an der Vermittlung
apoptotischer Vorgange beteiligt zu sein, die eine Aktivierung von p53 oder
aber p38 nach sich zieht. Im Gegensatz dazu zeigen durch einen verminderten
Ca?*- Einstrom in die Zellen alle drei Proteinkinasen reduzierte Aktivitat, welche
zu einer verstarkten Aktivierung von Bax und damit zu einem Caspase 3-
vermittelten Zelltod fihren kann.

Diese Untersuchungen zeigen, dass durch eine spezifische Inhibierung
spannungsabhangiger Ca®*- Kanale die Regulation der Proliferation und des
programmierten Zelltods nachhaltig beeinflusst werden kann. Die Regulation
des intrazellularen Ca?*, in diesem Fall durch Modulation spannungsabhéngiger
Kanéle, scheint Uber Leben und Tod einer Zelle entscheidend zu sein. Somit
kénnten auch spezifische Inhibitoren wie die hier getesteten Mibefradil und
Verapamil in der Pravention proliferations- bedingter Erkrankungen wie dem
Nachstar an Bedeutung gewinnen.
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7 Anhang

7.1 Abklirzungen

APS
ATP
Bad
BAPTA
Bax
Bcl-2
Bel-xI
BSA
Ca*
CaM
CaMKll
Ca,
CCA
CCE
cdK
cDNA
CREB
ddH,0
E2F
DMEM
DMSO
DNA
dNTP
DTT
EDTA
EGTA
El 24
ER
ERK1/2
FCS
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Ammoniumpersulfat
Adenosin-5"triphosphat

bcl-2 antagonist of cell death
1,2-bis(o-aminophenoxy)ethan- tetraacetic acid
bcl-2 associated X protein

apoptosis regulator bcl-2

BCL2-like

bovine serum albumin

Calcium

Calmodulin
Calcium/Calmodulin-abhéangige Kinasell
spannungsabhangige Calciumkanéle
calcium channel antagonists
kapazitativer Calciumeinstrom

cyclin dependent kinase

copy- Desoxyribonukleinséure

cAMP response element-binding protein
destilliertes Wasser

eukaryotischer Transkriptionsfaktor
Dulbecco's Modified Eagle Medium
Dimethylsulfoxid
Desoxyribonukleinsgure
Nukleosidtriphosphat

Dithiothreitol
Ethylendiamintetraessigsaure
Ethylenglykol-bis-(2-aminoethyl)-tetraessigsaure
Etoposide induced 2.4 mRNA
endoplasmatisches Retikulum
extracellular regulated kinase 1/2
Fotales Kalberserum



GADPH
HVA
ICs0
IKK
InsP3
InsP3
JNK
KCI
Kd
LVA
M-MLV

Map 4
MAPK
MEK 1/2
MEK 3/4
MEKK 1
Mn?*
MmRNA
MTT

NCCE
NFAT
NFkp
NRDG 1

p38

p42

p44

p53
p90RSK
PBS
PCR
PKA
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Glycerinaldehyd-3-phosphat-dehydrogenase
high- voltage activated calcium- channels
Inhibitorkonzentration bei halbmaximalem Effekt
conserved helix- loop- helix ubiquitous kinase
Inositol-1,4,5-trisphosphat
Inositol-1,4,5-trisphosphat- Rezeptor

Jun- N- terminale Kinase

Kaliumchlorid

Dissoziationkonstante von Fura-2

low-voltage activated calcium- channels
Moloney = Murine  Leukemia Virus Reverse
Transcriptase

Microtubuli- assoziertes Protein
Mitogen-activated kinase

mitogen activated protein kinase kinase 1/2
mitogen activated protein kinase kinase 3/4
mitogen activated protein kinase kinase kinase 1
Mangan

messenger RNA
(3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium
bromid

Anzahl

Nicht- kapazitativer Calciumeinstrom

nuclear factor of activated T-cells

nuclear factor kappa 3

N- myc downstream regulated gene 1
Signifikanzniveau

mitogen activated protein kinase p38

mitogen activated protein kinase p42

mitogen activated protein kinase p44
Tumorprotein p53

ribosomale S90 Kinase

Phosphate buffered saline
Polymerasekettenreaktion

Proteinkinase A
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PLC Phospholipase C

R gemessener Ratiowert einer Testsubstanz

Rmin kleinster Ratiowert

Rmax maximaler Ratiowert

Raf-1 murine leukemia viral oncogene homolog 1

Ras rat sarcoma viral oncogene homolog

RELA nuclear factor of kappa light polypeptide gene
enhancer in b- cells 3

RNA Ribonukleinsdure

ROC Rezeptor- gekoppelte Calciumkanale

ROI reaktive Sauerstoffspezies

RTK Rezeptor- Tyrosin- Kinase

RyR Ryanodinrezeptor

SDS Sodium-dodecylsulfat

Ser Serin

SFN Stratifin

SOC Speicher- gekoppelte Calciumkanéle

SP1 SP1 Transkriptionsfaktor

TBP TATA- Box Bindeprotein

TEMED Tetramethylethylendiamin

TNF Tumornekrosefaktor

TRAF 4 TNF- Rezeptor assoziierter Faktor 4

Tris Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

Tyr Tyrosin

7.2 Material

7.21 Zellen

HLE-B3 humane Linsenepithelzelllinie, gewonnen aus humaner
Linse 24h nach einer Retinopathie- Behandlung; in
Passage 3 wurden die konfluenten Zellen mit Ad12-SV-40
Virus immortalisiert
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7.2.2 Chemikalien
AMERSHAM: Western Blot Chemoluminescence Reagent Plus
BAKER: Essigséure

Natriumchlorid

BIOCHROM: Trypsin dry substance (1:250)

BIOMOL: GW 5074 (ERK1/2- Inhibitor)
KN-93 (CaMKII- Inhibitor)

BIORAD: Acrylamid/ Bisacrylamid 29:1
Temed
FLUKA: Lithium Chloride

Ammoniumpersulfat (APS)

GIBCO: Basismedium (DMEM)
Fotales Kélberserum (FCS)
Gentamycin
Phosphate buffered saline (PBS)

MERK: Calciumchlorid
Dikaliumhydrogenphosphat
Dinatriumhydrogenphosphat
Glucose
Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
Mercaptoethanol
Natriumhydrogencarbonat

INVITROGEN: Desoxyribonukleotid-triphosphat (ANTP 10mM)
Dithiothreitol (DTT 0.1 mM)
M-MLV Reverse Transcriptase
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M-MLV Reverse Transcriptase Buffer 5x, 1ml
Oligo (dT) Primer (20bp) 25ug

Rnase H-, Point Mutant, 2500 U

Trizol Reagent

ROCHE: Mibefradil hydrochlorid
Phosphataseinhibitoren
Proteaseinhibitoren

SERVA: Magnesiumchlorid
Sodiumdodecylsulfat (SDS)
Tris
Tween 20

SIGMA: Acridine Orange

Bradford Solution
Bromphenolblau

Bovine serum albumin (BSA)
Dimethylsulfoxid (DMSOQO)
Ethidiumbromid

Glycerin

Glycin

Low Melting Agarose
Ponceau Rot

Triton X

Verapamil hydrochloride

7.2.3 Proteine und Antikérper

ALOMONE: Ca, 3.1 (polyclonal, rabbit)
Ca, 1.2 (polyclonal, rabbit)
Ca, 3.3 (polyclonal, rabbit)
Ca, 1.3 (polyclonal, rabbit)

AMERSHAM: IgG-a-rabbit Sekundérantikérper
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iGG- a-mouse Sekundarantikérper
bead- gekoppelte Antikérper

BIOMOL.: phospho ERK 1/2 (polyclonal, rabbit)
p105 (polyclonal, mouse)
phospho CaMKII (polyclonal, rabbit)
phospho c-Raf (polyclonal, rabbit)

STRESSGEN: Caspase 3 (monoclonal, rabbit)
ERK 1/2 (polyclonal, rabbit)

7.2.4 Proteingréfienstandards
— 250 kD B -245
BIORAD: ROTH:
s - -123
Kaleidoskop | s Roti- Mark prestained
prestained Standard [~ o Standard - -7
— 50
- 42
— 37
— 25 - 30
— 20
— 15 e -254
— 10
Kaleidoscopa - -7
7.2.5 Sonstige Materialien und Hilfsmittel:
AMERSHAM: PVDF- Blotting- Membran
BIOMETRA: Biodoc Analyse Software

Stromversorgungsgerate
UV- Tisch
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EPPENDOREF: Bio-Photometer
Klhlzentrifuge
PCR- Platten
PCR-Thermocycler
RNase- freie Reaktionsgefalle
Thermomixer

HERAEUS: BBD 6220 Brutschrank
Sterilbank

MILIPORE: PVDF- Transfermembran
Sterilfilter

SARSTEDT: Falcon- Réhrchen

Petrischalen, steril

Pipetten, steril
Zellkulturflaschen
Zellkulturplatten (6-well, 12-well)

WHATMAN: MINI Semi-dry Blotter
Rundfilter
SDS- Gelektrophoresekammern



7.3 Tabellen

Lésung

Acrylamid (29:1)
Wasser

Glycerin (87%)
Sammelgelpuffer pH 6,8
Trenngelpuffer pH 8
SDS (20%)

APS

TEMED
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Sammelgel

0,7 ml 2,5 ml

2ml 3,3 ml
4 ml

1,3 ml

2 mi

25 pl 50ul

40l 50ul

10ul 10 pl

Tabelle 7.3.1: Piettierschema Proteingel

Zielmolekiil

c-Raf 1

CaMKIl

Caspase-3

ERK 1/2

Ca,- Familie

p105

Erstantikorper

a-phospho c-Raf 1
(1:500)

a-phospho CaMKI|
(1:500)
a-Caspase-3
(1:500)

a-ERK1/2
a-phospho ERK1/2
(1:500)
a-Ca,1.2,1.3
a-Ca,3.1, 3.3
(1:200)

p105
(1:500)

Tabelle 7.3.2: Verwendete Antikérper

Trenngel (10%)

24

24

24

48

24

24

Trenngel (12%)

2,5ml
2,5ml

2 mil

2,5ml

100 ul
60 pl

20 pl

Zweitantikorper

anti- Rabbit,
(1:40000)
anti-Rabbit,
(1:40000)
anti-Rabbit
(1:20000)
anti-Rabbit
(1:20000)

anti-Rabbit

(1:40000)

anti-Mouse
(1:10000)

24
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7.4 Primersequenzen:

7.4.1 Verwendete Primer fur die Untersuchungen zur bax/bcl-2 Expression:

bax 3 antisense CATCTTCTTCCAgATggT 487 bp
bax 5’sense gTTTCATCCAggATCgAgCAg

bcl-2 3"antisense gAgACAgCCAggAgAAAT 127 bp
bcl-2 5'sense CCTgTggATgACTgAgTACC

GAPDH 3’antisense TgCCTgCTTCACCACCTT 349 bp
GAPDH 5’sense TgCATCCTgCACCACCAACT

7.4.2. Verwendete Primer fiur die Untersuchungen zur Expression von
Zellzyklus- Effektoren:

MAP4 3’ antisense TTgTCTCCTggATCTggCTgT 151 bp
MAP4 5’sense CTCAgTCTTCACAgCACCTCCT

RELA 3 antisense CACCATggACCCTgAgACCTgCC 176 bp
RELA 5’sense AgTCTggCAgCAgCTgCACTTC

TBP 3"antisense gACgACgGAATTCCAAAATATT 169 bp
TBP 5°sense gAggAggCggCCgCTCACAgC

SP1 3’antisense gCCAAgCCCCgCCCCTTTAgCCAgg 182 bp
SP1 5’sense ggCTggCCAAgCCgTATTCC

HSP70 3’sense gTgAAgATCTgCgTCTgTTgg 197 bp
HSP70 5’antisense TTTgACAACAggCTggTGAACC

El24 3'sense gAAgggCAAGTAgTgTCT 207 bp
El24 5 antisense CAAACAAggggAgCCAC

NDRG1 3’sense AggCgCgCgTAgTTAATTCAT 173 bp
NDRG1 5 antisense CgCCCTCTgCTTTgggA

SFN 3'sense CCTgTAgCATTAGCCCAGACATGTCC 162 bp
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SFN 5 antisense 99AgTAgggACATgTCTgggCTAAQC

TRAF4 3’sense gCTgCATCCACAgTgAggAggyg 173 bp

TRAF4 5 antisense CTCAgAggTggCATgCTgggCC

7.4.2 Verwendete Primer fur die Untersuchungen zur Ca,- Expression:

Ca, 1.1 Forward gCgAggTCATggACgTggACgA 200 bp
Ca, 1.1 Reverse gATCACCAgCCAATAgAAgAC

Ca, 1.2 Forward CAggAggTgATggAgAAgCCA 316 bp
Ca, 1.2 Reverse CTgCAggCggAACCTgTTgTT

Ca, 1.3 Forward ggggTCCAgCTgTTCAAgggggAA 555 bp
Ca, 1.3 Reverse gCATgATgAggACgAACATCATg

Ca, 3.1 Forward gTggAgggTTTCCAggCAgAgg 279 bp
Ca, 3.1 Reverse gTgCTggAgCTCTTggg

Ca, 3.2 Forward AgAggAAgATTTCgATAAgQCT 328 bp
Ca, 3.2 Reverse gCTgTTCCAgCTggAgCgCC

Ca, 3.3 Forward CAggATCCggAACTTgTT 850 bp

Ca, 3.3 Reverse

gATgAggACCAgAgCTCA
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