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Zusammenfassung
Charakterisierung des Migrationsverhaltens von pankreatischen duktalen
Adenokarzinomzellen bei der Comigration mit pankreatischen Sternzellen

Bruns, Philipp

Pankreatische Sternzellen (PSC) spielen eine tragende Rolle bei der Progression und
Invasivitdt des duktalen Adenokarzinoms des Pankreas (PDAC). Zwischen PDAC-
Zellen und PSC finden gegenseitige Stimulationsvorgénge statt, die zu einer starken
Fibrose des Tumorstromas (Desmoplasie) und hoheren Metastasierungsraten fiihren.
Ziel dieser Arbeit war die Charakterisierung des Migrationsverhaltens von PDAC-
Zellen bei Comigration mit PSC und der Beteiligung von ausgewidhlten Rezeptoren,
Ionenkanélen und Transportproteinen. Dazu wurden Videomikroskopie von einzelnen
Zellen und Zellverbianden, proteinanalytische Methoden und Messungen der
intrazelluldren Calciumkonzentration durchgefiihrt. Es wurde hauptsichlich die PDAC-

Zelllinie BxPC3 verwendet.

Eine Steigerung der Zellmigration von vereinzelten BxPC3-Zellen zeigte sich unter
Einfluss von EGF (epidermal growth factor), konditioniertem Medium von PSC-
Kulturen und durch Inhibiton des K¢,3.1-Kaliumkanals. Eine Verringerung der BxPC3-
Motilitdt ergab sich durch Inhibiton des Na'/H'-Austauschers NHEI. Die An- oder
Abwesenheit von PSC fiihrte bei BxPC3-Zellverbinden zu keiner Anderung der
Migrationsaktivitdt, und BxPC3-Zellen waren im umgekehrten Fall nicht zu einer

Stimulation des PSC-Verbandes in der Lage, der aber auf EGF positiv reagierte.

Pankreatische Sternzellen sind unter bestimmten Umstinden in der Lage die
Zellmigration von PDAC-Zellen zu stimulieren, aber es ergeben sich aus den hier
dargestellten Ergebnissen neue Fragen und Ansdtze fiir zukiinftige Untersuchungen.
Weiterhin ist der NHE1 notwendig fiir die PDAC-Migration. EGF besitzt auf beide

Zelltypen einen stimulierenden Effekt.
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2. EINLEITUNG

2

Einleitung

2.1 Das duktale Adenokarzinom des Pankreas

Maligne Tumore der Bauchspeicheldriise fithrten 2010 zu 1,8 % (ca. 15000) der
Todesfille in Deutschland, wobei die Tendenz in den letzten Jahren leicht zugenom-
men hat [69]. Der hdufigste Pankreastumor ist mit iiber 90 % das duktale Ade-
nokarzinom (,,pancreatic ductal adenocarcinoma“ (PDAC)). Die Diagnose erfolgt
oft auf Grund keiner bzw. unspezifischer Symptome erst in fortgeschrittenen Stadi-
en der Erkrankung, sodass in iiber 85 % der Fille nur noch eine palliative Therapie
statt einer ggf. kurativen Operation moglich ist. Dariiber hinaus kommt es friith zur
Metastasierung. Bislang fehlt eine effektive Chemo- oder Strahlentherapie, woraus
eine schlechte 5-Jahres-Uberlebensrate resultiert, die 2008 in Deutschland bei 7-8
% lag. Als gesicherte Risikofaktoren fiir das PDAC gelten Rauchen und Alter, den-
noch werden auch genetische Einfliisse vermutet [1, 57]. Bosartige Neoplasien des
Pankreas gehoren aus diesen Griinden zu den Tumoren mit der schlechtesten Pro-

gnose.

Typisch fiir die Entstehung des PDAC sind Mutationen des Tumorsupressors p53
und des Protoonkogens kras. Diese fithren zur Stérung der DNA-Reparatur, stark
gesteigerter Mitoserate und Ausschaltung der Apoptose [15, 26]. Auch findet sich
eine Uberexpression mehrerer Rezeptorproteine in den Tumorzellen. So sind in 90 %
der PDAC der Neurotensin-Rezeptor 1 (NTR1) und in 70 % der EGF-Rezeptor in
erh6htem MaBle vorhanden. Beide fithren unter anderem iiber den ras/raf/ MAPK-
Signalweg zur ﬂbertragung von Proliferationsstimuli in den Zellkern und sind mit
einem gesteigerten Risiko fiir Lymphknoten- und Fernmetastasen korreliert [47, 52,
54].

10



2. EINLEITUNG

Ein Charakteristikum des PDAC ist die starke Anreicherung von Bindegewebe
im Tumorstroma, was als Desmoplasie-Reaktion bezeichnet wird [6]. Die Konzen-
tration von Kollagen ist im desmoplastischen Gewebe dreifach héher als im normalen
Pankreasgewebe, wobei besonders Kollagen I, III und V erhoht sind. Annédhernd die
gleiche Zusammensetzung findet sich bei Tumor-induzierter und alkoholischer chro-
nischer Pankreatitis [29]. Auch der Anteil an Fibronectin ist im PDAC und seinen
Metastasen gesteigert [6]. Interessanterweise wird der Grofiteil dieser Proteine nicht
von den Tumorzellen selbst synthetisiert, sondern von pankreatischen Stromazellen,
den Pankreas-Sternzellen [5, 6, 48]. Die starke Bindegewebsanreicherung umschlief3t
sowohl Tumorzellen als auch Gefdfle und fiihrt zu einer verminderten Durchblu-
tung und starker Hypoxie im Tumorgewebe mit daraus resultierender niedriger Zell-
proliferationsrate. Dies ist einer der Hauptgriinde fiir das schlechte therapeutische
Ansprechen des PDAC, da das Chemotherapeutikum die Tumorzellen nicht erreicht
[7, 35, 43].

PDAC Zellen produzieren Cytokine und Wachstumsfaktoren wie TGFg-1, 1L-13
und IL-6, die im Tumorgewebe eine Entziindungsreaktion durch die Aktivierung von
Immunzellen auslosen. Immunzellen synthetisieren wiederum Faktoren, die stimu-
lierend auf den Tumor wirken [7, 22, 43]. Erstaunlicherweise besitzt TGF/ selber
in der Anfangsphase der PDAC-Enstehung supressive Eigenschaften auf die Tu-
morzellen, jedoch erhélt es im fortgeschrittenen Verlauf meist stimulierende Funk-
tion [39].

Zusammenfassend existieren mit diversen Rezeptoren, den Pankreas-Sternzellen,
Hypoxie, Angiogenese und der Entziindungsreaktion eine Reihe von Zielen fiir eine
Therapie des PDAC. Dennoch sind viele Dinge im Bezug auf die Bedeutung und In-
teraktion zwischen diesen Faktoren noch unklar, was die gezielte Behandlung leider

momentan noch schwierig bis unméglich gestaltet.

2.2 Charakterisierung pankreatischer Sternzellen

Pankreatischen Sternzellen (PSC) wurden erstmals 1982 als Vitamin A-speichernde
Zellen im Pankreasgewebe beschrieben [76]. Die Isolierung, weitere Charakterisierung,
sowie die Namensgebung als , Sternzellen® erfolgte jedoch erst 1998. So ist die Ex-
pression der Intermediérfilamente Desmin und Vimentin, sowie der Proteine GFAP
und a-SMA charakteristisch [2, 4]. Der genaue Ursprung der Fibroblasten-dhnlichen
kontraktilen Zellen ist noch nicht vollends geklart: Sie sind wahrscheinlich mesoder-

malen Ursprungs, wobei sich der grofite Teil der Zellpopulation im Pankreas ent-
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2. EINLEITUNG

wickelt. Gut ein Fiinftel der Zellen scheint aber urspriinglich aus dem Knochenmark
zu stammen [21, 75]. Weiterhin besteht eine sehr enge Verwandschaft mit den hepa-
tischen Sternzellen (HSC) [21]. Die PSC selbst machen nur ca. 4 % der Zellen des
Pankreas aus und sind hauptséchlich um Azinuszellen lokalisiert, mit denen sie iiber
lange Cytoplasmaausldufer in Kontakt treten [2].

In den letzten Jahren wurde die wesentliche Beteiligung der PSC bei der Entwick-
lung und Progression des duktalen pankreatischen Adenokarzinoms (PDAC) immer
deutlicher. Im normalen Pankreasgewebe liegen die Zellen in einem Ruhezustand vor,
der durch die Speicherung von Vitamin A, geringe Produktion von ECM-Molekiilen,
minimale Proliferation und fehlende Expression von a-SMA gekennzeichnet ist. Eine
Aktivierung durch oxidativen Stress, Ethanol, Cytokine, PDGF, TGF/ (letztere drei
werden auch von PDAC-Zellen freigesetzt) und andere Stimuli fithrt jedoch zu einer
deutlichen Anderung des Zellstoffwechsels [2, 6, 48]. Aktivierte Sternzellen verlieren
die Fahigkeit zur Speicherung von Vitamin A und exprimieren a-SMA. Weiterhin
wird die Proliferation gesteigert, Rezeptoren fiir PDGF und TGF/j verstarkt ausge-
bildet, und es kommt zu einer massiven Synthese von Fibronectin, Kollagen I und
Kollagen III. Dies fiithrt im Tumorgewebe zur Desmoplasie-Reaktion, die forderlich
fiir Wachstums- und Metastasierungsprozesse ist [5, 6, 48, 59].

Aktivierung +

Proliferation +

. ECM Synthese +
TGF / PDGF / Cytokine / ...

—

Desmoplasie PSC

«— °

TGF /PDGF /IL-6 / ...

Proliferation +
Metastasierung +
Motilitit +

Abbildung 1: Schema der PDAC-PSC-Interaktion

Es wurde gezeigt, dass konditionierte Medien von PDAC-Zellkulturen einen steigern-
den Einfluss auf die Motilitdt und ECM-Produktion der PSC besitzen. An dieser
Stimulation sind PDGF, TGF und FGF2 beteiligt [5]. In Boyden-Kammer-Assays
konnte fiir PSC-PDAC-Cokulturen eine erhthte Motilitidt nachgewiesen werden [74].
Weiterhin fithrt der Kontakt zu Tumorzellen zu einer vermehrten Synthese von Ma-

trixmetalloproteinasen wie MMP-2, die die Tumorausbreitung zusétzlich begiinstigen
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2. EINLEITUNG

[61]. Durch die Aktivierung der PSC entsteht fiir das PDAC eine positive Riickkopp-
lung, da wiederum wachstumsférdernde Mediatoren wie PDGF, TGF( und IL-6 von
aktivierten PSC freigesetzt werden [48]. Die pankreatischen Sternzellen sind somit

wesentlicher Bestandteil im Gefiige zwischen Tumor und Pankreasgewebe.

2.3 Zellmigration

Unter Zellmigration versteht man die aktive Fortbewegung von Zellen, wobei gerich-
tete und ungerichtete Bewegungen moglich sind. Die Féahigkeit von Zellen zur Mi-
gration spielt bei vielen physiologischen Prozessen eine grofie Rolle. Wahrend der
Embryonalentwicklung wandern Stammzellen gezielt an ihren Bestimmungsort, um
sich dort weiter zu differenzieren. Neutrophile Granulozyten und andere Zellen des
Immunsystems sind in der Lage, aus dem Blutstrom in entziindetes Gewebe einzu-
dringen und Pathogene zu beseitigen. Bei Wundheilungsprozessen migrieren Epi-
thelzellen in die Wunde, um diese schneller zu decken [63]. Auch fiir pathophysi-
ologische Prozesse hat die Zellmigration zentrale Bedeutung. Durch sie sind Tu-
morzellen unter anderem in der Lage, sich iiber Gewebegrenzen hinwegzusetzen
und an anderen Stellen des Organismus Metastasen zu bilden [25]. Ein weiteres
Beispiel ist die Migration von Monocyten bei der Entstehung von artheriosklero-
tischen Plaques [78]. Die Untersuchung des Mechanismus der Zellbewegung bei be-
stimmten Erkrankungen konnte so zum besseren Versténdnis ihrer Pathophysiologie

beitragen.

Bei der Fortbewegung auf einer zweidimensionalen Oberfliche lédsst sich eine Po-
larisierung der Zellen in Vorder- und Hinterende erkennen. Das vordere Ende wird
Pseudopodium genannt und von dem flachen, ca. 300 nm dicken Lamellipodium oder
Filopodien, punktformigen Auslaufern, gebildet. Beide Strukturen besitzen ein aus-
geprigtes Aktin-Cytoskelett, aber keine Zellorganellen und Mikrotubuli. Das Hinter-
ende mit dem Zellkorper wird als Uropodium bezeichnet [44, 63].

Der Mechanismus der Zellmigration setzt eine initiale Protrusion des Lamellipodi-
ums durch die Neuausbildung von F-Aktin-Filamenten voraus. Am hinteren Ende
des Lamellipodiums sind diese an Myosin-Molekiile gekoppelt, wodurch bei Kon-
traktion des Aktin-Myosin-Netzwerkes die Retraktion des Zellkérpers erfolgt. An
diesem Vorgang sind Myosin II-Proteine beteiligt und die regulatorische Aktivitét
des kleinen G-Proteins Rho und der Rho-Kinase notig [51, 81]. Weiterhin ist ein

standiger Auf- und Abbau von fokalen Kontakten erforderlich, der zum grofien Teil
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2. EINLEITUNG

iiber Integrine und Matrix-Proteoglykane vermittelt wird, um der Zelle Halt auf
ihrem Untergrund zu geben [8]. Integrine sind af-heterodimere transmembrandse
Glykoproteine, die Kontakt zur Zellumgebung herstellen und intrazelluldre Signalkas-
kaden auslosen konnen [37].

In den meisten Fillen findet Zellmigration in Organismen innerhalb der dreidimen-
sionalen extrazelluldren Matrix (ECM) statt, wo Faktoren wie Zusammensetzung,
Steifigkeit und Porengréfle fordernden oder hemmenden Einfluss auf die Fortbewe-
gung der Zelle besitzen [22, 49]. Zelleigene Matrix-Metalloproteinasen (MMPs) sind
allerdings in der Lage, Kollagenfibrillen und andere Matrixproteine zu spalten und
die Bewegung durch die ECM zu erleichtern [23].

Einen weitreichenden Einfluss auf die Migration haben dariiber hinaus Ionenkanéle
und Transportproteine, die viele Eigenschaften der Zelle regulieren. Dazu gehoren
unter anderem intrazelluldre Ionenverteilungen, das Zellvolumen, der pH-Wert, das
Membranpotential oder die Ausbildung Zell-Matrix-Kontakten [66].

G

Abbildung 2: Schema der Zellmigration
Schema iiber an der Zellmigration beteiligte Zellbestandteile.
A Lamellipodium, B Uropodium, C Nucleus, D fokale Kontakte, E
Aktin-Myosin-Netzwerk, F Aktin-Filamente, G Transportproteine, H Ionenkanéle,
[ intrazellulirer Ca?*-Gradient

2.4 Calcium bei der Zellmigration

Calcium-Tonen (Ca®") sind an fast allen wichtigen Signaltransduktionsprozessen im
menschlichen Organismus beteiligt und werden fiir eine Vielzahl von Stoffwech-
selvorgidngen benotigt. Die Herzaktivitiat, die Apoptose oder die Sekretion von In-
sulin aus den Pankreaszellen und viele weitere Prozesse wiiren ohne Ca?*t-Regulation

nicht moglich [12, 20, 56]. Aus diesem Grund wird die intrazellulire Ca®"-Konzentra-
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tion [Ca*"]; genau reguliert und betréigt in den meisten Zellen im Ruhezustand
ungefiihr 1077 mol/L. Dafiir sind unter anderem der Nat/Ca?"-Austauscher NCX,
die Ca?*-ATPase PMCA und TRP-Tonenkanile (,,transient receptor potential“) ver-
antwortlich, wobei eine Vielzahl weiterer Kanile Einfluss auf [Ca®"]; hat [17, 18].
Fiir die BxPC3 PDAC-Zellen konnte die Expression von NCX1, TRPC1, TRPC4
und TRPC6 nachgewiesen werden [17].

Fiir die bei der Zellmigration ablaufenden Umstrukturierungen im Cytoskelett ist
eine genaue Regulierung der [Ca®T]; notig. Bei migrierenden Zellen besteht ein in-
trazellulirer Calciumgradient mit hoher [Ca?"]; am Hinterende und geringer [Ca®'];
am Vorderende, der sich bei einem Richtungswechsel umkehrt [11]. Diesem Gradien-
ten entspricht gleichzeitig die Ca?* /Calmodulin-vermittelte Aktivierung der MLCK
(myosin light chain kinase), die iiber die Aktivierung von Myosin I die Kontrak-
tion und Retraktion des Zellhinterendes bewirkt [51]. Weiterhin konnten regionale
Ca?"-Pulse in den Ausliufern des Lamellipodiums nachgewiesen werden, wobei die
Protrusion des Lamellipodiums durch niedrige und die Retraktion durch hohe Ca?*-
Pulse gekennzeichnet ist [73].

Die [Ca?"]; und [Ca®T], regulieren auch die Aktivitit von Integrinen. Ein Anstieg der
[Ca®T]; vermittelt so eine Integin-Aktivierung und Konformationséinderung in den
ECM-bindenden Zustand [71]. Zugleich behindert eine hohe [Ca?*], das Bindungsver-
halten der meisten Integrine, wohingegen eine niedrige [Ca®"], eher die Integrin-

Bindung verbessern [37].

2.5 Der EGF-Rezeptor

Der ,epidermal growth factor receptor EGFR (auch ErbB1 oder HER1) ist ein 170
kDa grofles, transmembrandses Glykoprotein und gehort mit vier anderen Rezep-
toren zur Gruppe der ErbB-Rezeptor-Tyrosin-Kinasen. Rezeptor-Liganden sind unter
anderem EGF und TGFa, deren Bindung eine Dimerisierung von zwei Rezeptor-
proteinen bewirkt und die Phosphorylierung von Tyrosin-Molekiilen der Zielpro-
teine ermoglicht [52]. Bei EGF handelt es sich um ein einkettiges Polypeptid aus 53
Aminoséduren [9]. Die Signaltransduktion des EGFR erfolgt hauptséchlich tiber den
ras/raf/MAPK (mitogen-activated protein kinase) Signalweg [52]. Zusétzlich findet
auch eine Aktivierung des PIP2/PLC~/IP3-DAG Signalwegs statt, wobei IP3 die
Entleerung intrazellulidrer Ca*"-Speicher herbeifiihrt [9].

Der EGFR stimuliert die Migration und das Wachstum von Zellen und beein-
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flusst auch die Expression von Proteinen der Apoptosekaskade wie Bcl und Bax.
Viele Karzinome, so auch das PDAC, sind durch eine Uberexpression des EGFR
gekennzeichnet, die mit einer erhohten Invasivitdt und Proliferationsrate korreliert
ist [54]. Die Steigerung der Zellmotilitét unter EGF-Einfluss erfolgt unter anderem
iiber Veranderungen der Aktin-Polymerisation im Zellcortexbereich und die MAPK-
vermittelte Destabilisierung fokaler Kontake [55, 80]. Weiterhin konnte gezeigt wer-
den, dass EGF-Stimulation beim Cervixkarzinom die Aktivitdt des Na®™/H*-Aus-
tauschers NHE1, die auch beim PDAC eine Rolle spielt, steigert, indem die De-
gradierung vorhandener NHE1-Molekiile verringert wird [13].

2.6 Der Nat/H*t-Austauscher NHE1

Die Familie der humanen Nat/HT-Austauscher besteht aus 9 bekannten Isoformen,
von denen der NHE1 ubiquitér von allen Zellen exprimiert wird. Hauptaufgabe des
NHE1 ist die Aufrechterhaltung des intrazellularen pH (pH;) und des Zellvolumens
tiber den Austausch von Protonen gegen Natrium- oder Lithium-Kationen [32]. Auch
fiir die Zellmigration ist die Aktivitat des NHE1 notwendig: Die Migration humaner
Melanomzellen wird durch verminderte NHE1-Expression oder Inhibiton mit dem
Hemmstoff HOE642 (Cariporid) wesentlich reduziert. Dieser Effekt bleibt dabei un-
beeinflusst vom extrazelluldren pH [70]. Beim Cervixkarzinom fiihrt eine gesteigerte
Aktivitit des NHE1 zu einer erhohten Invasivitat der Tumorzellen in das umliegende
Gewebe [13]. PDAC-Zelllinien wie BxPC3 werden unter Stimulation mit dem Neu-
ropeptid Neurotensin zu einer Uberexpression des Natrium-Protonen-Austauschers
angeregt, die einen Abfall des extrazelluldren pH zur Folge hat [46].

Die NHE1-Beteiligung an der Zellmigration lédsst sich unter anderem darauf zuriick-
fithren, dass unmittelbar an fokalen Kontakten durch die Aktivitdt des NHE1 pH-
Nanodoménen erzeugt werden, die Einfluss auf die Funktion regionaler Adhésions-
molekiile besitzen. Bei migrierenden Zellen ist der NHE1 direkt mit fokalen Kontak-
ten assoziiert, die zugleich Ankerpunkte fiir das Cytoskelett darstellen [36]. Zudem
sorgt der NHE1 fiir den Aufbau und Erhalt intra- und extrazelluldarer pH-Gradienten

tiber die Oberflache von migrierenden Zellen [40].

2.7 Der Kc,3.1-Kaliumkanal

Der K¢,3.1-Kanal (IK1, SK4) gehort mit anderen verwandten Proteinen zur Gruppe
der Calcium-aktivierten Kalium-Kanile. Der 47 kDa grofle Kanal besitzt 6 Trans-
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membrandoménen und eine C-terminal intrazelluldr gebundene Calmodulin-Doméne,
die als Ca?" Sensor fungiert [72]. Es existieren diverse Inhibitoren fiir die Gruppe
der Calcium aktivierten Kalium-Kanéle, die aber zum Grofiteil nicht einen spezi-
fischen Kanal blockieren, sondern vor allem bei hoheren Konzentrationen auch an-
dere Kanile, z.B. spannungabhingige Kalium-Kanéle, inhibieren. Zur Inhibition des
Kc.3.1-Kanals wurde in dieser Arbeit das Clotrimazol-Derivat TRAM34 verwendet
[79]. 100 nM TRAM34 konnen in PDAC-Zellen den gemessenen Kanalstrom auf ca.
10 % der Norm absenken [30]. Ein neuerer Inhibitor des K¢,3.1-Kanals ist das Seni-
capoc, welches unter anderem zur Therapie der Sichelzellandmie eingesetzt werden
kann [3].

Im menschlichen Organismus findet sich der Kanal in Erythrozyten, T-Lymphozyten
und glatten Muskelzellen und ist an der Regulation von Proliferation und Mem-
branpotential beteiligt [72]. Weiterhin spielt er eine Rolle bei Fliissigkeitshaushalt
und Sekretionsvorgéngen in Driisengeweben wie Dickdarm, Lunge und Pankreas. In
den [-Zellen des Pankreas fiihrt eine Hemmung des K¢,3.1 unter anderem zu einer
Steigerung der Glucosetoleranz und einer Verdnderung der intrazellularen Calci-
umkonzentration [20]. Bei der Pathophysiologie des Asthma bronchiale sind K¢,3.1-
Kanile an der Aktivierung von T-Zellen und der IgE-Freisetzung aus Mastzellen
beteiligt und modulieren so die anaphylaktische Reaktion [10].

Bezogen auf die Zellmigration sorgt eine Verringerung der Aktivitat des Kanals bei
den meisten Zellen, z.B. Fibroblasten, Bronchialepithelzellen oder glatten Muskelzel-
len, fiir eine verminderte Migrationsgeschwindigkeit [66]. Die Stimulation von Nieren-
epithelzellen mit FGF2 fiihrt iiber eine Aktivitdtssteigerung von K¢,3.1-Kanélen
zu gesteigerter Migrationsaktivitéit, die sich durch K¢,3.1-Inhibition unterdriicken
lasst. Bei diesen Mechanismus ist die Aktivitdt des NHE1 essentiell wichtig, um
die Verringerung des Zellvolumens durch K™-Austrom durch die K¢,3.1-Kanéle zu
kompensieren [33].

Auch die heterologe Transfektion von humanen embryonalen Nierenzellen (HEK293)
mit dem Kc,3.1-Kanal fithrte zu einer gesteigerten Migration dieser Zellen [64].
In den PDAC-Zelllinien BxPC3 und MiaPaCa-2 fithrt eine Hemmung des K¢,3.1-
Kanals mit TRAM34 zu einer deutlichen Reduktion der Proliferationsrate [30].

2.8 Ziel der Arbeit

Die Therapie von malignen Neoplasien gehort zu den anspruchsvollsten Gebieten

der Medizin und beschéftigt eine Vielzahl von Wissenschaftlern auf der ganzen
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Welt. Durch die Erforschung der pathophysiologischen Prozesse der Tumorentste-
hung und -erhaltung gelang es in den letzten Jahrzehnten immer wieder, bessere
Therapiekonzepte fiir bestimmte Erkrankungen zu entwickeln und so Uberleben
und Lebensqualitdt der Betroffenen zu steigern. Beispiele dafiir sind die Entdeck-
ung der Adenom-Karzinom-Sequenz mit ihren Auswirkungen auf weitere Forschung
zur Behandlung des Colonkarzinoms oder die Antikérpertherapie mit dem HER2-
Antikorper Trastuzumab beim Mammakarzinom [58, 77]. Das duktale Adenokarzi-
nom (PDAC) des Pankreas gehort leider zu den Tumoren, die nach wie vor mit
schlechter Prognose und einem hohen Anteil an Therapieversagen einhergehen [1].

In den letzte Jahren zeigte sich immer mehr die vorrangige Bedeutung der pan-
kreatischen Sternzellen (PSC) bei der Progression des PDAC. Es wurden eine Viel-
zahl von Faktoren wie EGF und TGFf identifiziert, die die gegenseitige Aktivierung
von PDAC und PSC aufrechterhalten und zur Desmoplasie-Reaktion des Tumorstro-
mas beitragen [6]. Fiir die Entstehung von Metastasen, die durch PSC gefordert
wird, ist die Zellmigration ein notwendiger Vorgang. Uber den genauen Mechanismus
der Interaktion zwischen Adenokarzinom und Sternzellen und den daran beteiligten

Kanélen und Rezeptoren bleiben allerdings immer noch Fragen offen.

PDAC . NHE! ( ' EGFR ZELL
éMIGRATION

299
PSC T O

~ L

Kea3.1

Abbildung 3: Ziel der Arbeit
Das Ziel der Arbeit ist die Untersuchung des Einflusses von EGFR, NHE1 und
K@a3.1-Kanal bei der Comigration von PDAC-Zellen und Pankreas-Sternzellen.

In dieser Arbeit sollte durch Videomikroskopie der direkte Einfluss der PSC auf das

Migrationsverhalten von humanen PDAC-Zellen im Ansatz der Comigration unter-
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sucht werden und die Beteiligung des EGFR, des NHE1 und des K¢,3.1-Kanals
bei der PDAC-Migration charakterisiert werden. Die stimulierende Eigenschaft der
PSC und des EGFR auf die Tumorzellen wurde bereits nachgewiesen, jedoch ist
der Einsatz von Videomikroskopie und Cokultur auf diese Weise noch nicht erfolgt.
Dariiber hinaus ist auch die Rolle von NHE1 und K¢,3.1 so noch nicht untersucht
worden.

Anfangs sollten die Auswirkungen der drei genannten Rezeptor- und Transport-
Proteine auf einzelne PDAC-Zellen in Einzelzellmigrations-Experimenten mit dem
Effekt von konditionierten PSC-Medien verglichen werden. Im néchsten Schritt sollte
die Migration beider Zelltypen zur gleichen Zeit im Ansatz des Wundheilungsas-
says untersucht werden, um gegebenenfalls direkte Stimulationseffekte zu entdeck-
en. Weiterhin war geplant, auch in diesem Ansatz eine Beteiligung von EGFR und
des K¢,3.1-Kanals zu untersuchen. Dariiber hinaus sollten Messungen der intrazel-
luldren Ca?"-Konzentration im Wundheilungsassay erfolgen, um festzustellen, ob
eventuelle Effekte aus den Migrationsexperimenten sich {iber Verédnderungen von

[Ca?*]; erkldren lassen.
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3

Material und Methoden

3.1 Zellkultur

Fiir die Experimente wurden drei verschiedene Zelllinien verwendet: AsPC1-Zellen,
eine pankreatische Adenokarzinom-Zelllinie, entstammen urspriinglich aus einer 62
Jahre alten Patientin mit einem Adenokarzinom des Pankreaskopfes. Die zweite
pankreatische Adenokarzinom-Zelllinie, BxPC3, wurde erstmals aus einem Karzi-
nom des mittleren Pankreasteils einer 61 jahrigen Patientin gewonnen [15].

Als humane pankreatische Sternzelllinie wurden RLT-PSC-Zellen benutzt, die zur
Immortalisierung mit dem SV40 Large T-Antigen und einer humanen Telomerase-
untereinheit (WTERT) transfiziert wurden. Transfektion und Zellkultur fiithrten bei
diesen Zellen allerdings zu Verédnderungen am Zellkern mit einer durchschnittlichen
Chromosomenzahl von 60 bei immortalisierten Sternzellen [31]. Ruhende Sternzellen

werden durch die Zellkultur zudem in den aktivierten Zustand versetzt [34].

Alle Zelllinien wurden bei 37°C, 100 % Luftfeuchtigkeit und 5 % CO4 kultiviert.
BxPC3-Zellen wurden in Hydrogencarbonat-gepuffertem RPMI 1640 Medium mit
10 % fotalem Kélberserum (FCS) und einem pH-Wert von 7,4 kultiviert. Bei den
AsPCl1-Zellen wurde das gleiche Medium zusétzlich mit 1 % Glutamin (Glutamax)
versetzt, ohne das das Zellwachstum stark eingeschréink war. Fiir die RLT-PSC-
Zellen wurde ein Gemisch aus 50 % Dulbeco’s Modified Eagle Medium (DMEM),
50 % HAM/F12 und 10 % FCS verwendet.

Da es sich bei allen Zelllinien um adhérente Zellen handelt, wurde zum Losen der

Zellen von den Kulturschalen eine Trypsin-EDTA-Losung verwendet (Tumorzellen
0,25 % fiir 10min / Sternzellen 0,05 % fiir 10min).
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Das konditionierte Sternzell-Medium fiir die Migrationsexperimente wurde folgen-
dermaflen gewonnen: Von einer ca. 70 % konfluenten Zellkulturschale mit RLT-PSC-
Zellen wurde das Medium komplett abgesaugt und durch frisches Medium ersetzt.
Nach 24 h Inkubation wurde das Medium mit einer sterilen Spritze abgesaugt und
durch einen Sterilfilter gepresst. Das Filtrat wurde als konditioniertes RLT-PSC-

Medium fiir die Experimente eingesetzt.

3.2 Proteinbiochemische Methoden

3.2.1 Herstellung von Proteinlysaten

Die 80-90 % konfluenten Zellen wurden mit kaltem PBS gewaschen und mit 200-300
uL RIPA-Lysepuffer versetzt. Nach 3 min erfolgte die Losung der Zellen von der
Schale mit Hilfe eines Zellkratzers. Die Zellmasse wurde in ein Mikroreaktionsgefaf3
iiberfithrt und 30 min bei 4°C geschwenkt. Anschlieend wurde das Lysat bei 4°C
und 14000 rpm fiir 10 min zentrifugiert und der Uberstand vom entstandenen Pellet

getrennt. Die Lagerung erfolgte bei -80°C.

Substanz Konzentration
NaCl 150 mM
Natriumdesoxycholat 1 % Vol.
Nonoxinol 40 1 % Vol.
PBS (Losungsmittel) -
Natriumdodecylsulfat (SDS) 0,1 % Vol.
TRIS-HCI (ph 7,0) 25 mM

Tabelle 1: Zusammensetzung des RIPA-Lysepuffers

3.2.2 Proteinkonzentrationsbestimmung

Die Proteinkonzentrationsbestimmung erfolgte photometrisch mit dem BCA Pro-
tein Assay Kit der Firma Thermo Scientific. Der Reaktionsmechanismus basiert
auf der Reduktion von Cu?*-Ionen zu Cu'*-Ionen durch Proteine in alkalischer
Losung, gefolgt von der Komplexbildung von Cu'*-Ionen und zwei Molekiilen Bicin-
choninséure (BCA). Die Absorption von Licht mit 562 nm Wellenléinge durch die
entstandene violette Komplexverbindung ist annéhernd linear zur Proteinkonzen-
tration.

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration der Proben wurde deren Absorption mit
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derer von Standards bekannter Konzentration verglichen.

Die Proteinstandards und Proben wurden auf Eis aufgetaut und jeweils 10 pL in eine
Mikrowellplatte pipettiert. Dann erfolgte die Zugabe von jeweils 200 puL. Reaktions-
16sung mit anschlieSender Inkubation fiir 30 min bei 37°C. Nach der Abkiihlung der
Proben auf Raumtemperatur wurde die Extinktion photometrisch bei A=562 nm
bestimmt und die Proteinkonzentrationen anhand der bekannten Standardkonzen-

trationen berechnet.

3.2.3 SDS-Gelelektrophorese fiir den K¢,3.1

Das Prinzip der SDS-Gelelektrophorese ist die elektrophoretische Auftrennung von
Proteinen nach ihrem Molekulargewicht. Die Proteine werden durch Natriumdo-
decylsulfat (SDS), Dithiothreitol (DTT) und Hitze denaturiert. DTT reduziert die
Schwefelatome der Proteindisulfidbriicken und spaltet diese. Zugleich bricht das neg-
ativ geladene SDS die nicht kovalenten Bindungen in der Proteinkette und lagert sich
proportional zum Molekulargewicht an das Protein an, wodurch die Proteineigen-
ladung durch die negative Ladung des SDS maskiert wird. Im elektrischen Feld
wandern die Proteine dann durch ein Acrylamidgel zur Anode (+) und werden auf
ihrem Weg durch die Poren des Gels nach ihrem Molekulargewicht getrennt, da
kleine Proteine sich schneller durch die Poren bewegen kénnen. Weiterhin wird den
Proben Bromphenolblau als negativ geladener Farbstoff hinzugefiigt, um den End-
punkt der Elektrophorese optisch sichtbar zu machen.

Um eine homogene Verteilung der Proteine zu gewéhrleisten, wird dem eigentlichen
Trenngel ein grofporiges Sammelgel vorgeschaltet, das eine anféngliche Konzen-
trierung der Proteine an der Ubergangszone bewirkt. Zur anschlieBenden Zuordnung
der Proteinbanden zu einem Molekulargewicht werden Standardproteingemische mit
bekanntem Bandenmuster zusétzlich zu den Proben auf das Gel aufgetragen.

Zur Durchfithrung der Elektrophorese wurde ein Tank-Blot-Sytem verwendet, bei
dem die Gelelektrophoresekammer komplett mit Laufpufferlosung gefiillt ist. Bei der
Gelherstellung wurde zuerst das Trenngel vorbereitet und in die Kammer gefiillt.
Nach 20 min Polymerisationszeit wurde das Sammelgel oben auf das Trenngel ge-
geben, sowie der Platzhalter fiir die Geltaschen eingesetzt. Die folgende Zeit zur
Polymerisation betrug mindestens 1 h. Die Gelkammer wurde iiber Nacht feucht bei
4°C gelagert.

Am néchsten Tag wurden die Proben aufgetaut, durchmischt und jeweils 16 pL glei-

cher Proteinmasse in ein Mikroreaktionsgefafl gegeben. Die Verdiinnung erfolgte ggf.
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Abbildung 4: Schema des MagicMark Proteinstandard
Die Nutzung eines Proteinmarkers mit Banden definierter Grofie ermdglicht es, am
Ende der Proteindetektion die Banden der untersuchten Proteine zu identifizieren.

Substanz Volumen
ddH,O 1,3 mL
Roti-Gel A 0,375 pL
Roti-Gel B 0,15 plL
TRIS/SDS 0,5 M 0,5 pL
TEMED 2,5 pl
APS 10 % 25 L

Tabelle 2: Zusammensetzung des 5 % Sammelgels

Substanz Volumen
ddH,O 1,25 mL
Roti-Gel A 1,62 pL
Roti-Gel B 0,67 plL
TRIS/SDS 1,5 M 1,3 mL
TEMED 3,75 ul
APS 10 % 25 pl

23

Tabelle 3: Zusammensetzung des 10 % Trenngels

mit RIPA-Puffer. In den verschiedenen Blots wurden Proteinmengen zwischen 12
und 38 ug verwendet. Zu jeder Probe wurden 4 ul. des Probenpuffers hinzugegeben.

Dann wurden alle Proben fiir 5 min bei 95°C aufgekocht und kurz zentrifugiert. In
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die erste Geltasche wurden 2 pul. ;Magic Marker® gegeben, in die folgenden jeweils
20 pli der Proben und in die letzte 5 b Proteinstandard. Es wurde eine Spannung
von 80 V angelegt, bis die Lauffront das untere Ende des Gels erreicht hatte.

Substanz Konzentration
Bromphenolblau 0,05 % Vol.
Dithiothreitol 100 mM
SDS 2 % Vol.
Glycerol 10 % Vol.
TRIS (pH 7,6) 50 mM

Tabelle 4: Zusammensetzung des Probenpuffers

Substanz Masse / Volumen
SDS 3,5 mmol
Glycin 190 mmol
TRIS (pH 7,6) 25 mmol
ddH,0O auf 1 L

Tabelle 5: Zusammensetzung des Laufpuffers
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Abbildung 5: Schema der Gelelektrophorese
1 Elektrophoresegel, 2 Geltasche fiir Proteine, 3 Grenze zwischen Sammelgel und
Trenngel, 4 gefarbter Standardmarker, 5 Auftrennung der Proteine (auf Gel nicht
sichtbar), 6 Wanderungsrichtung der Proteine von der Kathode (-) zur Anode (+)
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3.2.4 Westernblot

Die Westernblot-Technik wird verwendet, um die in der Elektrophorese aufgetrennten
Proteine aus dem instabilen Gel auf eine robustere Membran zu iibertragen. Dazu
wird die Membran auf dem Gel platziert und eine Spannung zwischen Gel und
Membran angelegt. Durch den Stromfluss wandern die Proteine so auf die Membran

(Anodenseite).

Abbildung 6: Aufbau des Westernblots
1 Deckel, 2 Faserplatte, 3 Filterpapier, 4 PVDF-Membran, 5 Gel, 6 Filterpapier, 7
Faserplatte, 8 Halterungskassette, 9 Elektrodeneinheit, 10 Kiihlakku, 11 Puffertank
(Modifiziert nach Bio-Rad Protein Blotting Guide)

Fiir den Westernblot wurde eine zuvor in Methanol aktivierte Membran aus Polyvinyl-
idenfluorid (PVDF) verwendet. Die Kammer wurde wie abgebildet vorbereitet und
mit Transferpufferlosung gefiillt. Der Probentransfer fand iiber Nacht bei 4°C statt,
wobei die elektrische Spannung automatisch so geregelt wurde, dass kontinuierlich
eine Stromstédrke von 0,02 A bestand. AnschlieBend wurde die Membran fiir 1 h
in eine 5 % Magermilch-PBS-T-Losung eingelegt. Das Milchprotein bindet an die
PVDF-Membran und verhindert anschlieend das unspezifische Binden von An-
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tikorpern. Eine weitere Lagerung erfolgte immer in PBS.

Substanz Masse / Volumen
Glycin 50 mmol
TRIS (pH 7,6) 5 mmol
Methanol 100 mL
ddH,0O auf 1 L

Tabelle 6: Zusammensetzung des Transferpuffers

3.2.5 Proteindetektion

Zur Detektion der Zielproteine auf der Membran wurden zwei Antikorper verwen-
det. Der erste Antikorper ist spezifisch gegen das gewiinschte Protein gerichtet.
Im zweiten Schritt wird ein zweiter Antikorper verwendet, der an den ersten An-
tikorper bindet. Zur Detektion der Proteinbande ist der zweite Antikérper mit einem
Peroxidase-Enzym gekoppelt, das bei Zugabe eines entsprechenden Substrats eine
Chemolumineszenz erzeugt.

Der erste Antikoérper gegen den K¢,3.1 wurde 1:1000 mit in PBS-T geloster Mager-
milch verdiinnt und {iber Nacht bei 4°C auf die Membran gegeben. Das Auswaschen
von ungebundenen Antikérpern erfolgte mit PBS-T. Danach wurde der zweite Per-
oxidase-gekoppelte Antikorper 1:10000 verdiinnt und fiir 1 h bei Raumtemperatur
auf die Membran gegeben.

Zur Detektion der Proteinbanden wurden das Kit ,, SuperSignal West Femto Maxi-
mum Sensitivity Substrate® von Thermo Scientific sowie eine Belichtungskammer
der Firma Biorad verwendet. Die Aquisition wurde mit der Software ,,Quantity

One“ gesteuert.

3.3 Einzelzellmigrations-Experimente

Alle Migrationsexperimente fanden auf einer zweidimensionalen Oberfldche statt.
Das zweidimensionale System hat den Vorteil der relativ leichten Handhabung und
eignet sich gut, um die Grundziige der Zellmigration zu untersuchen. Versuche mit

einer dreidimensionalen Matrix brachten hier leider keine verwertbaren Ergebnisse.

Um das Migrationsverhalten eines einzelnen Zelltyps zu charakterisieren, wurden am

Tag vor dem Experiment Zellkulturflaschen mit einer Proteinmatrix beschichtet, die
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Bestandteile der im lebenden Organismus vorhandenen extrazellularen Matrix imi-
tieren sollte. Fiir alle Migrations- und Wundheilungsexperimente wurde die gleiche

Matrix verwendet (s. Tabelle 7). Die Matrixzusammensetzung dhnelt dem Stroma
des desmoplastischen PDAC-Gewebes [6, 29].

Substanz Konzentration | Volumen | Endkonzentration
RPMI bx 52 g/L | 200 uL 104 g/L
HEPES 5x 50 mmol/L 200 pL 10 mmol/L
NaOH 1 mol/L 15 puL -
ddH,0O - 263 pL -
Laminin 1 mg/mL 60 pL 60 pg/mL
Fibronectin 1 mg/mL 40 pL 40 pg/mL
Kollagen 1V 0,45 mg/mL 12 pL 5,4 pg/mL
Kollagen III 1,2 mg/mL 10 pL 12 pg/mL
Kollagen I 4 mg/mL 200 plL 800 ug/mL

Tabelle 7: Zusammensetzung der Kollagenmatrix

Die einzelnen Komponenten der Matrix wurden vorsichtig im Eis aufgetaut und
gemischt. Pro Migrationsflasche (12,5 cm?) wurden jeweils 200 uL der Matrix mit
einer Pipette gleichméfig verteilt. Die Flaschen wurden iiber Nacht im Inkubator bei
37°C gelagert, um das Proteingemisch polymerisieren zu lassen. Zur Gewéhrleistung

des Gasaustausches wurde der Flaschendeckel nur locker angeschraubt.

Es wurden Einzelzellmigrations-Experimente mit AsPC1- und BxPC3-Zellen durch-
gefiihrt.

Fiir das Experiment wurden die Zellen aus der Kulturschale abgelost und die Sus-
pension fiir 5 min bei 1000 rpm zentrifugiert. Dann erfolgte die Resuspension des
Zellpellets mit frischem Medium. Die Zellzahl der Suspension wurde mit Hilfe einer
Zahlkammer (Neubauer improved) bestimmt. Dazu wurden 15 L in den Zahlbereich
unter die Deckglasplatte eingebracht. Es wurden alle Zellen in den 4 grofien in das
Glas eingeschliffenen Quadraten gezihlt. Die Zellkonzentration ergab sich aus fol-

gendermaflen:
Zellen 10" /mL = Z<llzah!

Dann wurden die Zellen in die beschichteten Flaschen eingebracht, sodass sich
2x10° Zellen in der Flasche befanden. Hier wurden zwei unterschiedliche Adhésions-

bedingungen gewéhlt:
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A. Die Zellen adhérierten 3 h lang in FCS-haltigem Medium.

B. Die Zellen adhérierten 24 h lang in FCS-freiem Medium.

Letzteres diente dazu, die Zellen sensibler fiir eine Stimulation zu machen, da dem
FCS-freiem Medium Wachstumsfaktoren fehlen und daher ein verminderter Zellstoft-
wechsel verglichen mit den in FCS-haltigem Medium kultivierten Zellen bestand.
Nach der Adhésionszeit wurden nicht adhédrente Zellen ausgewaschen und die Fla-
schen mit 2 mL FCS-freiem Medium gefiillt. Die in Tabelle 8 aufgelisteten Subs-

tanzen wurden je nach Experiment hinzugefiigt.

Substanz Konzentration | Volumen | Endkonzentration
ddH,O - 2 uL -
EGF 100 pg/mL 2 ul 100 ng/mL
HOE642 10 mmol /L 2 ul 10 pmol/L
TRAM34 (in DMSO) 20 mmol/L 1 pul 10 pmol/L
DMSO - 1 ul -

Tabelle 8: Testsubstanzen fiir die Migrationsexperimente

Fiir 15 min erfolgte eine Lagerung im Inkubator mit lockerem Deckel. Danach wurde
der Deckel fest verschraubt, um den COs-Gehalt moglichst konstant zu halten. Die
Flaschen wurden unter die auf 37°C vorgeheizten Mikroskope gestellt und das Ex-
periment gestartet. Die Bildaquisation erfolge mit Videokameras und der Software
,HiPic“ bzw. ,Wasabi“. Das Aquisationintervall wurde auf 10 min eingestellt und
die Zellen 3 h lang beobachtet.

Fiir die Auswertung wurde die Software ,, Amira*“ verwendet, um die Zellen auf je-
dem Bild des Films zu markieren (Segmentierung). Nachfolgend wurde die Software
,ImageJ“ benutzt, um die Segmentierungsdaten als Position und Geschwindigkeit
der einzelnen Zellen auszuwerten.

Fiir die Analyse der Daten wurden Geschwindigkeit, Translokation zwischen Start-
und Endpunkt, sowie die Direktionalitit der Translokation herangezogen. Uber die
manuell markierten dufleren Umrisse der Zelle wurde dazu der Zellmittelpunkt be-
stimmt. Die Verschiebung des Zellmittelpunktes zwischen zwei Bildern wurde an-
schliefend mit dem Bildaquisitionsintervall in Beziehung gesetzt und daraus die
Geschwindigkeit der Zellmigration berechnet. Die Translokation ist die Strecke zwi-
schen dem Zellmittelpunkt auf dem ersten und letzten Bild des Films. Die Direk-
tionalitdt ergibt sich aus dem Quotienten der tatsdchlich zuriickgelegten Strecke und

der Translokation und ist ein Maf fiir die Geradlinigkeit der Migration.
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3.4 Wundheilungsassays

Beim Wundheilungsassay wird die Migrationshewegung eines kompletten Zellver-

bandes beim Schlielen eines Wundspalts in diesem Verband dargestellt.

Abbildung 7: Schema des Wundheilungsassays
Die Zellkulturschale wurde mit Kollagen-Matrix beschichtet und die Zellen
anschliefend im Zellkultureinsatz ausgesit. Der mittlere Steg des Einsatzes trennt
die beiden Zellpopulationen und erzeugt so die ,, Wunde“.

Die Versuche wurden in Zellkulturschalen mit 3,5 cm Durchmesser durchgefiihrt,
welche vorab mit der Kollagenmatrix beschichtet wurden. Auf die Matrix in der
Mitte der Schale wurde mit einer sterilen Pinzette je ein Zellkultureinsatz der Firma
Ibidi positioniert, der aus zwei Kammern fiir das Zellwachstum und einem Trennsteg
von 0,5 mm Breite besteht. In die seitlichen Kammern wurden 6 * 10* BxPC3-Zellen
bzw. 5 * 10* RLT-PSC-Zellen in ihren jeweiligen FCS haltigen Medien eingebracht.
Der iibrige Bereich der Schale blieb bis auf die Zugabe von 200 L. PBS frei, um
einem Austrocknen vorzubeugen. Die Schale wurde aus dem selben Grund zusétzlich
noch mit ,Parafilm®“ umwickelt und zwei Tage bei 37°C im Inkubator gelagert.
Vor dem Experiment wurde der Zellkultureinsatz entfernt und die Schale vorsichtig
mit FCS freiem und Hepes-gepuffertem RPMI-Medium gespiilt. Das Fiillvolumen
betrug final 2 mL. Hepes wurde fiir die Experimente als Puffer verwendet, da der pH-
Wert wegen mangelnder COs-Dichtigkeit der Schalen mit einem Hydrogencarbonat-
Puffer iiber die Beobachtungszeit nicht stabil blieb. Weiterhin wurden je nach Experi-
ment die gleichen Substanzen, mit Aufinahme von HOE642, wie bei den Einzelzell-
migrations-Experimenten hinzugefiigt (s. Tabelle 5).

Die Schalen wurden erneut mit ,, Parafilm“ umwickelt und in die vorgeheizten Kam-
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mern der Mikroskope gestellt, sodass der zellfreie Bereich parallel zur oberen Bild-
kante ausgerichtet war und sich die BxPC3-Zellen auf der oberen Seite befanden.
Die Filme wurden fiir 15 h mit einem Bildaquisitionsintervall von 10 min aufgenom-
men. Die verwendeten Zellkombinationen waren BxPC3-Zellen in beiden Kammern,
RLT-PSC-Zellen in beiden Kammern sowie BxPC3-Zellen in der oberen und RLT-
PSC-Zellen in der unteren Kammer, jeweils kombiniert mit den oben aufgelisteten

Substanzen.

Fiir die Auswertung wurde die erste Stunde verworfen, um Effekte durch die Ent-
fernung des Zellkultureinsatzes zu minimieren. Ausgewertet wurden die Stunden 2

bis 13 mit der daraus resultierenden Zeit von 12 h.

12h

Abbildung 8: Auswertung der Wundheilungsassays
Zur Auswertung der Migration der BxPC3-Zellen (oben) wurden die Differenzen in
der bedeckten Wundfldche verwendet. Fiir die RLT-PSC Zellen (unten) wurden die
Pfade einzelner Zellen markiert, da die Zellen keinen kompakten Verband bilden,
und die ,,Y-Migration* in die Wunde betrachtet.
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Da die BxP(C3-Zellen einen kontinuierlichen festen Verband bildeten, wurde die Mi-
grationsbewegung mit Hilfe der ,ImageJ“ Software als Zunahme der mit BxPC3-
Zellen bedeckten Wundfliche dargestellt und auf die Breite der Wunde normali-
siert. Dies war notwendig, da die verschiedenen Mikroskope unterschiedliche Ver-
groBlerungen besaflen, wodurch die Flachendnderungen unterschiedlich beobachtet

wurden.

Wundbewegung BxP(C3-Zellen: Differenz der mit Zellen b.edeckten Fliche zwischen 2 Bildern [um?] [Ium]
Breite der Wunde [um]

Fiir die RLT-PSC-Zellen erfolgte die Auswertung wie bei den Einzelzellmigrations-
Experimenten nach Y-Translokation und Migrationsgeschwindigkeit, wobei wegen
der geringen Vergroflerung die Zellmittelpunkte manuell per Hand markiert wur-
den. Die Y-Translokation entspricht auf den Bildern der vertikalen Migration in die
Wunde hinein oder hinaus. Seitliche horizontale Bewegungen wurden hierbei nicht
betrachtet, weil so eine bessere Vergleichbarkeit zur Wundmigration des BxPC3-

Zellverbandes bestand. Zur Veranschaulichung der Auswertung dient Abbildung 8.

3.5 [Ca?T]|;-Messungen

Die Messung der cytosolischen Calciumkonzentration [Ca?']; wurde in mit Kolla-
genmatrix beschichteten Glasbodenschélchen unter Verwendung des Fluoreszenz-
farbstoffes Fura-2 durchgefiihrt. Dabei erfolgte die Vorbereitung der Zellen wie bei
den Wundheilungsassays mit der Ausnahme, dass die Zellkultureinséitze bereits 4 h
vor der Messung entfernt wurden, um den Zellen Zeit zur Migration zu geben. Vor
Beginn der eigentlichen Messung wurden die Zellen fiir 30 min bei 37°C unter Licht-
ausschluss mit 6 puL. Fura-2-AM in 1 mLL Medium beladen, was einer Konzentration
von 3 uM Fura-2-AM entsprach.

Fura-2-AM ist der Acetoxymethylester des Fura-2, der die passive Durchdringung
der Zellmembran ermdoglicht. Im Cytosol wird der Acetoxymethylester durch zellei-
gene Esterasen abgespalten und hindert das Fura-2 am Verlassen der Zelle. Fura-
2 ist ein Chelator, der Ca?*-Ionen bindet. Die Anregung erfolge mit Licht der
Wellenlingen 340 nm und 380 nm. Ca?*-gebundenes Fura-2 besitzt sein Absoprtions-
maximum bei 340 nm und freies Fura-2 bei 380 nm. Die Emissionswellenléinge be-
tragt jeweils 510 nm. Diese Eigenschaften erméglichen die ratiometrische Bestim-
mung der [Ca*"]; der Zellen.

Die Messung erfolgte an einem Axiovert 200 Mikroskop mit einem 40x Olimmersions-
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objektiv und einem Bildaquisitionsintervall von 15 s. Zur Kontrolle des Versuchsab-
laufs wurde die MetaFluor Software verwendet. Alle verwendeten Lésungen wurden
im Wasserbad auf 40°C erwédrmt und mit Hilfe eines kontinuierlichen Perfusions-
systems in die Zellkulturschale eingebracht, wobei die effektive Perfusionstempera-
tur 37°C betrug. Zu Anfang fand eine 10 miniitige Kontrollphase statt, in der mit
Ringerlosung gespiilt wurde. Anschlieend wurden die Zellen fiir 10 min mit EGF-
Ringerlosung und danach fiir weitere 10 min mit EGF-TRAM34-Ringerlésung per-
fundiert. Im Anschluss erfolgte die Eichung mit dem Ca?"-Ionophor Ionomyecin,
das die freie Diffusion von Ca?*-Tonen aus der Zelle erméglicht. Fiir den Minimal-
wert wurde eine Ca?*-freie Eichlésung mit EGTA, einem Ca?*-Chelator, und Ion-
omycin verwendet und fiir den Maximalwert eine Eichlosung mit 5 mM CaCl; und
Ionomycin. Die Eichwerte beziehen sich jeweils auf die minimale bzw. maximale
Fluoreszenzemission aller vorhandenen Fura-2-Molekiile in Ca?*-freiem bzw. gebun-

denem Zustand.

Em =510 nm

39.8 uM free Ca*

Fluorescence excitation

250 300 350 400 450
Wavelength (nm)

Abbildung 9: Fluoreszenzemission von Fura-2
Zusammenhang der Stirke der Fluoreszenzemisson (510 nm) von Fura-2, der
Exzitationswellenlinge und der freien Ca?"-Konzentration von 0 bis 39,8 uM (aus
Produktinformation ,, Fura Calcium Indicators“, Invitrogen)

Bei der Auswertung wurde jeweils unspezifische Fluoreszenz in Zell-freien Arealen
bestimmt, von den Bildern subtrahiert und einzelne Messregionen auf die Zellen
gelegt. Bei den RLT-PSC-Zellen wurden jeweils drei Regionen auflerhalb des Zell-
kernbereiches gewahlt. Die BxPC3-Zellen wurden auf Grund ihrer Gréfie zu mehreren
Zellen in einzelnen Regionen zusammengefasst. Zur Berechnung der [Ca*"|; mit der

MetaFluor Software wurde folgende Formel verwendet:
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1. 2. 3. 4. 5.
Ringer | Losung Losung | Eichlésung | Eichlosung
-16sung EGF EGF 0 Ca2t 1tCa?t

TRAM34
pH 74 74 74 74 74
NaCl [mM] | 1225 | 1225 122,5 122.5 122.5
KCI [mM] 5.4 5.4 5.4 5.4 5.4
CaCly [mM] 12 1,2 1,2 - 5
(wasserfrei)
EGTA [mM] - - - 5 -
MgCly [mM] 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8
HEPES [mM] 10 10 10 10 10
Glucose [mM] 5,5 5,5 5,5 - -
Ionomycin [pmol/L] - - - 1 1
EGF [ng/mL] - 100 100 - -
TRAM34 [pmol /L] - - 10 - -

Tabelle 9: Losungen fiir die Ca?t-Messung

[Ca?*)y = Kdx Q » =t [24]

Der Kd-Wert entspricht der Dissoziationskonstante von Fura-2 und Ca?*, in diesem
Fall 224 nmol/L. R gibt jeweils den Quotienten der Fluoreszenzintensititen bei 340
nm und 380 nm an. Rmin enspricht dem minimalen Quotienten bei der Eichung
mit Ca*"-freier Losung und Rmax dem maximalen Quotienten bei der Eichung mit

5 mM Ca®*". Q beschreibt den Quotienten der minimalen (Fmin) und maximalen

(Fmax) Fluoreszenzintensitét bei Anregung mit Licht der Wellenldnge 380 nm.

3.6 Zelltracking Software ,,Sabine*

Die Durchfiihrung einer manuellen Segmentierung der aus den Einzelzellmigrations-
Experimenten stammenden Bildern mit der Software Amira ist ein sehr zeitaufwendi-
ger Prozess. In Kooperation mit Prof. Burger und Michael Moéller vom Institut fiir
Numerische und Angewandte Mathematik der WWU Miinster wurde eine Software
(,Sabine*) entwickelt, die in der Lage ist, den bis dahin manuellen Vorgang der
Segmentierung der Einzelzellmigrations-Experimente automatisch durchzufiihren.
Das Programm macht sich dabei die unterschiedlichen Positionen der Zellen zwi-
schen zwei Bildern des Films zu nutze [42]. Die Zellen werden anfénglich manuell

markiert. Nach Ende des automatischen Tracking-Vorgangs wurde kontrolliert, fiir
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welche Zellen die Segmentierung erfolgreich war.
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Abbildung 10: Zelltracking Software ,,Sabine*

Fiir die Einzelzellmigrations-Experimente mit den AsPC1-Zellen wurden Ergebnisse

aus der manuellen und der automatischen Segmentierung verglichen.

3.7 Statistische Methoden und graphische Darstel-

lung

Fiir die Festlegung der statistischen Signifikanz wurde das Signifikanzniveau 5%
(p<0,05) gewihlt. Die statistische Auswertung erfolgte mit ,SPSS Statistics 21¢
der Firma IBM. Zuerst wurden die Histogramme und Schiefen der jeweiligen Werte-
verteilungen betrachtet, um eine anndhernde Normalverteilung zu priifen. Diese war
jedoch nie in allen miteinander zu vergleichenden Gruppen gegeben. Aus diesem
Grund wurde zur Priifung des Signifikanzniveaus der Mann-Whitney-U-Test fiir
unverbundene Stichproben verwendet. In der Ergebnisdarstellung werden Werte
p<0,05 im Folgenden als Sternchen dargestellt.

In Liniendiagrammen, z.B. zur Darstellung des Zeit-Geschwindigkeits-Verlaufes bei
der Zellmigration, werden jeweils Mittelwerte verwendet und die Schwankungsbreite
als Standardfehler (SEM) angegeben. In Box-Plot-Diagrammen, z.B. zur Darstellung
der Translokation bei der Zellmigration, enthélt die Box immer 50% der Werte und
den Median der Werteverteilung. Die Antennen (Whiskers) geben das 5-95-Perzentil

an und schlieflen somit 90% der Werte ein.
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Bei den Diagrammen zur Darstellung der Trajektorien der Migration der Einzelzellen
entspricht der rote Kreis jeweils dem Median der Gesamttranslokation aller Zellen

in der entsprechenden Gruppe.
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4

Ergebnisse

4.1 Nachweis des K¢,3.1-Kanals

Zum Nachweis des K¢,3.1-Kanals in RLT-PSC, BxPC3-Zellen und einer weiteren
PDAC-Zelllinie, den Colo357-Zellen, wurden Proteinlysate dieser Zellen elektro-
phoretisch aufgetrennt. Anschlieend wurde ein Westernblot durchgefiihrt und der

Colo357 BxPC3
Marker RLT-PSC

b
=
S KD o ey s cm® 17 kD
40 kDa WD '
4

Abbildung 11: Nachweis des K¢,3.1-Kanals
Die Proteinbande bei 47 kDa entspricht dem Molekulargewicht des K¢,3.1-Kanals
und zeigt dessen Expression in den drei Zelllinien.

Kanal mit spezifischen Antikérpern detektiert. Ein exemplarisches Ergebnis ist in
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Abbildung 11 dargestellt.

Hier zeigt sich, dass alle drei Zelltypen den Kg,3.1-Kanal, der sich als deutlich
gefiarbte Bande bei 47 kDa zeigt, exprimieren. Eine Inhibition des Kanals mit dem
Hemmstoff TRAM34 ist daher moglich. Der Nachweis wurde dreimalig mit jeweils
neuen Proteinlysaten wiederholt. Als Kontrolle der gleichméfligen Proteinauftragung
wurde ein Westernblot fiir Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH)
durchgefiihrt.

4.2 Ergebnisse der Einzelzellmigrations Experi-

mente

Die Auswertung wurde mit Ausnahme der AsPCl-Zellen manuell mit der ,, Ami-
ra‘ Software durchgefiihrt. Die gegebenen Geschwindigkeits- und Translokations-
angaben beziehen sich immer auf 3 h Versuchsdauer und den Median der jeweili-
gen Gruppe, da dieser stabiler gegen extreme Werte ist. Die Mittelwerte verhalten
sich vom Verhéltnis jedoch &dhnlich. In den eckigen Klammern hinter dem jeweili-
gen Wert ist der Standardfehler (SEM) angegeben. Ein signifikanter Unterschied
zwischen zwei Gruppen ist in den Diagrammen durch einen Balken mit Sternchen
gekennzeichnet, der die beiden Gruppen in der Legende verbindet. In den Diagram-
men mit den Trajektorien der einzelnen Zellen entspricht der rote Kreis dem Median

der Translokation in der entsprechenden Gruppe.

4.2.1 Stimulation von BxPC3-Zellen durch EGF und kon-

ditioniertes Sternzell-Medium

Diese Migrationsexperimente wurden mit BxPC3-Zellen durchgefiihrt, die 3 h in
FCS haltigem Medium adhérieren konnten (Bedingung A / s. Methoden).

In der Kontrolle zeigte sich eine mediane Migrationsgeschwindigkeit von 0,48 [0,04]
pm/min. Unter Zugabe von EGF und dem konditionierten PSC-Medium steigerte
sich die Geschwindigkeit auf 0,75 [0,07] gm/min bzw. 0,67 [0,06] xm/min. Auch bei
der Translokation zeigte sich ein Anstieg in beiden Gruppen (56,6 [9,5] pm bzw.
60,1 [8,1] pm) gegeniiber der Kontrolle (45,7 [5,2] um). Es fand sich kein signifikan-
ter Unterschied in der Direktionalitdt der Migration mit 0,53 fiir die Kontrolle,
0,49 fiir EGF und 0,53 fiir das konditionierte Medium. Auch das phéanotypische Er-
scheinungsbild der Zellen wihrend der Migration zeigte keine Auffalligkeiten. Die
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Abbildung 12: Geschwindigkeit von BxPC3-Zellen mit EGF und kondi-
tioniertem Sternzell-Medium
Mittlere Geschwindigkeit von BxPC3-Zellen wihrend der
Einzelzellmigrations-Experimente unter Zugabe von EGF bzw. konditioniertem

PSC-Medium.

| Konditioniertes
Kontrolle EGF PSC-Medium

Abbildung 13: Trajektorien von BxPC3-Zellen mit EGF und kondition-
iertem Sternzell-Medium
Auf einen gemeinsamen Startpunkt normierte Trajektorien von BxPC3-Zellen
(Kreis = Median) wihrend der Einzelzellmigrations-Experimente unter Zugabe
von EGF bzw. konditioniertem Sternzell-Medium.
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Ergebnisse fiir Geschwindigkeit und Zellpfad-Trajektorien sind in den Abbildungen
12 und 13 dargestellt.

Der initiale Abfall der Geschwindigkeit in der Kontrollgruppe kénnte auf den nach-
lassenden Effekt des fehlenden FCS zuriickzufiihren sein. In dieser Gruppe fehlt also
die Stimulation, die anscheinend durch EGF bzw. das konditionierte PSC-Medium
gegeben ist, da hier die Geschwindigkeit nicht abfallt.

EGF und von Sternzellen sezernierte Faktoren wirken also stimulierend auf die
Zellmigration von BxPC3-Zellen. Aus diesem Grund wurde EGF in den weiteren
Experimenten mit den BxPC3-Zellen immer mit eingesetzt, um den Einfluss von
HOE642 und TRAM34 auf den EGF-Effekt zu untersuchen. In der néchsten Ver-
suchsreihe wurde die Migration nach Hemmung des NHE1 mit HOE642 beobachtet,
da EGF auch eine Wirkung auf den Abbau von NHE1-Proteinen besitzt [13].

Die stimulierenden Effekte von EGF und konditioniertem PSC-Medium zeigten sich
nicht bei den AsPC1-Zellen.

4.2.2 Hemmung der PDAC-Migration durch Inhibition des
NHE1

Hier wurden AsPC1- und BxPC3-Zellen in Medium mit FCS ausgesiit (Bedingung A
/ s. Methoden). Die Auswertung der BxPc¢3-Migration erfolgte wie iiblich mit ,, Ami-
ra“. Hier zeigte sich in der Kontrollgruppe eine mediane Geschwindigkeit von 0,48
[0,04] gm/min und Translokation von 45,7 [5,2] pm. Nach Hemmung des NHE1 ver-
ringerte sich die Geschwindigkeit auf 0,33 [0,04] pm/min und die Translokation auf
25,1 [6,1] pm. Bei der Kombination von EGF mit HOE642 ergaben sich Werte von
0,62 [0,04] pm/min und 47,3 [5,2] um, die gegeniiber der reinen EGF-Stimulation
erniedrigt waren. Es fanden sich keine Unterschiede bei Direktionalitdt und Mor-
phologie der Zellen. Die Direktionalitat betrug bei der Kontrolle 0,53, mit HOE642
0,46 und mit der Kombination HOE642 und EGF 0,47.

Bei den AsPC1-Zellen erfolgte die Auswertung mit der ,Sabine* Software. Die me-
diane Translokation betrug in der Kontrollgruppe 21,8 [5,9] #m und unter Inhibition
des NHE1 mit HOE642 11,1 [2,6] pm.

Die Ergebnisse fiir die BxPC3-Zellen sind in den Abbildungen 14 und 15, die Werte
fiir Geschwindigkeit und Trajektorien der AsPC1-Zellen in Abbildung 16 dargestellt.
Die Inhibition des NHE1 fiihrt bei beiden PDAC-Zelltypen zu einer verminderten
Migration und verringert den Stimulationseffekt von EGF auf BxPC3-Zellen. Um
zu priifen, ob eine Inhibiton des K¢,3.1-Kanals ebenfalls in der Lage ist, den EGF-
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Abbildung 14: Geschwindigkeit von BxPC3-Zellen mit HOE642 und
HOE642+EGF
Mittlere Geschwindigkeit von BxPC3-Zellen wihrend der
Einzelzellmigrations-Experimente unter Zugabe von HOE642 bzw. HOE642 mit

EGF.

HOE642

Kontrolle HOE642 EGF

Abbildung 15: Trajektorien von BxPC3-Zellen mit HOE642 und
HOE642+EGF
Auf einen gemeinsamen Startpunkt normierte Trajektorien von BxPC3-Zellen

(Kreis = Median) wihrend der Einzelzellmigrations-Experimente unter Zugabe
von HOE642 bzw. HOE642 mit EGF.

Effekt abzumindern, wurden in der nédchsten Versuchsreihe EGF, das Losungsmittel
DMSO und der K¢,3.1-Kanal-Inhibitor TRAM34 eingesetzt.
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Abbildung 16: Translokation und Trajektorien von AsPC1-Zellen ohne
und mit HOE642
Links: Mittlere Translokation von AsPC1-Zellen wahrend der
Einzelzellmigrations-Experimente unter Zugabe von HOE642 / Rechts: Auf einen
gemeinsamen Startpunkt normierte Trajektorien von AsPC1-Zellen unter Zugabe
von HOE642 (Kreis = Median).

4.2.3 Stimulation von BxPC3-Zellen durch Inhibition des
Kc.3.1-Kanals

Die Experimente zur Hemmung des K¢,3.1-Kanals wurden nur mit BxPC3-Zellen
unter zwei verschiedenen Voraussetzungen durchgefithrt (Bedingung A und B / s.
Methoden). In der ersten Versuchsreihe wurden die Zellen 3 h in FCS-haltigem
Medium ausgeséit und die Inhibition erfolgte mit 10 pmol/L. TRAM34. Bei der
zweiten Versuchsreihe erfolgte die Zelladhésion iiber 24 h in FCS-freiem Medium,
um die Grundaktivitit der Zellen zu verringern, und es wurden 1 gmol/L TRAM34
sowie wiederum 100 ng/mL EGF eingesetzt. Beide Ansétze fithrten zu dem gleichen
Resultat, weshalb hier aus Griinden der Ubersichtlichkeit nur die Ergebnisse des
zweiten Experiments dargestellt werden. Weiterhin erfolgte eine Kontrolle mit dem
TRAM34-Losungsmittel DMSO.

Bei der Betrachtung der Kontrollgruppe fallen die geringere mediane Geschwindigkeit
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Abbildung 17: Geschwindigkeit von BxPC3-Zellen mit DMSO und EGF
Mittlere Geschwindigkeit von BxPC3-Zellen wéhrend der
Einzelzellmigrations-Experimente unter Zugabe von EGF bzw. DMSO.
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Abbildung 18: Geschwindigkeit von BxPC3-Zellen mit TRAM34 und
EGF
Mittlere Geschwindigkeit von BxPC3-Zellen wahrend der
Einzelzellmigrations-Experimente unter Zugabe von TRAM34 bzw. EGF.

von 0,16 [0,02] gm/min und Translokation von 15,1 [3,2] pum im Vergleich zur

Kontrollgruppe der anderen Experimente auf. Dies zeigt, dass es durch die Kul-
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DMSO TRAM34 EGF
DMSO EGF

Abbildung 19: Trajektorien von BxPC3-Zellen mit DMSO, TRAM34 und
EGF
Auf einen gemeinsamen Startpunkt normierte Trajektorien von BxPC3-Zellen

(Kreis = Median) wihrend Einzelzellmigrations-Experimente unter Zugabe von
DMSO, TRAM34 bzw. EGF.

tivierung der Zellen in FCS-freiem Medium gelungen ist, die Grundstimulation der
Zellen zu verringern. Die DMSO-Kontrolle zeigte mit 0,17 [0,03] gm/min und 13,0
[2,7] pm keinen signifikanten Unterschied zu Kontrolle. Die Inhibition des Kc,3.1-
Kanals erhohte die Geschwindigkeit auf 0,3 [0,04] pm/min und die Translokation
auf 20,0 [3,5] pm. Eine Steigerung fand sich auch hier bei EGF-Zugabe mit 0,49
[0,04] pm/min und 34,5 [4,0] pm, wozu sich in der Kombination von EGF-DMSO
wieder mit 0,46 [0,05] gm/min und 31,8 [3,7] um kein Unterschied zeigen lieS. Wur-
den EGF und TRAM34 zusammen verwendet ergab sich eine weitere Steigerung
der Geschwindigkeit auf 0,71 [0,05] pm/min und der Translokation auf 52,3 [9,0]
pm. Bei Direktionalitét (Kontrolle 0,51 / EGF 0,42 / DMSO 0,5 / TRAM34 0,44
/ EGF+TRAM34 0,51) und Zellmorphologie fanden sich keine signifikanten Unter-
schiede. Die Ergebnisse fiir die Geschwindigkeit sind in den Abbildungen 17 und 18
dargestellt. Die Trajektorien finden sich in Abbildung 19.

Die Kultivierung der BxPC3-Zellen in FCS-freiem Medium verringert ihre Grundak-
tivitdt, auf die das Losungsmittel DMSO bezogen auf die Migration keinen Einfluss
besitzt. Unerwartet zeigt sich die Steigerung der BxPC3-Zellmigration durch die In-
hibition des Kg,3.1-Kanals mit TRAM34. EGF stimuliert auch hier BxPC3-Zellen
und zeigte gemeinsam mit TRAM34 eine synergistische Aktivierung der Migration.
Die in den Einzelzellmigrations-Experimenten beobachteten Effekte von EGF und

TRAM34 wurden im néchsten Schritt im Wundheilungsassay und damit mit groferen
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Zellverbanden iiberpriift. Zugleich bestand die Moglichkeit, BxPC3- und RLT-PSC-
Zellen gleichzeitig zu betrachten, um zu testen, ob sich der Effekt des konditionierten
PSC-Mediums direkt durch einen RLT-PSC-Zellverband reproduzieren lasst. Die
Ergebnisse finden sich in Abschnitt 4.4.

Es folgt die Ergebnisauswertung fiir die automatische Zell-Tracking Software ,,Sabine*,

die sich nur fiir die Auswertung von Einzelzellmigrations-Experimenten eignete.

4.3 Ergebnisse mit der ,,Sabine*“-Software

Die Priifung der automatischen Zell-Tracking Software ,,Sabine* erfolgte anhand von
17 AsPC1-Zellen aus 4 verschiedenen Migrationsfilmen. Die automatisch ermittel-
ten Ergebnisse der Zellen, bei denen der Trackingvorgang ohne Fehler bis zum Ende
durchgefiihrt werden konnte, wurden mit den manuell bestimmten Werten im Bezug
auf Geschwindigkeit und Translokation verglichen. Ein Vergleich der Zellflichen war

auf Grund mangelnder Qualitidt der Ergebnisse nicht moglich.

Abbildung 20: ,,Amira*“- und ,,Sabine“-Trajektorien
Beispiel fiir die mit ,,Amira“ (links) und ,,Sabine“ (rechts) bestimmten
Trajektorien (je 5 Zellen), die auf einen gemeinsamen Startpunkt (Schnittpunkt
des Koordinatenkreuzes) normiert wurden. Die Nutzung von ,,Sabine“ vereinfacht
die Verwendung kleinerer Bildaquisitionsintervalle mit dem Ergebnis feinerer
Trajektorien.

Die mittleren Werte fiir Geschwindigkeit und Translokation fiir die 4 Filme sind
in Tabelle 10 dargestellt. Durchschnittlich ergaben sich fiir die Geschwindigkeit bei
»Sabine* 0,63 [0,05] pm/min und Amira 0,47 [0,07] gm/min, sowie fiir die Transloka-
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Film | v S [um/min] | v A [gm/min] | T S [pm] | T A [pm]
1 0,56 0,31 46,6 6.2

2 0.57 0,33 40,3 A4

3 0,97 0,94 60,5 65,7

4 0,53 0,49 35,3 31,1
ges. 0,63 0,47 44.5 447

Tabelle 10: Vergleich der ,,Sabine“-Software (S) mit ,,Amira‘“(A)

tion 44,5 [7,4] pm bzw. 44,7 [7,6] pm. Abschliefend ldsst sich feststellen, dass,
unter der Voraussetzung einer manuellen Nachkontrolle des automatischen Vorgangs,
die Bestimmung der Zell-Translokation nach beiden Methoden mit gleichwertiger
Genauigkeit bestimmt werden kann. Zudem l&sst sich mit geringerem Aufwand ein
feinerer Zellpfad (Abbildung 20) bestimmen, da mit ,,Sabine“ die Nutzung kleiner-
er Bildaquisationsintervalle moglich ist. Fiir die Ermittelung der Geschwindigkeit

eignet sich das ,,Sabine“-Programm allerdings zum jetzigen Zeitpunkt nicht.

4.4 Ergebnisse des Wundheilungsassays

BxPC3-Zellen bildeten im Wundheilungsassay einen geschlossenen und kompakten
Verband, aus dem sich keine einzelnen Zellen 16sten. Der Zusammenhalt der RLT-
PSC-Zellen war wesentlich geringer, und die Zellen trennten sich bereits nach kurzer
Zeit.

Fiir die Erfassung der Migrationsgeschwindigkeit von BxPC3-Zellen wurde der Zu-
wachs an der mit Zellen bedeckten Flédche herangezogen und auf die Breite des Bild-
ausschnittes normiert, da nicht alle Kameras an den Mikroskopen die gleiche Auf-
16sung besaflen. Daraus resultiert die mittlere Strecke, die der BxPC3-Zellverband in
die Wunde zuriicklegt. Dieses Vorgehen war bei den RLT-PSC-Zellen nicht moglich,
da kein zusammenhéngender Verband bestand. Deshalb wurden pro Experiment
exemplarisch 10 Zellen zuféllig ausgewéahlt und Geschwindigkeit sowie Migration in
die Wunde hinein bestimmt.

In den eckigen Klammern hinter den angegebenen Werten ist wieder der Standard-
fehler (SEM) angegeben.
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4.4.1 Effekt der Comigration auf BxPC3-Zellen

In den Experimenten mit einzelnen BxPC3-Zellen zeigte sich eine Stimulation der
Migration durch das konditionierte Sternzell-Medium. Aus diesem Grund bestand
die Annahme, dass im Wundheilungsassay die Wundschlussbewegung der BxPC3-
Zellen durch die Anwesenheit von RLT-PSC-Zellen auf der gegeniiberliegenden Wund-

seite beschleunigt wird.
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Abbildung 21: Wundmigration von BxPC3-Zellen gegen RLT-PSC-Zellen
Migration des BxPC3-Zellverbandes in die Wunde bei der Migration gegen
BxPC3-Zellen bzw. RLT-PSC-Zellen auf der gegeniiberliegenden Wundseite.

Die Auswertung der BxPC3-Zellen zeigte eine mittlere Migration in die Wunde pro
30 Minuten von 5,3 [1,2] um in der Kontrollgruppe mit BxPC3-Zellen auf der an-
deren Wundseite. Es ergab sich kein signifikanter Unterschied mit RLT-PSC-Zellen
auf dieser Seite, da die Migration in die Wunde pro 30 min hier 5,4 [1,4] pm betrug
(Abbildung 21). Zellmorphologische Unterschiede waren ebenfalls nicht zu beobacht-
en.

Die Stimulation der Tumorzellen durch Sternzellen ist also im Wundheilungsassay
der Stimulation durch die Tumorzellen selbst nicht iiber- oder unterlegen. Es folgen
analog die Ergebnisse fiir die RLT-PSC-Zellen.
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4.4.2 Effekt der Comigration auf RLT-PSC-Zellen

Analog zu der Erwartung bei den BxPC3-Zellen bestand auch bei den RLT-PSC-
Zellen die Vermutung, dass ihre Migration in die Wunde durch die Anwesenheit der
Tumorzellen beschleunigt wird, weil andere Experimente eine Stimulation der RLT-
PSC-Zellen durch konditionierte Medien der Tumorzellen im Einzelzellmigrations-
Experiment gezeigt hatten.

Die mittlere Geschwindigkeit der Migration betrug in reinen RLT-PSC-Wundassays
0,26 [0,01] pm/min mit einer mittleren Translokation von 85,0 [5,2] pm in die Wunde.
Fiir die Assays mit BxPC3-Zellen auf der gegeniiberliegenden Wundseite lieflen sich
die Werte 0,24 [0,01] pm/min und 64,6 [3,6] pm bestimmen (Abbildung 22). Es er-
gaben sich keine Unterschiede hinsichtlich der Zellmorphologie.
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Abbildung 22: Wundmigration von RLT-PSC-Zellen gegen BxPC3-Zellen
Kumulative Gesamtmigration in Y-Richtung der RLT-PSC-Zellen bei der
Migration gegen BxPC3-Zellen bzw. RLT-PSC-Zellen auf der gegeniiberliegenden
Wundseite.

Wider Erwarten fithrte die Anwesenheit von Sternzellen auf der gegeniiberliegenden
Seite bei den RLT-PSC-Zellen zu einer besseren Wundschlussbewegung bei anndhernd
gleicher Migrationsgeschwindigkeit, als es in Anwesenheit von BxPC3-Zellen der Fall
war. Zugleich betrug die Direktionalitat mit RLT-PSC-Zellen auf der gegeniiberliegen-
den Seite 0,79 [0,02] und mit BxPC3-Zellen 0,63 [0,03]. Beide Beobachtungen deuten
darauf hin, dass die Sternzellen eine groflere chemotaktische Attraktanz auf andere

Sternzellen besitzen, als die Tumorzellen auf Sternzellen.
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Nachdem mit diesen beiden Experimenten der Grundeffekt von BxPC3- und RLT-
PSC-Zellen aufeinander bestimmt wurde, erfolgte die Priifung der Effekte von EGF
und TRAM34 auf den Zellverband in diesem Versuchsaufbau, um die Frage zu
beantworten, ob EGF und TRAM34 den gleichen stimulierenden Effekt wie in den

Einzelzellmigrations-Experimenten zeigen.

4.4.3 Stimulation von BxPC3- und RLT-PSC-Zellen durch
EGF

In diesem Ansatz befanden sich auf der gegeniiberliegenden Wundseite immer BxPC3-
Zellen. Hier bestétigte sich die stimulierende Wirkung von EGF auf die Zellen. So
wurde die Wundmigration pro 30 min bei den BxPC3-Zellen von 5,3 [1,2] pym in
Anwesenheit von EGF auf 7,7 [1,0] pum gesteigert (Abbildung 23).
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Abbildung 23: Wundmigration von BxPC3-Zellen mit EGF
Migration des BxPC3-Zellverbandes in die Wunde bei der Migration gegen
BxPC3-Zellen auf der gegeniiberliegenden Wundseite unter Zugabe von EGF.

Bei den RLT-PSC-Zellen betrugen die Mittelwerte fiir Geschwindigkeit und Migra-
tion in die Wunde in der Kontrollgruppe 0,24 [0,01] pm/min und 64,6 [3,6] pm
und in der EGF-Gruppe 0,27 [0,01] gm/min und 80,1 [5,0] pm (Abbildung 24).
Beziiglich der Zellmorphologie ergaben sich bei beiden Zelltypen keine auffallenden
Unterschiede zwischen den Gruppen.

Die stimulierende Wirkung auf die Zellmigration von EGF auf Tumor- und Sternzellen
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Abbildung 24: Wundmigration von RLT-PSC-Zellen mit EGF
Kumulative Gesamtmigration in Y-Richtung der RLT-PSC-Zellen bei der
Migration gegen BxPC3-Zellen auf der gegeniiberliegenden Wundseite unter
Zugabe von EGF.

zeigt sich auch im Wundheilungsassay. Es folgt in diesem Zusammenhang die Auswer-
tung fiir TRAM34.

4.4.4 Inhibition des K¢,3.1-Kanals im Wundheilungsassay

Die Inhibition des K¢,3.1-Kanals erfolgte mit TRAM34, und auf der gegeniiberliegen-
den Seite der Wunde befand sich der jeweils andere Zelltyp. Ziel war es zu iiberpriifen,
ob die in den Einzelzellmigrations-Experimenten festgestellte Stimulation der Zellen
sich auch auf den Wundheilungsassay iibertragen lésst.

Bei den BxPC3-Zellen fiithrte die Inhibition des Kanals zu einem Anstieg der mit-
tleren Wundmigration pro 30 min von 5,4 [1,4] pm in der Kontrollgruppe auf 8,7 [1,9]
pm. Allerdings ergab sich hier auch ein signifikanter Unterschied zwischen Kontrolle
und der DMSO-Gruppe mit 7,3 [1,7] pm. DMSO scheint also auf den Zellverband
anders zu wirken als auf die einzelnen Zellen (Abbildung 25).

In unserem Labor wurden bereits Einzelzellmigrations-Experimente mit stimulierten
RLT-PSC-Zellen nach Zugabe von TRAM34 durchgefiihrt. Hier zeigte sich eine Ab-
nahme der Migrationsgeschwindigkeit und eine Anderung der Zellmorphologie mit
Bildung von langen Cytoplasmaauslédufern. Hieraus ergab sich die Frage, ob sich

diese Ergebnisse auch im Wundassay und bei Anwesenheit von BxPC3-Zellen repro-
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Abbildung 25: Wundmigration von BxPC3-Zellen mit TRAM34
Migration des BxPC3-Zellverbandes in die Wunde bei der Migration gegen
RLT-PSC-Zellen auf der gegeniiberliegenden Wundseite unter Zugabe von DMSO

und TRAM34.
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Abbildung 26: Wundmigration von RLT-PSC-Zellen mit TRAM34
Kumulative Gesamtmigration in Y-Richtung der RLT-PSC-Zellen bei der

Migration gegen BxPC3-Zellen auf der gegeniiberliegenden Wundseite unter
Zugabe von DMSO und TRAM34.
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duzieren lassen.

Im Wundassay ergab sich in der Kontrollgruppe der RLT-PSC-Zellen eine mittlere
Geschwindigkeit von 0,24 [0,01] gm/min bei einer Wundmigration von 64,6 [3,6] pm.
Die K¢,3.1-Inhibition fiihrte bei den Sternzellen zu einer mittleren Geschwindigkeit
von 0,24 [0,01] pm/min und einer mittleren Translokation in die Wunde von 73,5
[6,0] um (Abbildung 26). Hier zeigte sich kein signifikanter Effekt von TRAM34 auf
die RLT-PSC-Zellen, und es liefen sich keine zellmorphologischen Auffilligkeiten
beobachten.

DMSO verringerte die Geschwindigkeit zwar auf 0,2 [0,01] gm/min, war aber nicht
in der Lage, die Wundmigration mit 56,7 [3,2] pm signifikant zu verédndern.
TRAM34 hatte hier einen positiven Effekt auf die Migration der BxPC3-Zellen,
allerdings auch DMSO. Die Migration der RLT-PSC-Zellen wurde von TRAM34
nicht beeinflusst.

Aus den im Wundheilungsassay gewonnenen Ergebnissen ergab sich die Frage, ob
EGF oder TRAMS34 ihre Effekte auf die Migration des BxPC3-Zellverbandes iiber
eine Beeinflussung der intrazelluldren Calcium-Konzentration bewirken. Aus diesem

Grund wurden [Ca?T];-Messungen durchgefiihrt.

4.5 Ergebnisse der [Ca®t];-Messungen

Bei den [Ca?"];-Messungen gelangen die am besten verwertbaren Ergebnisse mit den
BxP(C3-Zellen in Kombination mit den RLT-PSC-Zellen. Bei den anderen Versuchs-
bedingungen ergaben sich widerspriichliche Reaktionen der Zellen, die zu stark auf
die Belichtung und die ggf. veréinderte Flussgeschwindigkeit beim Losungswechsel
reagierten.

Der mittlere [Ca?*];-Wert der BxPC3-Zellen pendelte sich nach 10 Minuten Kon-
trollphase bei ca. 55 nM ein. Wiahrend der Kontrollphase wurde kontinuierlich mit
Ringerlosung perfundiert. Die Zugabe von EGF bewirkte mit ungefahr 8 Minuten
Verzogerung einen Anstieg des Calciums auf ca. 65 mM. Bei der folgenden Zugabe
von EGF mit TRAM34 stagnierte der Anstieg mit leicht fallender Tendenz (Ab-
bildung 27). Beim Losungswechsel ist davon auszugehen, dass nach Umstellung der
Perfusion die komplette Losung in den Glasbodenschélchen nach 1-2 min ausge-
tauscht war.

Die Messung zeigt, dass EGF in der Lage ist, den intrazelluldren Calcium-Spiegel
der BxPC3-Zellen in geringem Mafle zu steigern. Eine anschlieBende Hemmung des
Kca3d.1-Kanals durch Zugabe von TRAM34 unterbindet den Anstieg. Allerdings
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scheinen die Zellen auch auf die Belichtung oder die Perfusion zu reagieren, wie
der anfiingliche Abfall der [Ca®"]; zeigt.
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Abbildung 27: Calcium-Messung mit BxPC3-Zellen
Verlauf der [Ca*"); in BxPC3-Zellen im Wundheilungsassay mit RLT-PSC-Zellen
auf der gegeniiberliegenden Wundseite. Nach 10 min Spiilung mit Ringerldsung
erfolgte fiir jeweils weitere 10 min die Perfusion mit Ringerlésungen mit EGF bzw.
EGF 4+ TRAM34 Zusatz. Die vertikalen Linien geben jeweils den Beginn des
Losungswechsels an, sodass davon auszugehen ist, dass die Losung 1-2 min spéter
komplett ausgetauscht war.
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5

Diskussion

Die Zellmigration ist ein essentieller Bestandteil fiir viele physiologische und patho-
physiologische Vorgénge in Organismen. Im Hinblick auf die Entstehung von malig-
nen Tumoren ermdoglicht sie zum einen Immunzellen das Aufspiiren entarteter Zellen
und deren Zerstorung, zum anderen ist Migration aber auch noétig fiir die Entstehung
von Metastasen und die Uberwindung von Kompartimenten der extrazelluliren Ma-
trix mit anschlieBender Absiedlung der Tumorzellen in anderen Geweben. Dabei sind
zwei allgemeine Faktoren zu unterscheiden: Der generelle Mechanismus der Migra-
tion durch das komplexe Zusammenspiel von Protrusion des Lammelipodiums und
Retraktion des Zellkorpers iiber die stdndige Modifizierung von Aktin-Filamenten
und die reversible Bindung von Adhé&sionsmolekiilen zur extrazelluliren Matrix be-
stimmt Form und Geschwindigkeit der Migration einer einzelnen Zelle [44, 63, 81].
Dieser Teil wurde im Wesentlichen in dieser Arbeit betrachtet. Der andere Bereich
bezieht sich auf die Fahigkeit von Zellen zur Bewegung in eine spezielle Richtung,
die Chemotaxis, bei der Gradienten verschiedener extrazellularer Botenstoffe in der
Lage sind, die Zelle gezielt zu lenken [28].

Die allgemeine Stoffwechselaktivitét von Zellen spielt vor allem in der Tumorbiologie
eine {ibergeordnete Rolle, da viele therapeutische Ansétze auf eine Reduzierung des
Zellstoffwechsels der Tumorzellen abzielen, um deren Proliferationsrate zu senken.
Beim PDAC sind die therapeutischen Moglichkeiten allerdings eingeschriankt, und
man hofft, mit den pankreatischen Sternzellen einen neuen Ansatzpunkt gefunden zu
haben. Zur genauen Rolle der Sternzellen im Zusammenspiel mit den PDAC-Zellen,
vor allem im Bezug auf die Zellmigration, bleiben allerdings noch Fragen offen, ob-
wohl die Stimulierung der PDAC-Proliferation und der Gewebe-Desmoplasie bereits
bekannt sind [5, 48].

Wie in jedem Tumor ist auch die Expression von Ionenkanélen, Rezeptoren und

53



5. DISKUSSION

Transportproteinen ein oft auch prognostisch wichtiger Punkt. Eine Anderung der
Expression von Calcium-transportierenden Proteinen, wie z.B. dem TRPV6-Rezeptor
oder der Ca?T-ATPase PMCA, kénnen sowohl fiir die Proliferation notwendige
Stoffwechselwege aktivieren als auch den Apoptosevorgang behindern [19]. Beim
PDAC wird meistens der EGFR iiberexprimiert, was mit gesteigerter Tumorpro-
liferation und Invasivitét einhergeht [54]. Gleiches wurde auch fiir den Na®/H*-
Austaucher NHE1 in anderen Tumoren, allerdings noch nicht fiir das PDAC, gezeigt
[13]. Weiterhin fiihrt eine Inhibiton des Calcium-aktivierten Kalium-Kanals K¢,3.1
in PDAC-Zellen zu einer Verminderung der Proliferationsrate, wobei der Effekt auf
die Zellmigration dieser Zellen noch unklar ist [30]. Auch andere Bereiche wie die
Schmerzwahrnehmung kénnen durch veréanderte Expressionsmuster im Tumorgewebe
modifiziert werden. Bei Pankreastumoren wurde in diesem Zusammenhang eine
verstiarkte Expression des an der Nozizeption beteiligten Rezeptors TRPV1 nachge-

wiesen [53].

5.1 EGF stimuliert Migrationsvorginge beim
PDAC

Der epidermale Wachstumsfaktor (EGF) ist ein aktivierender Ligand einer Reihe
von Rezeptoren, wie z.B. des Tyrosinkinase-Rezeptors EGFR. Eine Bindung von
EGF an den EGFR bewirkt unter anderem iiber den ras/raf/ MAPK-Singalweg eine
Steigerung von Proliferation und Migration in vielen Zellen [52, 54].

Fiir die BxPC3- und die RLT-PSC-Zellen konnte in allen durchgefiihrten Experi-
menten eine deutliche Steigerung der Migrationsgeschwindigkeit festgestellt werden.
Bei den Tumorzellen wurde dies sowohl bei der Migration einzelner Zellen als auch
bei der des Zellverbandes beobachtet. Einzelne BxPC3-Zellen lielen sich auch durch
das konditionierte Medium der RLT-PSC-Zellen stimulieren, was sich gut mit der
bereits beschriebenen Freisetzung von EGF aus pankreatischen Sternzellen erkléren
liefe, wenn sich auch aus den hier festgestellten Ergebnissen der Zusammenhang
nicht sicher belegen ldasst. Zur weiteren Abkldrung kénnte die Moglichkeit einer In-
hibition des EGFR in Kombination mit dem konditionierten Sternzell-Medium in
Erwégung gezogen werden.

Auf Ebene des intrazellularen Calciums liefl sich in den BxPC3-Zellen eine lei-
chte Steigerung der [Ca"]; unter EGF zeigen. Wahrscheinlich ist eine Freisetzung

des Calciums aus intrazelluldren Speichern, obwohl die Herkunft hier nicht geklért
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Abbildung 28: Schema der EGF Wirkung

EGF aktiviert iiber den EGFR den IP3-Signalweg, der eine Calcium-Freisetzung
aus dem endoplasmatischen Retikulum (ER) bewirkt, und den MAPK-Signalweg,

iiber den fokale Kontakte gelockert und die Zellmigration geférdert wird.

wurde. Grund fiir diese Annahme ist, dass EGF iiber Phosphatidylinositoltrisphos-

phat (IP3) die intrazellulire Calciumfreisetzung fordert [9]. Die Aktivierung des
EGFR fiihrt iiber die Spaltung von Phosphatidylinositolbisphosphat (PIP2) durch
die Phospholipase Cy (PLC«) zur Entstehung von IP3, das an den IP3-Rezeptor im

endoplasmatischen Retikulum bindet. Die Aktivierung des Rezeptors fithrt zu einem

Ca?*-Ausstrom aus dem ER in das Cytoplasma [9, 14]. Der geringe Ausfall des

Anstiegs lasst allerdings eher darauf schliefen, dass die stimulierende Wirkung von

EGF auf die Migration der eher Zellen {iber andere Signalwege als die Verdnderung

der [Ca?*]; ablauft. Der Typ des EGFR-Signalweges lisst hier eine Optimierung der

Aktivitdt von an der Migration beteiligten Proteinen durch Phosphorylierung sowie

95



5. DISKUSSION

eine Steigerung der Proteinexpression vermuten. Die Aktivierung der MAPK iiber
den EGFR, ras und raf fiihrt so unter anderem zu einer Phosphorylierung der MLCK
(myosin light chain kinase), der FAK (focal adhesion kinase) und dem fokalen Pro-
tein Paxillin [27, 67, 68]. Um dies zu priifen, konnte eine Westernblot-Analyse des
Protein-Phosphorylierungsstatus dieser Proteine durchgefiihrt werden. Die Desta-
bilisierung fokaler Kontakte durch EGF iiber die eben genannten Proteine kénnte
auferdem dazu beitragen, die Losung von der Kollagenmatrix zu erleichtern und so
die Zellmigration zu beschleunigen. Die Stérke der Zellahésion unter EGF-Einfluss

liefle sich durch die Durchfithrung eines Ahésionsassays vereinfacht abbilden.

5.2 Der NHE1 ist notwendig fiir die PDAC Mi-

gration

Der Natrium-Protonen-Austauscher NHE1 ist wesentlich an der Aufrechterhaltung
von intrazellularem pH und des Zellvolumens beteiligt. Zudem wurde bei vielen Zell-
typen eine Beteiligung an der Zellmigration nachgewiesen [32, 66, 70].

Die Notwendigkeit der Aktivitdt des NHE1 fiir die normale Migration von AsPC1-
und BxPC3-Zellen zeigte sich in der eindeutig verringerten Geschwindigkeit beider
Zellreihen, wenn der NHE1 mit dem Hemmstoff HOE642 inhibiert wurde. Dies ist
vereinbar mit dem Effekt der NHE1-Inhibition auf andere Zelltypen und der Beein-
flussung von fokalen Adhésionsmolekiilen durch NHE1-regulierte pH-Nanodoménen
[36, 70]. Auch die Struktur des corticalen Aktinnetzwerks der migrierenden Zelle
wird durch den NHE1 beeinflusst. Dafiir ist die direkte Verbindung zu den Aktin-
Bindeproteinen Ezrin, Radixin und Moesin verantwortlich, die bei Hemmung der
NHE1-Funktion zu einer gestorten Aktin-Regulation fithren konnte [16]. Die ver-
ringerte NHE1-Aktivitéat fithrt zu einer extrazelluldren Alkalinisierung und beein-
trachtigt dadurch die Bindung zwischen Integrinen und Matrix [36]. Zugleich wird
die Ausbildung des intra- und extrazelluliren pH-Gradienten in migrierenden Zellen
gestort: Die Gradienten flachen durch die reduzierte NHE1-Funktion ab [40]. Dies
spielt auch eine wesentliche Rolle fiir die Metastasierung von Tumorzellen: Die vom
NHEL1 erzeugten pH-Gradienten sind essentiell fiir die Ausbildung von invasiven Cy-
toplasmaausldufern, mit deren Hilfe sich die Tumorzelle durch die extrazelluldre Ma-
trix bewegt. Fiir diesen Vorgang sind besonders die Proteine Cortactin und Cofilin
zusammen mit dem NHE1 von Bedeutung [38]. Weiterhin kann die NHE1-Inhibition

iiber die Modulation colokalisierter fokaler Kontakte, die mit dem Cytoskelett ver-
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ankert sind, die Reorganisation des Cytoskeletts storen [36]. In stark NHE1 exprim-
ierenden Tumoren wie dem PDAC kann also eine Hemmung der NHE1-Aktivitéit zu
einer Stérung von Metastasierungsprozessen fiithren.

Im PDAC findet sich weiterhin eine Uberexpression des EGF-Rezeptors [54]. Es er-
folgte eine Verminderung des stimulierenden Effekts von EGF auf die Zellmigration
von BxPC3-Zellen bei gleichzeitiger Inhibition des NHE1. Die Ergebnisse lassen
darauf schliefen, dass der Stimulation der Migration durch EGF und ihrer Hem-
mung fiir NHE1-Inhibition unterschiedliche Wirkungsmechanismen zugrunde liegen
konnten. Am Anfang der Experimente wurde hier die Migrationsgeschwindigkeit
gegeniiber reiner EGF-Stimulation gesenkt und stieg im weiteren Verlauf wieder an.
Diese Beobachtung konnte ein Beleg dafiir sein, dass zu Beginn der Effekt der NHE1-
Inhibition im Vordergrund steht. Der spéatere Anstieg der Geschwindigkeit liele sich
durch eine verminderte Degradierung von vorhandenen NHE1-Molekiilen erkléren,
die durch EGF bewirkt werden kénnte [13]. So kénnte die NHE1-Funktion vielleicht
z.T. wiederhergestellt werden, da es sich bei HOE642 um einen kompetitiven Hemm-
stoff handelt [62], und der spéte Geschwindigkeitsanstieg in den Experimenten mit
reinem HOE642-Zusatz fehlt. Einer erhchten Anzahl von NHE1-Proteinen stiinden
so die gleiche Anzahl an HOE642-Molekiilen gegeniiber.

Eine ganz andere Moglichkeit zur Erklarung des spiten Anstiegs der Migrations-
geschwindigkeit wére, dass EGF nach einiger Zeit andere Transportproteine und
Kanile aktiviert. Diese kénnten den NHE1-Ausfall z.T. kompensieren oder die Mi-
gration {iber andere Mechanismen wieder positiv beeinflussen. Ein Beispiel hierfiir
wiire die EGF-induzierte Phosphorylierung und Membraninsertion des Ca?T-Kanals

TRPCA4 [45].

Ein moglicher Erklarungsansatz fiir den HOE642-Effekt wére, dass die Zellmigration
iiber die Inhibition des NHE1 und die damit verbundene Storung von pH-Gradienten
und fokalen Adhésionsmolekiilen behindert wird. Dadurch wird die stimulierende
Wirkung von EGF reduziert, da die ordnungsgeméafie Regulation der fokalen Adhé-
sionen fiir die Zellmigration unerlésslich ist und die Effekte von EGF auf diese
Regulation angewiesen sind. Es wire auch denkbar, dass die Inhibition eher auf
struktuereller Ebene wirkt, und die Struktur von Teilen des mit dem NHE1 ver-
bundenen Aktin-Cytoskeletts fiir die Migration nachteilig verédndert. Da aber die
Aktivitiat des NHE1 so weitreichende Auswirkungen fiir die Zelle besitzt, kénnten

hier auch noch ganz andere Mechanismen und Signalwege von Bedeutung sein.
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Abbildung 29: Schema der Funktion von NHE1 und EGF
Zu Beginn konnte die Inhibition des NHE1 durch HOE642 zu einer extrazelluldren
Alkalinisierung fiithren, die das Bindungsverhalten fokaler Kontakte beeintrachtigt
und die Zellmotilitdt vermindert. Zugleich kénnte die Struktur des corticalen
Aktin-Netzwerkes gestort werden. Spéater wire es moglich, dass durch die
EGF-Wirkung die NHE1-Degradierung blockiert und andere Kanéle und
Transportproteine aktiviert werden.

5.3 Optimierung der Migrationsvorginge beim

PDAC durch TRAM34

Der Calcium-aktivierte Kaliumkanal K¢,3.1 besitzt diverse physiologische Funktio-
nen und ist auch bei der Zellmigration involviert. Bei migrierenden Zellen zeigte sich
ein vesikuldrer Transport des Kanals zum fithrenden Ende des Lamellipodiums [65].
Eine Inhibition des Kanals fiihrte bei verschiedenen Zelltypen, darunter Fibroblas-
ten und Epithelzellen, zu einer verminderten Motilitdt [66, 72].

Wider Erwarten zeigte sich bei den BxPC3-Zellen bei Einzelzellmigrations-Experi-
menten und Wundheilungsassay ein deutlicher Anstieg von Migrationsgeschwindig-
keit und Translokation, wenn der K¢,3.1-Kanal mit TRAM34 gehemmt wurde.
Dabei kann fiir die Einzelzellmigrations-Experimente eine Storung durch das TRAM-
34-Losungsmittel DMSO ausgeschlossen werden, da sich kein Unterschied zu den
Kontrollen ergab. Im Wundheilungsassay bewirkte DMSO allerdings auch eine Ver-
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starkung der Migration, wenn auch schwicher als TRAM34. Dies deutet darauf
hin, dass BxPC3-Zellen im Verband z.T. anders auf duflere Stimuli reagieren als
vereinzelte Zellen. In Kombination mit EGF ergab sich ein additiver Effekt auf die
Steigerung der Motilitét bei einzelnen Tumorzellen.

Eine mogliche Erklarung fiir das optimierte Migrationsverhalten bei den BxPC3-
Zellen ist die Verschiebung der [Ca?*]; auf ein fiir die Migration giinstigeres Niveau.
Theoretisch depolarisiert die Zelle durch die Hemmung des Kaliumkanals, was eine
verminderte Triebkraft fiir den Ca?-Einstrom bewirken wiirde. Fiir einzelne BxPC3-
Zellen ist die Uberpriifung dieser These nicht erfolgt. Der Zellverband reagiert auf
TRAM34 allerdings nur mit einem schwachem Abfall der [Ca®"];. Daher ist es
wahrscheinlich, dass der K¢,3.1-Kanal die Migration noch iiber andere Mechanis-
men als die [Ca*"]; beeinflusst. Hier wire die Verdnderung der Zelladhésion durch
Modulation des Bindungsverhaltens von Integrinen ein moglicher Ansatz. Denkbar
wire auch die Beeinflussung des an der Migration beteiligten Ca?*-Kanals Orail,
der wahrscheinlich mit dem Kc,3.1-Kanal colokalisiert ist [60]. Dies wurde hier aber
nicht gepriift und die geringe Anderung der Ca?t-Konzentration spriiche auch eher
dagegen.

Bezogen auf die Kombination EGF-TRAM34 bei den Einzelzellmigrations-Experi-
menten legen die Ergebnisse nahe, dass die jeweiligen stimulierenden Mechanis-
men der beiden Stoffe unterschiedlich sind, da sich ein deutlicher additiver Ef-
fekt zeigte. So konnte EGF eher auf Ebene intrazellularer Proteine wie der MAPK
und der MLCK wirken. Der K¢,3.1-Kanal beeinflusst moglicherweise eher die mem-
branstandigen Kontaktproteine.

Eine weitere Erklarungsmoglichkeit, die sich bei der Verwendung jeglichen Hemm-
stoffs anfiihren lésst, ist, dass TRAM34 nicht 100 % spezifisch an den K¢,3.1-Kanal
bindet und auch andere Proteine und Signalwege, die bei der Migration involviert
sind, zusitzlich beeinflusst. So werden z.B. die Ca?"-Kanile TRPA1 und TRPV1
durch Clotrimazol, die Grundsubstanz von TRAM34, aktiviert [41].

Die RLT-PSC-Zellen zeigten in fritheren Einzelzellmigrations-Experimente, die aller-
dings auf einer anderen Kollagenmatrix durchgefithrt wurden, eine durch TRAM34
verringerte Migration unter Ausbildung von langen Cytoplasmaausldufern, wenn
die Zellen vorher stimuliert wurden. In den hier durchgefithrten Wundheilungsas-
says zeigte sich keine der beiden Verédnderungen; die Geschwindigkeit unterschied
sich nicht wesentlich von der der Kontrollgruppe. Die RLT-PSC-Zellen scheinen sich

also entweder auf verschiedenen Matrices anders zu verhalten oder in einem grofieren
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Zellverband resistenter gegen TRAM34 zu sein. Zwar 16sen sich die Zellen schnell aus
dem Verband, aber es herrscht ein wesentlich engerer Kontakt zwischen den Zellen
als bei den durchgefiihrten Einzelzellmigrations-Experimenten. Moglicherweise zeigt
TRAM34 hier bei den RLT-PSC-Zellen aber scheinbar keine Wirkung, weil die
Stimulation durch die BxPC3-Zellen zu geringfiigig ist, um einen Effekt deutlich
hervortreten zu lassen. Diese These lasst sich dadurch stiitzen, dass die BxPC3-
Zellen im Wundheilungsassay weniger in der Lage waren die RLT-PSC-Zellen zu
stimulieren, als die RLT-PSC-Zellen selbst.
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Abbildung 30: Schema der Funktion des K¢,3.1-Kanals
Die Steigerung der Zellmigration bei BxPC3-Zellen unter Inhibition des
K¢a3.1-Kanals kénnte durch die Optimierung des Bindungsverhaltens fokaler
Kontakt oder / und durch eine fiir die Migration giinstigere intrazelluldre
Calcium-Konzentration zustande kommen.

5.4 Gegenseitige Stimulation von BxPC3- und RLT-
PSC-Zellen?

Ein Hauptziel dieser Arbeit war die Beantwortung der Frage, ob eine gegenseitige
Stimulation zwischen PDAC-Zellen und Pankreas-Sternzellen auf Ebene der Zellmi-
gration vorhanden ist. Mehrere Arbeiten zeigten bereits, dass es gemeinsame Stimu-
lationsmechanismen z.B. iiber TGF 3 oder IL-6 gibt, die die Proliferation beider Zell-
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typen steigern [22, 48]. Bezogen auf die Migration und Motilitat der Zellen gibt es
jedoch nur indirekte Hinweise mit Boyden-Kammer-Assays und durch die Steigerung
der Invasivitdt des PDAC durch PSC [74]. Von MiaPaCa2-Zellen und Pancl-Zellen
konditionierte PDAC-Medien von zeigten im Wundheilungsassay einen stimulieren-
den Einfluss auf humane PSC-Zellen [6].

In den hier durchgefiithrten Experimenten zeigte sich ein heterogenes Bild zwischen
Einzelzellmigrations-Experimenten und Wundheilungsassays. In den Einzelzellmigra-
tions-Experimenten ist eine klare Stimulation von BxPC3-Zellen durch das kondi-
tionierte Medium der RLT-PSC-Zellen vorhanden. Fiir den umgekehrten Fall, also
die Migration von RLT-PSC-Zellen und konditioniertem PDAC-Medium, konnte in
fritheren in unserem Labor durchgefiihrten Experimenten ebenfalls eine Stimulation
der RLT-PSC-Zellen beobachtet werden. Sezernierte Faktoren beider Zelltypen be-
sitzen also stimulierende Eigenschaften auf die jeweils anderen Zellen. Die genaue
Zusammensetzung der konditionierten Medien ist nicht bekannt, und es wird sich
um eine grofle Anzahl verschiedener Molekiile handeln. Dennoch ist es gut vorstell-
bar, dass zumindest bei den BxPC3-Zellen EGF einer der wichtigeren Faktoren ist,
da sich dhnliche Migrationsgeschwindigkeiten mit EGF und dem konditionierten
Sternzell-Medium erzielen lassen. Eine genauere Differenzierung, z.B. durch die Inhi-
bition des EGFR unter Zugabe von konditioniertem Sternzell-Medium, wére hier zu
iiberlegen. Auch wére es in Hinblick auf den im folgenden beschriebenen Sachverhalt
sinnvoll, BxPC3-Einzelzellmigrations-Experimente mit Zugabe von konditioniertem
BxPC3-Medium durchzufiihren.

Entgegen der Ergebnisse aus den Versuchen mit den konditionierten Medien zeigte
sich im Wundheilungsassay bei den BxPC3-Zellen kein Unterschied zwischen der
An- oder Abwesenheit von RLT-PSC-Zellen auf der gegeniiberliegenden Wundseite
beziiglich der Wundmigration. Es gibt drei Thesen zur Klarung dieser Beobachtung:
Erstens konnte dies ein Hinweis darauf sein, dass das Fliissigkeitsvolumen in der
Zellkulturschale zu groff war, als dass sich in dem Beobachtungszeitraum von 12
h stimulierend wirksame Konzentrationen an sezernierten Faktoren ausbilden kon-
nten. Zweitens wire es denkbar, dass der BxPC3-Zellverband zu grof und ,, trage* fiir
eine adaquate Reaktion ist und Zellen an der hinteren Seite des Verbandes einen der
Wunde entgegengesetzten Zug bewirken. Als drittes wére es moglich, dass durch die
umfangreichere Vorbereitung und die anderen Bedingungen im Wundheilungsassay

die Adhésion der Zellen auf der Kollagenmatrix gegeniiber den Einzelzellmigrations-
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Experimenten verdndert ist.

Zur Uberpriifung wiirde es sich anbieten, Wundheilungsassays ohne Zellen auf der
gegeniiberliegenden Wundseite durchzufiithren, um die unstimulierte Migration des
Zellverbandes der BxPC3-Zellen zu betrachten. Dann gibt es drei denkbare M6glich-
keiten: Erstens migriert der Zellverband langsamer in die Wunde, was dafiir spréche,
dass BxPC3 und RLT-PSC-Zellen auf der gegeniiberliegenden Wundseite einen dhn-
lichen stimulierenden Effekt besitzen. Zweitens konnte die Geschwindigkeit dhnlich
sein und fiir die These des zu grofien Fliissigkeitsvolumens sprechen. Oder drittens
migriert der BxPC3-Verband in die entgegengesetzte Richtung, was ein Beleg dafiir

wiére, dass Zellen vom Hinterende des Verbandes Zugwirkung ausiiben.

Die RLT-PSC-Zellen zeigten eine hohere Wundheilungsbewegung und eine bessere
chemotaktische Attraktanz, wenn sich im Wundheilungsassay auch auf der anderen
Wundseite Sternzellen befanden. Diese Bewegung war mit BxPC3-Zellen auf der
anderen Wundseite geringer ausgeprigt, woraus folgt, dass die Sternzellen sich in
diesem Ansatz selbst mehr stimulieren, als es die Tumorzellen konnen. Diese Beobach-
tungen sprechen wiederum gegen die These des zu grofien Fliissigkeitsvolumens.
Allerdings sind die Ausgangsbedingungen hier anders, da die RLT-PSC-Zellen keinen
geschlossenen Verband bilden und sich von Anfang an trennen. Auch hier wére es
notig, Wundheilungsassays mit Sternzellen ohne gegeniiberliegende Zellen durch-
zufithren, um zu differenzieren, ob die BxPC3-Zellen doch, aber ggf. schwicher,
stimulierend wirken.

Die Tatsache, dass Sternzellen sich gegenseitig stimulieren, war zu erwarten, da die
gleichen sezernierten Faktoren, die auf die Tumorzellen wirken (z.B. PDGF), auch
auf die Sternzellen selbst wirken konnen. Auch ist davon auszugehen, dass durch
die Zellkultur alle verwendeten RLT-PSC-Zellen aktiviert wurden und so zum einen
stiarkere sekretorische Aktivitdt besitzen und zum anderen auch selbst anfélliger fiir
Stimulation sind. Dadurch ist es vorstellbar, dass die RLT-PSC-Zellen bereits auf
geringere Konzentrationen von Stimulantien reagieren kénnen, als es den BxPC3-
Zellen im Wundheilungsassay moglich ist, und daraus die unterschiedlichen Ergeb-

nisse resultieren.

Zusammenfassend lasst sich auf alle Félle festhalten, dass die gegenseitige Stimula-
tion von PDAC-Zellen und Pankreas-Sternzellen unter bestimmten Voraussetzungen
moglich ist und ein fordernder Einfluss auf die Zellmigration und Zellmotilitdat be-

steht. So lédsst sich die gesteigerte Invasivitdt des PDAC im Zusammenspiel mit den
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Sternzellen nachvollziehen.

5.5 Eignung der ,,Sabine‘-Software fiir die Migra-

tionsanalyse

Die vorhergehend dargestellten Auswertungsvergleiche zwischen der halbautoma-
tischen Zelltracking-Software ,,Sabine“ und der manuellen Methode mit ,, Amira“
zeigen, dass sich durchaus verwertbare Ergebnisse mit ,,Sabine® erzielen lassen. Dies
bleibt allerdings auf die Analyse der Zellpfade und der Translokation beschréankt, da
sich fiir Geschwindigkeit und Zellfldche keine hinreichend genauen Resultate ergeben.
Weiterhin stellt die Verwendung von ,,Sabine* auch an die Art des zu analysierenden
Films besondere Anforderungen: Es diirfen sich nicht zu viele Zellen im Gesichts-
feld befinden, da ansonsten die Wahrscheinlichkeit von Zellkollisionen erhoht wird,
wodurch das Programm oft nicht mehr differenzieren kann, welche Bereiche zu welch-
er Zelle gehoren. Ein entsprechend klein gewihltes Bildaquisitionsintervall erleichtert
die Analyse. Weiterhin sind eine hohere Vergréflerung und gute Kontrasteinstellung
giinstiger, aber nicht essentiell fiir verwertbare Ergebnisse. Eine Nachkontrolle der
analysierten Bilder und Zellen ist aber in jedem Fall notwendig, um diejenigen Zellen
herauszufiltern, bei denen das automatische Tracking vollstdndig ohne Fehler erfolgt
ist.

Zusammenfassend ist ,,Sabine“ durchaus eine gute Alternative, solange die genan-
nten Voraussetzungen eingehalten werden und es nur um die Zelltranslokation geht.
Besonders fiir Filme mit wenigen Zellen, langem Beobachtungszeitraum und kurzem
Aquisitionsintervall fillt die Zeitersparnis gegeniiber der manuellen Methode ins
Gewicht. Verbesserungswiirdig sind allerdings noch die Erkennung der Zellkonturen

und die Differenzierung von zwei Zellen nach Kollisionen.
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Ausblick

Aus den hier gewonnenen Ergebnissen ergeben sich einige neue Ansétze fiir weitere
Experimente zur Beantwortung offener Fragen.

Zukiinftige Einzelzellmigrations-Experimente sollten mit PDAC-Zellen und Stern-
zellen im Hinblick auf die Beteiligung von EGF bei der Stimulation durch die
jeweiligen konditionierten Medien durchgefiihrt werden. Hierbei wére eine Inhibi-
tion des EGFR unter Zugabe von konditioniertem Medium ein Ansatz. Auch wére
die Durchfithrung von Westernblots im Hinblick auf die Expression des EGFR in
BxPC3- und RLT-PSC-Zellen sinnvoll.

Alle hier durchgefithrten Migrationsexperimente fanden auf einer mit Kollagenma-
trix beschichteten 2D-Oberflache statt. In vivo findet die Zellmigration jedoch in
den meisten Féllen in einer 3D-Umgebung statt. Um ein mehr an die physiologische
Situation angelehntes Modell zu erhalten, sind Experimente mit einzelnen PDAC-
und Sternzellen in einer 3D-Kollagenmatrix geplant und z.T. schon mit verwert-
baren Ergebnissen durchgefithrt wurden. Auch in diesem Ansatz bietet es sich an,
den Einfluss des EGFR, des NHE1 und der K¢,3.1-Kanals auf die Migration und
die Durchdringung der Matrix zu untersuchen.

Zu Klarung der schon beschriebenen heterogenen Ergebnisse des Wundheilungsas-
says ist die Durchfiithrung von Wundassays mit nur einem Zelltyp und ohne Zellen
auf der gegeniiberliegenden Wundseite erforderlich. So liefle sich die grundlegende
Migrationsaktivitdt des BxPC3-Verbandes bzw. der RLT-PSC-Zellen erfassen und
mit den schon vorhandenen Ergebnissen in Beziehung setzen.

Aus Pilot-Experimenten zur Comigration zwischen einzelnen BxPC3- und RLT-
PSC-Zellen ergab sich eine interessante Einzel-Beobachtung: RLT-PSC-Zellen grup-
pierten sich nach einiger Zeit um eine Zellinsel aus BxPC3-Zellen. Hieraus ergab sich

der Plan, auf einer Kollagenmatrix BxPC3-Zellinseln heranwachsen zu lassen und
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6. AUSBLICK

spéiter einzelne RLT-PSC-Zellen hinzuzugeben. Sollte sich diese einmalige Beobach-
tung reproduzieren lassen, spriache dies fiir die direkte Attraktanz von Sternzellen

durch die Tumorzellen. Weiterhin konnte die Beteiligung des EGFR, des NHE1

und des K¢,3.1-Kanals auf den Prozess einer ggf. vorhandenen Sternzell-Attraktanz

naher untersucht werden.

<
—»

PSC

L

Abbildung 31: Neuer Ansatz der Comigration
Ein neuer Ansatz fiir weitere Comigrationsexperimente konnte die Aussaat von
PDAC-Zellinseln mit nachfolgender Zugabe von Sternzellen sein.

Die Arbeit mit Sternzell-Zellkulturlinien wie den RLT-PSC wirft das Problem auf,
dass die Zellen schon durch die lange Kultivierung in einen aktivierten Zustand
versetzt werden. Um diese Problem zu umgehen, werden in unserem Labor Primér-
kulturen von Sternzellen aus dem Pankreas von Mé&usen isoliert. Dadurch ist es
moglich, Sternzellen zu erhalten, die sich noch im ruhenden Zustand befinden.
AuBlerdem ergibt sich die Gelegenheit des Vergleichs zwischen den Eigenschaften
den humanen RLT-PSC und den murinen Primérkulturen hinsichtlich ihres Migra-

tionsverhaltens.
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7. LISTE VERWENDETER CHEMIKALIEN

7

Liste verwendeter Chemikalien

Substanz Firma
Antikorper K¢,3.1 Sigma-Aldrich
Antikérper POD goat-anti-rabbit Sigma-Aldrich
Ampuwa® Fresenius Kabi
APS Sigma-Aldrich
Bromphenolblau Merck

CaCl, wasserfrei Merck
Complete Mini Proteaseninhibitor Roche
D(+)-Glucose-Monohydrat Merck
Dimethylsulfoxid Sigma-Aldrich
DMEM gibco
Dithiothreitol Boehringer
EGF (human) Sigma-Aldrich
EGTA Sigma-Aldrich
F-12 gibco
Fibronectin Roche

Foetal Bovine Serum PAA

Foetal Calf Serum PAA
Glutamax Invitrogen
Glycin Serva

HEPES Sigma-Aldrich
HOE642 (Cariporid) Sanofi-Aventis Pharma
Immersol® Immersionsol Zeiss
Ionomycin Calcium Salz MP Biomedicals
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7. LISTE VERWENDETER CHEMIKALIEN

Substanz Firma
KCl Merck
Kollagen I (human) Biochrom

Kollagen IIT (human)

BD Biosciences

Kollagen IV (human)

BD Biosciences

Laminin Sigma-Aldrich
Magermilchpulver Fluka

NaCl Carl Roth
NaHCOs; Merck

NaOH Pléitzchen Merck

Nonoxinol 40

Sigma-Aldrich

Page Ruler® Prestained Protein Ladder

Thermo Scientific

Sucrose Sigma-Aldrich
Natriumdesoxycholat Merck
Natriumdodecylsulfat (SDS) Merck

Super Signal® West Femto

Maximum Sensitivity Substrate

Thermo Scientific

TEMED

Carl Roth

TRAM34 UC Davis (freundliche Uberlassung
von Frau Heike Wulff)

TRIS Carl Roth

Trypsin 0,05% / EDTA 0,02% Losung Biochrom

TWEEN 20

Sigma-Aldrich
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8. LISTE VERWENDETER GERATE UND SOFTWARE

8

Liste verwendeter Gerate und

Software

Gerit / Software

Firma

Amira High Performance 3D

Visualization Software

Visualization Sciences Group (VSG)

AxioCam MRm Zeiss
Axiovert 25 Mikroskop Zeiss
Axiovert 100 Mikroskop Zeiss

CoolSnap Camera

Visitron Systems

Cubis Feinwaage

Sartorius

Culture-Inserts

Ibidi

Falcon® 14 mL Polypropylen Réhrchen

BD Biosciences

Falcon® 25 ml, Zellkulturflasche

BD Biosciences

Fresco 21 Zentrifuge

Heraeus

Gelelektrophoresekammer

Bio-Rad

Glasbodenschéalchen 35 mm

Greiner Bio-One

HAL 100 Fluoreszenzlampe

Zeiss

HeraSafe Sterilwerkband

Heraeus

HiPic 32 Image Control Program

Hamamatsu Photonics

LD A-Plan 5x Objektiv Zeiss
LD A-Plan 10x Objektiv Zeiss
LD A-Plan 20x Objektiv Zeiss
LD A-Plan 32x Objektiv Zeiss

MetaFluor

MDS Analytical Technology
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8. LISTE VERWENDETER GERATE UND SOFTWARE

Gerit / Software Firma
Mikroreaktionsgefafl 0,5 mL Sarstedt
Mikroreaktionsgefafl 1,5 mL Sarstedt
Mikroreaktionsgefafl 2,0 mL Sarstedt
Multifuge 1 S-R Zentrifuge Heraeus
Observer.D1 Mikroskop Zeiss
PowerPac HC Bio-Rad
Schiittler fiir Reaktionsgefifie Stuart
SPSS Statistics 21 IBM
Kleine Zentrifuge Sprout

Uniblitz® Shutter Driver

Visitron Systems

Universal Hood II Bio-Rad
Video Camera XC-ST70CE Sony
Video Camera Module XC-77CE Sony

VisiChrome High Speed

Polychromator System

Visitron Systems

Wasabi Image Control Program

Hamamatsu Photonics

Wiérmeplatte fiir Mikroreaktiongefiafle

Grant

Wasserbad

P-D Industriegesellschaft mbH

Zellkratzer 25 cm

Sarstedt

Zellkulturschale 100 mm

BD Biosciences

Zellkulturschale 60 mm

BD Biosciences
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