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ZUSAMMENFASSUNG 

TRPC1-Kanäle bei der druckabhängigen Aktivierung von pankreatischen Sternzellen 

Gruner, Matthias 

 

Die Quelle des tumorfördernden Stromas im Pankreaskarzinom sind pankreatische 

Sternzellen (PSCs). Ruhende PSCs des gesunden Pankreas werden im 

Pankreaskarzinom aktiviert. Der hydrostatische Druck ist im Pankreaskarzinom erhöht. Er 

aktiviert bereits aktivierte PSCs zusätzlich. Daran ist der Kationenkanal Transient 

Receptor Potential Canonical 1 Channel (TRPC1) beteiligt, der in manchen Zellarten am 

Ca2+-Einstrom bei Entleerung der intrazellulären Speicher (store operated calcium entry 

(SOCE)) beteiligt ist. Diese Arbeit untersucht die initiale Aktivierung ruhender PSCs durch 

Druck und ob TRPC1 an dieser Aktivierung sowie am SOCE in PSCs beteiligt ist. 

Ruhende murine PSCs (angezeigt LANUV NRW, AZ 84-03.05.50.15.010, 25.03.2015) 

wurden isoliert und normalem Atmosphärendruck (Kontrolle) oder kontinuierlichem 

zusätzlichem Druck (+100 mmHg) ausgesetzt. Die Aktivierung wurde durch Färbung von 

perinukleären Lipidtröpfchen mit Nile-Red und Immunfluoreszenz-Färbung von α-smooth 

muscle actin (α-SMA) in Wildtyp (WT)-PSCs und TRPC1-knockout (KO)-PSCs analysiert. 

Die Migration von WT-PSCs (Kontrolle/100 mmHg Druck) wurde videomikroskopisch 

beobachtet. Der SOCE in ruhenden und aktivierten WT- und TRPC1-KO-PSCs wurde 

durch Calciumbildgebung nach Speicherentleerung mit Thapsigargin analysiert. 

Zunehmende α-SMA-Expression, weniger Lipidtröpfchen und schnellere Migration zeigten 

eine zusätzliche Aktivierung der PSCs durch Druck in den ersten Tagen nach der 

Isolation. Die α-SMA-Expression war unter Druck nur in den ersten 48 h erhöht, weniger 

Lipidtröpfchen waren unter Druck nach 24 h zu sehen. TRPC1-KO-PSCs zeigten keine 

vermehrte α-SMA-Expression unter Druck. Die Höhe des SOCE war in WT- und TRPC1-

KO-PSCs gleich, jedoch war in TRPC1-KO-PSCs die Menge des Speicher-Ca2+ erhöht. 

Ruhende PSCs werden morphologisch und funktionell durch Druck aktiviert, wobei in vitro 

die Aktivierung durch die Zellkultur den Druckeffekt überwiegt. TRPC1 ist essentieller 

Bestandteil der Druckaktivierung. TRPC1 ist in PSCs nicht direkt am SOCE beteiligt. 
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1 Einleitung 

1.1 Pankreaskrebs 

Pankreaskrebs ist eine der bedrohlichsten Krebserkrankungen. In Europa ist 

Pankreaskrebs die vierthäufigste Krebstodesursache bei Männern und Frauen mit etwa 

91.000 prognostizierten Todesfällen für 2019. Pankreaskrebs ist unter den geläufigen 

Krebserkrankungen die tödlichste und fast jeder Betroffene stirbt an den Folgen. Die 5-

Jahres-Überlebensrate in Europa liegt bei nur 4 %. Zusätzlich ist es eine der wenigen 

Krebserkrankungen, bei denen es in den letzten Jahren zu einem Anstieg der Todesfälle 

gekommen ist. Zum einen liegt dies an der alternden Bevölkerung, denn Alter ist einer der 

Hauptrisikofaktoren des Pankreaskrebs, zum anderen hat intensive Forschung in den 

letzten Jahrzehnten im Gegensatz zu Fortschritten bei anderen Krebserkrankungen kaum 

zu verringerter Letalität geführt (17, 64). 

Die häufigste der bösartigen Neoplasien des Pankreas mit >95 % ist das duktale 

Adenokarzinom des Pankreas (PDAC) (69). Häufig wird deshalb der Begriff 

Pankreaskarzinom synonym mit PDAC verwendet. Pankreaskarzinome gehen aus 

Vorläufern wie intraepithelialen Neoplasien oder intraduktalen papillär-muzinösen 

Neoplasien durch eine weitere Anhäufung von Mutationen hervor. Problematisch ist das 

Fehlen von Frühsymptomen sowie Früherkennungsmaßnahmen, was mit für die 

schlechte Prognose verantwortlich ist. Zusammen mit schneller hämatogener und 

lymphogener Metastasierung sowie aggressivem lokalem Wachstum werden die meisten 

Pankreaskarzinome somit in einem inoperablen und nur noch palliativ behandelbarem 

Stadium diagnostiziert. Den einzigen möglichen kurativen Ansatz stellt die operative 

Therapie (gefolgt von einer adjuvanten Chemotherapie mit z. B. Gemcitabin) dar. Palliativ 

werden verschiedene Chemotherapie-Regime, meist ebenfalls mit Gemcitabin als 

wichtigem Bestandteil, verwendet (53). Insgesamt verlängern jedoch auch aktuelle 

Kombinations-Chemotherapien das Überleben nur um wenige Monate (75). 

1.2 Desmoplasie/Tumorstroma 

Ein Tumor besteht aus mehr als nur den Tumorzellen, er hat ein Stroma mit Immunzellen, 

Fibroblasten und Endothelzellen sowie extrazellulärer Matrix (ECM). In den letzten Jahren 

stellte sich die Wichtigkeit dieses sogenannten Tumormikromilieus (tumor 
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microenvironment (TME)) mit veränderter Zusammensetzung der ECM, Zytokinen, 

Hypoxie und verändertem pH-Wert heraus. Nur im Zusammenspiel von TME und 

Tumorzellen kann ein Tumor völlig verstanden werden (47). Dies gilt insbesondere für das 

PDAC: Es weist ein dichtes und entzündliches, kollagenreiches Stroma auf, welches 

desmoplastisches Stroma genannt wird. Über 80 % der Tumormasse bestehen aus 

Stroma (33). Dieses desmoplastische TME fördert über Faktoren wie Hypoxie und 

parakrin wirkende Stoffe die Progression des PDAC (33). 

Neben veränderten „biochemischen“ Faktoren zeichnet sich das TME durch veränderte 

mechanische Eigenschaften wie erhöhte Steifigkeit und Druck aus. Die erhöhte Steifigkeit 

im PDAC führt zu vermehrter Resistenz gegenüber Chemotherapeutika und zu 

vermehrter epithelial-mesenchymaler Transition der Tumorzellen (94). Der erhöhte Druck 

führt zusammen mit der schlechten Vaskularisierung dazu, dass Chemotherapeutika den 

Tumor kaum erreichen können und ist somit besonders bedeutsam (80, 87). 

1.3 Pankreatische Sternzellen 

Die Hauptquelle des Bindegewebes im PDAC und in der chronischen Pankreatitis sind die 

myofibroblasten-ähnlichen pankreatischen Sternzellen (PSCs) (6). Sie wurden erstmals 

1982 beschrieben, die genaue Charakterisierung und die erste Isolation erfolgte jedoch 

erst 1998 (5, 11, 113). Morphologisch und funktional ähneln PSCs den länger bekannten 

hepatischen Sternzellen, die in der Leberfibrose eine wichtige Rolle spielen (7). PSCs 

können entweder in einem ruhenden oder aktivierten Zustand vorliegen. 

1.3.1 PSCs in Ruhe 

Im gesunden Pankreas sind die PSCs im ruhenden Zustand. Sie sind zwischen Azini, 

Ausführungsgängen und Blutgefäßen lokalisiert, wobei sie die Azini sternförmig umgeben 

(5). Sie exprimieren Vimentin, Desmin und saures Gliafaserprotein und sind durch ihre 

Vitamin-A-haltigen Lipidtröpfchen gekennzeichnet. Die ruhenden PSCs sind nach der 

Isolation in der Zellkultur klein und rund. Die Lipidtröpfchen liegen dort perinukleär vor (7). 

Die Funktion der ruhenden PSCs ist noch wenig erforscht. Sie sezernieren Matrix-

Metalloproteasen und deren Inhibitoren und sind vermutlich für den Umbau der ECM 

zuständig. Weitere mögliche Funktionen der ruhenden PSCs sind eine Rolle in der 

angeborenen Immunantwort oder als Stammzellen (39). 

1.3.2 Aktivierung der PSCs 

Beeinträchtigungen des Pankreas wie bei Entzündungen, Krebs oder Trauma führen zu 

einer Aktivierung der PSCs (Abbildung 1). Sie zeigen dann eine myofibroblasten-ähnliche 

Morphologie, exprimieren α-Smooth Muscle Actin (α-SMA) und verlieren ihre 
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Lipidtröpfchen. In Zellkultur vergrößern sie ihre Fläche deutlich. Die PSCs proliferieren, 

migrieren, schütten Zytokine aus und produzieren massenhaft Proteine der ECM (7). 

Potente Faktoren für eine Aktivierung der PSCs sind Zytokine und Wachstumsfaktoren 

wie Platelet-derived growth factor (PDGF), Transforming growth factor-β (TGF-β) und 

Tumornekrosefaktor-α (7). Auch die veränderten mechanischen Eigenschaften des 

umliegenden Gewebes im PDAC können die PSCs aktivieren. Auf einer weichen Matrix 

bleiben PSCs im ruhenden Zustand, wohingegen sie auf einer steifen Matrix aktiviert 

werden (54). PSCs können durch erhöhten Druck aktiviert werden (s. 1.4.3) (36, 112). 

Weiterhin konnten Alkohol, Endotoxin, oxidativer Stress, Hyperglykämie, Endothelin-1 und 

Fibrinogen als Aktivatoren der PSCs identifiziert werden (7). Die Zytokinausschüttung 

aktivierter PSCs führt über para- und autokrine Signalwege zur Verstärkung und 

Verselbstständigung der Aktivierung (39). 

 

Abbildung 1. Aktivierung der PSCs. Ruhende PSCs sind klein, rund und haben perinukleäre, 

Vitamin A (Vit-A)-haltige Lipidtröpfchen. Nach Aktivierung breiten sich die PSCs deutlich aus, 

verlieren die Lipidtröpfchen und exprimieren α-Smooth Muscle Actin (α-SMA). Sie proliferieren, 

migrieren, produzieren extrazelluläre Matrix (ECM) und fördern autokrin ihre weitere Aktivierung. 
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Interessanterweise wird in hepatischen Sternzellen zwischen „initiation“ und 

„perpetuation“ der Aktivierung mit verschiedenen Mechanismen unterschieden (58). In 

PSCs unterscheidet sich die initiale Aktivierung ruhender PSCs ebenfalls von der 

Aufrechterhaltung und weiteren Aktivierung bereits aktivierter PSCs. So führt Insulin nur in 

aktivierten PSCs, nicht in ruhenden, zu einer vermehrten Kollagen-I-Expression (119). 

Verschiedene intrazelluläre Signalwege konnten für die Vermittlung der Aktivierung 

identifiziert werden. Eine wichtige Rolle für Fibrose und Proliferation spielen z. B. die drei 

mitogen-activated-protein-Kinasen (MAP-Kinasen): ERK (Extracellular signal-regulated 

kinases), p38 MAP-Kinase und JNK (c-Jun N-terminale Kinasen) (117). Weitere 

identifizierte Signalkaskaden umfassen den Sonic-Hedgehog-Signalweg (SHH-

Signalweg), den peroxisome proliferator-activated receptor γ und den nuclear factor-κB 

(68). 

Eine weitere Station der Signalwege sind Ca2+-Signale und Ionenkanäle. Diese regulieren 

generell eine Vielzahl zellulärer Funktionen von Migration über Apoptose bis zu 

Proliferation. Dies gilt auch für PSCs. PSCs sind nicht erregbar und nicht mit den 

umliegenden Zellen elektrisch gekoppelt (44, 45). Die Rolle verschiedener Ionenkanäle 

war bis vor kurzem unklar, doch konnten in den letzten Jahren relevante Kanäle wie 

verschiedene transient receptor potential-Kanäle (TRP-Kanäle) (36, 78, 120), der für die 

Migration wichtige KCa3.1 (103) oder der Purinrezeptor P2X7 (46) identifiziert werden. 

Auch hier unterschied sich die initiale Aktivierung ruhender PSCs von der 

Aufrechterhaltung in bereits aktivierten PSCs. Bradykinin löste in ruhenden und aktivierten 

PSCs starke Ca2+-Signale aus; Trypsin, Thrombin und PDGF führten hingegen nur in 

aktivierten PSCs zu einer Reaktion (115). 

1.3.3 Rolle der PSCs im PDAC 

PSCs sind für die Progression des PDAC essentiell. Die PSC-Population im PDAC 

stammt hauptsächlich aus residenten ruhenden PSCs, zum Teil auch aus 

Knochenmarkzellen (96). Damit sind die Aktivierung ruhender PSCs und die Rekrutierung 

zu den Läsionen durch Migration oder Proliferation besonders interessant. Die 

Tumorzellen schütten z. B. PDGF und TGF-β aus, die die Aktivierung, die Proliferation, 

Migration und ECM-Produktion der PSCs fördern. Aktivierte PSCs schütten wiederum 

z. B. PDGF und insulinähnliche Wachstumsfaktoren aus. Diese fördern Proliferation, 

Migration und verminderte Apoptose der Tumorzellen, wodurch es zu einem Kreislauf der 

gegenseitigen Aktivierung kommt (7, 67). PSCs versorgen die PDAC-Zellen in dem 

nährstoffarmen TME mit Nährstoffen (99). Überdies können PSCs zusammen mit 

PDAC-Zellen zu Metastasen migrieren, was die Metastasierung begünstigt (118). 
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Olive et al. inhibierten die Aktivierung von PSCs im Mausmodell durch Inhibition des 

SHH-Signalweges. Dies führte bei manifester Tumorerkrankung zu verbesserter Perfusion 

des Tumors und zu längerem Überleben (80). In klinischen Studien ließen sich diese 

Ergebnisse nicht bestätigen und neben der tumorfördernden Wirkung des TME und der 

PSCs zeigten sich auch schützende Effekte des Stromas im PDAC (18). Im 

PDAC-Mausmodell (allerdings bei sehr jungen Mäusen) zeigte sich daraufhin, dass 

organspezifische Deletion oder Inhibition des SHH-Signalwegs vor Tumorentstehung zu 

größtenteils stromafreien, aber aggressiven und dedifferenzierten Tumoren mit 

verkürztem Überleben der Mäuse führen (93). Die Deletion von α-SMA-positiven 

Myofibroblasten (wie PSCs) führt ebenfalls zu aggressiveren, invasiveren Tumoren (82). 

PSCs und Stroma scheinen damit tumorprotektive sowie tumorfördernde Wirkungen zu 

haben, die je nach Zeitpunkt der Progression und Kontext hervortreten können. Statt der 

kompletten Entfernung des Tumorstromas könnte deshalb das „stromal reprogramming“, 

eine Beeinflussung der Funktion der PSCs, der Schlüssel für eine Therapie des PDAC 

sein (4). Das TME ist weiterhin ein äußerst vielversprechendes Ziel in der Therapie des 

PDAC. Kürzlich zeigten sich die ersten klinischen Erfolge einer gegen das Tumorstroma 

gerichteten Therapie: Das Enzym Hyaluronidase spaltet das wasserspeichernde 

ECM-Makromolekül Hyaluronan und reduziert den intratumoralen Druck. Dies führt zu 

einer verbesserten Perfusion des Tumors und einer höheren Gemcitabin-Konzentration im 

Tumor. In einer aktuellen Phase-II-Studie verlängerte sich das progressionsfreie 

Überleben bei Therapie mit einer Hyaluronidase zusätzlich zur Therapie mit 

nab-Paclitaxel/Gemcitabin, besonders in Hyaluronan-reichen Tumoren (48). Bei einer 

Kombination mit dem FOLFIRINOX-Schema hingegen hatte die Hyaluronidase 

überwiegend nachteilige Effekte (90). Phase-III-Studien laufen aktuell und könnten die 

Wertigkeit dieser Therapie weiter klären. 

1.4 Mechanik 

Tumoren wie das PDAC zeigen mechanische Eigenschaften, die sich deutlich vom 

umliegenden Gewebe unterscheiden. Erst die erhöhte Steifigkeit eines Tumors führt dazu, 

dass er als hartes Objekt bei der Palpation zu erkennen ist (74). Die Wahrnehmung 

mechanischer Stimuli generell ist essentiell für den Menschen und seine Zellen. Fühlen 

und Hören nehmen äußere Reize wahr, und innere Reize wie Propriozeption oder der 

Blutfluss sind von großer Bedeutung. Auf die einzelne Zelle können eine Reihe 

mechanischer Stimuli wie Dehnung (stretch), osmotische Zellschwellung, 

Scher-/Schubspannung (shear stress), Membraneindellungen oder verschiedene 

Steifigkeiten der umliegenden ECM einwirken (50, 91). In diesem Kapitel wird zuerst auf 
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Mechanosensibilität eingegangen und dann der erhöhte Druck als besondere Eigenschaft 

des desmoplastischen TME des PDAC dargestellt. Hierbei werden alle Druckangaben als 

Relativwerte zum normalen Atmosphärendruck von 760 mmHg (101,3 kPa) angegeben. 

1.4.1 Mechanosensibilität 

Bei der Übertragung mechanischer Signale müssen verschiedene Begriffe unterschieden 

werden: Mechanosensitivität im engeren Sinne beschreibt die initiale Wahrnehmung von 

mechanischen Signalen durch Rezeptoren der Zelle. Mechanotransduktion beschreibt die 

Übersetzung der mechanischen Signale in eine Reaktion der Zelle (50). Auf welchen 

molekularen Grundlagen Mechanosensitivität und Mechanotransduktion basieren, ist an 

vielen Stellen unklar. Eine Rolle spielen die ECM, Zell-Zell- und Zell-Matrix-Adhäsionen, 

das Zytoskelett und die Plasmamembran mit verschiedenen Membranproteinen (50, 102). 

Zu diesen Membranproteinen gehören die mechanosensitiven Ionenkanäle (MSCs), die 

meist Kationenkanäle sind und sich auf einen mechanischen Reiz öffnen. Sie können 

entweder direkt durch mechanische Reize gesteuert werden (MSCs im engeren Sinne) 

oder nur an der Mechanotransduktion beteiligt sein (102). Zwei verschiedene 

Mechanismen werden für die Steuerung der MSCs diskutiert: Zum einen das 

„tethered“-Modell, bei dem weitere Strukturen an den Kanal angebunden sind und ihn 

darüber, wie an einem Kabel, öffnen können. Zum anderen das „force from lipid“-Modell, 

bei dem Veränderungen der Membranspannung allein (z. B. durch Biegung) ohne 

Hilfsstrukturen den Kanal steuern können. Beispiele für eukaryotische MSCs sind die 

two-pore-domain-Kaliumkanäle K2P2.1 und K2P4.1 und die seit kürzerem bekannten 

Kanäle Piezo1 und Piezo2. Auch Kanäle aus der TRP- und der 

epithelialer-Natriumkanal-/Acid-sensing-ion-channel-Familie werden als MSCs diskutiert. 

Bei diesen Kanälen ist jedoch weniger klar, ob sie direkt durch Membranspannung 

gesteuert werden oder nur an der Mechanotransduktion beteiligt sind (91, 102). 

1.4.2 Erhöhter Druck im PDAC 

Der Druck in murinen orthotopen PDACs ist deutlich gegenüber dem Druck im normalen 

Pankreas erhöht. Provenzano et al. maßen einen Mittelwert von etwa 100 mmHg im 

PDAC und 10 mmHg im normalen Pankreas. Erhöhter interstitieller Flüssigkeitsdruck war 

die Ursache des erhöhten Druckes. Das in der ECM vorliegende Makromolekül 

Hyaluronan spielt dabei eine wichtige Rolle, es bildet eine gelartige Phase, in der Wasser 

immobil „gefangen“ ist. Abbau des Hyaluronans führt zu einer Normalisierung des 

intratumoralen Drucks (87). Im Gegensatz führten Stylianopoulos et al. hauptsächlich den 

sogenannten „solid stress“ als Ursache für den erhöhten, die Blutgefäße komprimierenden 

Druck in Tumoren auf. Erhöhter interstitieller Flüssigkeitsdruck sei keine hinreichende 

Erklärung. Der solid stress entsteht durch die in einem begrenzten Volumen 
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proliferierenden Tumorzellen sowie durch Proliferation und Kontraktion der Stromazellen 

und wird durch Matrixkomponenten wie Kollagen weitergeleitet (104). Die genaue 

Ursache des erhöhten Druckes sowie der Einfluss von solid stress und interstitiellem 

Flüssigkeitsdruck, die korrekte Messmethode und die exakte Höhe des Druckes sind 

umstritten (19, 23). Nichtsdestotrotz unterscheiden sich die Druckverhältnisse im PDAC 

unbestrittenerweise von denen des normalen Pankreas deutlich.  

Außerhalb des Fokus dieser Arbeit und trotzdem von Interesse ist ein weiteres 

Krankheitsbild, die chronische Pankreatitis. Sie besitzt eine hohe Morbidität und ist wie 

das PDAC durch exzessive, PSC-verursachte Fibrose gekennzeichnet (7). Der 

interstitielle Druck ist in der chronischen Pankreatitis deutlich erhöht, sodass sich einige 

der kommenden Punkte auf dieses Krankheitsbild übertragen lassen (29). 

1.4.3 Wirkung von Druck auf PSCs 

In verschiedenen Zellarten (31, 51) und auch in PSCs konnte gezeigt werden, dass Druck 

als mechanischer Stimulus wirkt. Ein erhöhter Druck von 80 und 100 mmHg hat 

stimulierende Wirkung auf aktivierte PSCs mit vermehrter Kollagensekretion, vermehrter 

Proliferation, vermehrter α-SMA-Expression, verstärkter Migration und vermehrter 

TGF-β-Sekretion (36, 112). Druck scheint ruhende PSCs in den aktivierten Zustand 

versetzen zu können, doch wurde dies bisher nur auf morphologischer Ebene gezeigt (9). 

Der Ablauf der Mechanotransduktion von Druck ist wenig erforscht. MSCs spielen in 

aktivierten PSCs eine essentielle Rolle in der weiteren Aktivierung durch Druck. Die 

Expression verschiedener MSCs veränderte sich unter Druck. Insbesondere konnte dabei 

eine Rolle für den möglicherweise mechanosensitiven Transient receptor potential 

canonical 1 channel (TRPC1) gezeigt werden. Während Druck zu einer verstärkten 

Migration und verstärktem Ca2+-Einstrom in Wildtyp-PSCs (WT-PSCs) führte, war diese 

Reaktion in TRPC1-knockout-PSCs (KO-PSCs) deutlich abgeschwächt (36). Weitere 

Mechanismen der Mechanotransduktion von Druck in PSCs umfassen reaktive 

Sauerstoffspezies und den MAP-Kinase-Signalweg (9, 112). 

Zusammenfassend spielen in der Entstehung des Druckes Proteine der ECM, wie 

Hyaluronan oder Kollagen, eine entscheidende Rolle. Diese Proteine werden durch PSCs 

ausgeschüttet. Der erhöhte Druck aktiviert wiederum die PSCs. Dies könnte einen 

Teufelskreislauf bilden, dessen Beeinflussung die Therapie des PDAC verbessern könnte. 
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1.5 TRPC1 

Der TRPC1-Kanal gehört zu der großen Familie der TRP-Kanäle. TRP-Kanäle sind 

ubiquitär exprimierte, meist non-selektive Kationenkanäle. Für den non-selektiven 

TRPC1-Kanal steht die Ca2+-Leitfähigkeit im Fokus der meisten Studien. TRP-Kanäle 

besitzen sechs Transmembranregionen und bilden Tetramere aus vier gleichen 

(Homotetramere) oder unterschiedlichen (Heterotetramere) Untereinheiten mit einer 

zentralen Pore. Verschiedene TRP-Kanäle können von einer großen Vielfalt an Stimuli 

gesteuert werden, dazu zählen so unterschiedliche wie Capsaicin und Menthol, Hitze und 

Kälte, mechanische Stimuli, pH-Änderungen oder G-Protein-gekoppelte Signalwege. Die 

TRP-Kanäle der Säugetiere können in sechs Unterfamilien unterteilt werden, die 

TRPC (Canonical)-, TRPV (Vanilloid)-, TRPM (Melastatin)-, TRPA (Ankyrin)-, 

TRPML (Mucolipin)- und TRPP (Polycystin)-Kanäle. Zu den TRPC-Kanälen gehören 

sieben Kanäle, die in drei Subgruppen zusammengefasst werden: TRPC1/4/5, TRPC2 

und TRPC3/6/7 (116). 

Auch in PSCs konnten TRP-Kanäle nachgewiesen werden. Kürzlich konnte gezeigt 

werden, dass TRPC6-Kanäle an der Reaktion von PSCs auf Hypoxie (78), TRPC1-Kanäle 

an der Reaktion auf Druck (36) und TRPV4-Kanäle an der Reaktion auf Alkohol beteiligt 

sind (120). Von den TRPC-Kanälen werden TRPC1/2/3/4/6 in murinen PSCs exprimiert, 

TRPC5/7 nicht exprimiert (78). 

TRPC-Kanäle werden u. a. nach Binden extrazellulär vorliegender Agonisten an 

bestimmte Rezeptoren über eine Signalkaskade gesteuert. Dies ist der sogenannte 

Rezeptor-gesteuerte Ca2+-Einstrom (ROCE) (Abbildung 2A): Nach Bindung eines 

Agonisten an einen heptahelikalen Rezeptor (G-protein-gekoppelter Rezeptor) „aktiviert“ 

dieser ein Gq-Protein, das in die Gα- und Gβγ-Untereinheit dissoziiert. Die 

Gαq-Untereinheit aktiviert die membranständige Phospholipase Cβ (PLCβ). Die PLCβ 

bildet aus dem Membranphospholipid Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP2) die 

second messenger Inositoltrisphosphat (IP3) und Diacylglycerol (DAG). DAG kann dann 

über die Proteinkinase C oder direkt Calciumkanäle der Plasmamembran öffnen, über die 

der ROCE erfolgt. IP3 bindet an den IP3-Rezeptor des endoplasmatischen Retikulums 

(ER) und führt dort zu einer Ca2+-Freisetzung. Bei Beendigung des Signals wird Ca2+ 

wieder aus dem Cytosol entfernt. Dies geschieht über eine Plasmamembranpumpe, über 

einen Austauscher in der Plasmamembran und über die Calciumpumpe des 

sarcoplasmatischen und endoplasmatischen Retikulums (SERCA), die Ca2+ in das ER 

pumpt. Die Kanäle der TRPC3/6/7-Subgruppe werden im Rahmen des ROCE durch DAG 

aktiviert (116). Der Aktivator im ROCE für TRPC1/4/5 wurde noch nicht sicher identifiziert, 
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wahrscheinlich spielt die Aktivierung durch PIP2 und eine direkte Aktivierung durch Gαq 

eine Rolle (72). 

 

Abbildung 2. Rezeptor-gesteuerter Ca
2+

-Einstrom (ROCE) und store-operated calcium entry 

(SOCE). A: Nach Bindung eines Agonisten aktiviert ein Rezeptor ein Gαq-Protein, das die 

Phospholipase Cβ (PLCβ) aktiviert. Diese spaltet Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat zu 

Inositoltrisphosphat (IP3) und Diacylglycerol (DAG). DAG aktiviert TRPC-Kanäle in der 

Plasmamembran und damit den ROCE. IP3 führt zur Ca
2+

-Freisetzung aus dem 

endoplasmatischen Retikulum (ER). B: Die Ca
2+

-Freisetzung aus dem ER führt zu erniedrigter 

Ca
2+

-Konzentration im ER. Das Sensorprotein STIM erkennt dies, oligomerisiert und aktiviert den 

Kanal Orai, über den der SOCE erfolgt. Die Beteiligung von TRPC1-Kanälen an dieser Stelle des 

SOCEs wird diskutiert. 

Für TRPC1-Kanäle wurde eine Beteiligung an verschiedenen Formen des 

Calciumeinstroms postuliert. TRPC1-Kanäle könnten im ROCE, als MSC (s. 1.5.1) sowie 

im sogenannten store-operated calcium entry (SOCE) (s. 1.5.2) eine Rolle spielen. Ob 

TRPC1-Kanäle funktionelle Homotetramere in der Plasmamembran bilden, ist umstritten 

(26). In Überexpressionssystemen konnten Homotetramere nur im ER, aber nicht in der 

Plasmamembran nachgewiesen werden. Co-Expression mit TRPC4/5 war nötig, damit 

TRPC1-Kanäle in der Plasmamembran erschienen (2). Auch ist es nicht gelungen, den 

Strom durch homomere TRPC1-Kanäle zu messen (26). TRPC1-Kanäle bilden allerdings 

eine Reihe an Heterotetrameren, sodass dies in der Diskussion der Rolle des TRPC1 im 
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physiologischen Kontext beachtet werden muss. Nachgewiesen werden konnte eine 

Heteromerbildung mit TRPC3, TRPC4, TRPC5, TRPC6 und TRPC7 in verschiedenen 

Stöchiometrien sowie mit TRPP2, TRPV4 und TRPV6 (26). In diesen Heterotetrameren 

beeinflusst TRPC1 die Funktion des Kanals und ist an der Kanalpore beteiligt, was 

insbesondere für TRPC1/4- und TRPC1/5-Heteromere gezeigt werden konnte (95, 101). 

1.5.1 TRPC1 als mechanosensitiver Kanal 

In welcher Form der TRPC1-Kanal ein MSC ist, ist stark umstritten. Mehrere Autoren 

gehen von einer indirekten Rolle des TRPC1 in der Mechanotransduktion aus (26, 30, 

102), andere halten hingegen eine Mechanosensitivität im engeren Sinne aller TRP-

Kanäle für möglich (61). 

TRPC1-Kanäle konnten in Membranteilen aus Froschoozyten nachgewiesen werden, die 

in Patch-Clamp-Messungen einen deutlichen Strom auf Dehnung zeigten; Überexpression 

von TRPC1 verstärkte den Strom >10-fach, Knockdown von TRPC1 verminderte ihn 

deutlich (66). Dies konnte allerdings in folgenden Experimenten der gleichen 

Arbeitsgruppe nicht bestätigt werden, in CHO-Zellen und COS-Zellen führte 

Überexpression von TRPC1 nicht zu vermehrter Mechanosensitivität. Der überexprimierte 

Kanal lag in diesen Zellen allerdings hauptsächlich im ER und nicht in der 

Plasmamembran, wie bei den Froschoozyten, vor (41). Auch zeigten murine TRPC1-KO-

Gefäßmuskelzellen gegenüber WT-Zellen keine veränderten Ströme als Reaktion auf 

Dehnung (25). Allerdings ist es möglich, dass die Mechanosensitivität sich je nach 

zellulärem Kontext unterscheidet und die Bildung von Heteromeren mit z. B. TRPC4/5 

oder den möglich mechanosensitiven Kanälen TRPP2 oder TRPV4 notwendig ist (28, 84). 

Auch die Interaktion mit weiteren Membranproteinen sowie mit dem Zytoskelett könnte 

eine Rolle spielen (84). 

Es bleibt insgesamt unklar, ob der TRPC1-Kanal ein MSC im engeren Sinne ist und direkt 

durch mechanische Stimuli gesteuert werden kann. Dass er jedoch eine wichtige Rolle in 

der Mechanotransduktion spielt, zeigen eine Reihe von Studien in unterschiedlichen 

Organsystem in vitro und in vivo. Beispielsweise führten TRPC1-KO und Knockdown zu 

verringerter Migration und reduziertem Ca2+-Anstieg nach Dehnung des Untergrunds 

migrierender Zellen in vitro (35). In vivo änderten TRPC1-KO-Mäuse ihr Verhalten bei 

Berührungen weniger und zeigten deutlich verminderte Aktionspotentiale in isolierten 

afferenten Nerven auf leichten Druck (40). 

1.5.2 TRPC1 im store operated calcium entry 

Der SOCE ist eine Form des Ca2+-Einstroms, der in nahezu allen Zellen existiert und der 

in nicht-erregbaren Zellen die Hauptform des Ca2+-Einstroms über die Plasmamembran 
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darstellt. KO der am SOCE beteiligten Gene führt z. B. zu gestörter Entwicklung des 

Bewegungsapparats, Verlust der erworbenen Immunität und schnellem Versterben 

entsprechender Mäuse (89). Auch in PSCs wurde der SOCE nachgewiesen (38, 44). Der 

SOCE ist ein Ca2+-Einstrom über die Plasmamembran, der bei Entleerung der 

Ca2+-Speicher der Zelle, also hauptsächlich des ER, auftritt. Physiologisch entleeren 

hauptsächlich Agonisten mit folgender Aktivierung der PLCβ und somit IP3-vermitteltem 

Ca2+-Ausstrom aus dem ER die Speicher (s. 1.5). Experimentell kann die 

Speicherentleerung ohne Agonisten direkt durch Thapsigargin oder Cyclopiazonic acid 

erfolgen. Sie blockieren die SERCA, was zu einem passiven Ausstrom des Ca2+ aus dem 

ER über „Leak-Kanäle“ ohne erneutes Auffüllen führt. Der SOCE dient zum einen dem 

Wiederauffüllen der zellulären Ca2+-Speicher, zum anderen der Verstärkung, 

Aufrechterhaltung und Modulation des Ca2+-Signals. Hierbei ist nicht nur die intrazelluläre 

Ca2+-Konzentration relevant, sondern auch die örtliche Komponente innerhalb von 

Mikrodomänen der Zelle sowie die zeitliche Komponente (86). 

In verschiedenen Zellen konnte für den SOCE der sogenannte Ca2+-release-activated-

Ca2+-Kanal (CRAC-Kanal) verantwortlich gemacht werden. Als molekulare Komponenten 

des Kanals konnten Stromal interaction molecule 1 (STIM1) als Ca2+-Sensor im ER und 

Orai1 als eigentlicher Ionenkanal in der Plasmamembran identifiziert werden (89). STIM1 

ist ein Transmembranprotein des ER und hat eine Ca2+-bindende Domäne. Wenn die 

Ca2+-Konzentration im ER absinkt, dissoziiert Ca2+ von STIM1 ab. Daraufhin oligomerisiert 

STIM1 zu punktförmigen Komplexen nahe der Plasmamembran. STIM1 rekrutiert Orai1 in 

der Plasmamembran zu den Komplexen und interagiert physisch direkt mit Orai1. Der 

Ionenkanal Orai1 öffnet sich und lässt Ca2+ einströmen (Abbildung 2B). Der Strom über 

die Plasmamembran durch diesen Komplex, der Ca2+-selektiv ist, wird ICRAC genannt (3). 

Neben STIM/Orai wird eine Rolle weiterer Kanäle im SOCE vermutet, besonders 

diskutiert wird TRPC1 (26, 89). Schon vor der Identifizierung von STIM1/Orai1 wurde 

TRPC1 als bedeutend im SOCE identifiziert (16). Bei Speicherentleerung treten nicht- 

Ca2+-selektive Ströme auf, die somit nicht zu ICRAC, aber gut zu den nicht-selektiven 

TRPC-Kanälen passen (24). Diese Ströme werden in ihrer Gesamtheit ISOC 

(store-operated current) genannt (3). Knockdown von TRPC1 führt zu reduziertem ISOC, 

und STIM1 kann mit TRPC1-Kanälen interagieren (20, 49, 76), wobei die genaue 

Interaktion von STIM, Orai und TRPC1 noch unklar ist. TRPC1 ist dabei wahrscheinlich 

nicht am CRAC-Kanal beteiligt, sondern bildet abgegrenzte Kanäle mit STIM1, wie durch 

Ambudkar et al postuliert (3): Ca2+-Einstrom durch Orai1 ist notwendig, um 

TRPC1-Kanäle aus Vesikeln zur Plasmamembran zu rekrutieren, wo TRPC1 mit STIM1 
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Cluster bildet (20). Zusätzlich reicht Überexpression von STIM1/Orai1 aus, um ICRAC 

hervorzurufen (85). 

Andere Studien zeigten gegensätzlich keine Rolle von STIM1 und ORAI1 in der 

Aktivierung von TRPC1-Kanälen (22). Auch zeigte sich keine Reduktion des SOCEs in 

arteriellen glatten Muskelzellen und Thrombozyten einer TRPC1-KO-Maus (25, 111). Eine 

mögliche Erklärung wäre hier eine zelltypspezifische Funktion der TRPC1-Kanäle im 

SOCE, da in Speicheldrüsenzellen derselben TRPC1-KO-Mäuse sowie in Adipozyten der 

SOCE deutlich reduziert war (62, 97). Auch könnte sich die physiologische Situation von 

der in Überexpressionssystemen unterscheiden. 

Ca2+-Einstrom hat im SOCE unterschiedliche zelluläre Funktionen, je nachdem, ob er 

durch CRAC- oder SOC-Kanäle erfolgt (20, 81). Zusammenfassend ist deshalb die 

Charakterisierung der Rolle von TRPC1 im SOCE in verschiedenen Zelltypen 

physiologisch relevant.  
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2 Zielsetzung 

In dieser Arbeit soll die Rolle des TRPC1-Kanals in der druckabhängigen initialen 

Aktivierung ruhender PSCs charakterisiert werden. Das Verständnis der PSCs ist 

essentiell, um Ansätze zur Therapie des PDAC zu finden. Der Druck ist im PDAC erhöht, 

und erhöhter Druck ist ein Faktor, der aktivierte PSCs weiter aktiviert. Dabei spielt TRPC1 

eine entscheidende Rolle. Jedoch unterscheiden sich sowohl die Stimuli, die PSCs 

aktivieren, als auch der Ca2+-Haushalt zwischen ruhenden und aktivierten PSCs. Diese 

Erkenntnisse lassen sich deshalb nicht ohne weiteres auf die initiale Aktivierung ruhender 

PSCs übertragen. Das Verständnis der initialen Aktivierung ist allerdings von großer 

Relevanz, denn die Population der aktivierten PSCs im PDAC entspringt aus den 

residenten, ruhenden PSCs. Wie TRPC1 an dieser Aktivierung beteiligt ist, ist unklar. 

TRPC1-Kanäle könnten im Rahmen der Aktivierung Einfluss auf den SOCE haben, doch 

die Rolle der TRPC1-Kanäle im SOCE ist umstritten und in den PSCs völlig unbekannt. 

Daraus leiten sich die Ziele dieser Arbeit ab, es sollen 

1) die Aktivierung ruhender PSCs durch Druck nachvollzogen werden, 

2) die Rolle von TRPC1 in dieser Aktivierung untersucht werden, 

3) die Rolle von TRPC1 im SOCE in Rahmen der Aktivierung von PSCs untersucht 

werden. 

Dafür sollen frisch isolierte, ruhende, primäre murine PSCs unter Kontrollbedingungen 

und unter Druck verglichen werden. Die Expression von α-SMA und das Vorhandensein 

von Lipidtröpfchen werden als etablierte morphologische Marker der Aktivierung 

fluoreszenzmikroskopisch untersucht; die Migration von PSCs wird als funktioneller 

Marker der Aktivierung videomikroskopisch beurteilt. Um die Rolle von TRPC1 zu 

ergründen, werden zusätzlich TRPC1-KO-PSCs bei der Aktivierung untersucht. Der 

SOCE nach Depletion der intrazellulären Speicher und Auslösung des SOCE wird in 

ruhenden und aktivierten TRPC1-KO- und WT-PSCs verglichen, um die Rolle von TRPC1 

im SOCE zu untersuchen.  
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3 Methoden 

3.1 Zellkultur 

3.1.1 Kulturbedingungen 

Für die folgenden Experimente wurden murine, primäre PSCs verwendet. Alle 

Zellkulturarbeiten erfolgten steril. Als Medium wurde Dulbecco’s Modified Eagle Medium 

(DMEM)/Ham’s F12 im Verhältnis 1:1 mit einem Zusatz von fetalem Kälberserum (FKS) 

und Penicillin/Streptomycin verwendet (Tabelle 1). Die PSCs wurden im Inkubator bei 

37 °C, 100 % Luftfeuchtigkeit und 5 % CO2 unter Umgebungsdruck bebrütet. 

Die PSCs wurden entweder bis zur Passage 2 (P2) kultiviert oder direkt nach der Isolation 

verwendet. Für die Kultivierung bis P2 erfolgte der Wechsel des Mediums am 1. und 2. 

Tag nach der Isolation, danach jeden 3. Tag. Sobald die PSCs nach 5-6 Tagen eine 

Konfluenz von ca. 90 % erreicht hatten, wurden sie passagiert und im Verhältnis 1:2 

aufgeteilt (s. 3.1.2). Weitere Passagen erfolgten im Verhältnis 1:1. Die Zellkultur aktiviert 

die PSCs, P2-PSCs entsprechen aktivierten PSCs. In den meisten Experimenten wurden 

die PSCs allerdings direkt nach der Isolation verwendet. Das Medium wurde in diesem 

Fall nicht ausgetauscht, um die autokrine Stimulation aufrechtzuerhalten. Das genaue 

Vorgehen ist bei den jeweiligen Experimenten beschrieben. 

Tabelle 1: Zusammensetzung des Zellkulturmediums 

Substanz Hersteller Anteil 

DMEM/Ham’s F12 1:1 mit Glutamin und HCO3
-
  Sigma-Aldrich 89 % 

Penicillin G (10000 U/ml)/Streptomycin (10000 µg/ml) Biochrom 1 % 

Fetales Kälberserum GE Healthcare 10 % 

 

3.1.2 Passage der Zellen und Zellzählung 

Um die PSCs vom Boden der Zellkulturschale abzulösen und entweder für die weitere 

Kultur („Passage“) oder für Experimente zu verwenden, wurden die PSCs mit Trypsin 

behandelt. Zuerst wurde das alte Medium abgesaugt und die Schale zweimal mit 

phosphatgepufferter Salzlösung (PBS) ohne Ca2+ und ohne Mg2+ gewaschen, um die für 

die Adhäsion an der Schale wichtigen Ionen zu entfernen. 0,25 %-Trypsin/0,02 %-

Ethylendiamintetraacetat-PBS-Lösung wurde auf die Schale gegeben. Nach 
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5-10 minütiger Inkubation im Inkubator waren die PSCs abgelöst und die Reaktion wurde 

durch Zugabe von Zellkulturmedium gestoppt.  

Für die weitere Kultur wurden die PSCs auf neue Schalen verteilt. Für die Experimente 

erfolgte eine Zählung der Zellen. Hierfür wurde die Suspension in ein Zentrifugenröhrchen 

überführt und bei 210 x g für 5 min zentrifugiert. Der Überstand wurde abgesaugt und das 

Pellet in 250 µl Medium resuspendiert. Anschließend wurde in der Neubauer improved-

Zählkammer die Teilchendichte der Zellen in der Suspension bestimmt. Danach wurde ein 

der gewünschten Zellzahl entsprechendes Volumen mit Zellkulturmedium auf das 

gewünschte Zielvolumen verdünnt. 

3.2 Mäuse und TRPC1-KO 

Die PSCs wurden aus WT-Mäusen einer C57BL/6J-Linie der Zentralen 

Tierexperimentellen Einrichtung der medizinischen Fakultät Münster und aus WT- und 

TRPC1-KO-Mäusen einer TRPC1-KO-Linie (basierend auf einem 1:1 Hintergrund aus 

129/Sv:C57BL/6J) isoliert (25).  

Für die Ca2+-Messungen und dort, wo es möglich war, für die Fluoreszenzmikroskopie, 

wurden bei Verwendung von TRPC1-KO-Mäusen als Kontrolle WT-Wurfgeschwister 

eingesetzt. Die Mäuse waren 3-9 Monate alt. Mäuse beider Geschlechter wurden zufällig 

eingesetzt. Für die Migrationsexperimente und für einen Teil der 

Fluoreszenzmikroskopieexperimente wurden vergleichbare WT-Mäuse der Zentralen 

Tierexperimentellen Einrichtung eingesetzt. Die Mäuse waren 2-5 Monate alt. Mäuse 

beider Geschlechter wurden zufällig eingesetzt. Die Haltung der Tiere erfolgte bei einem 

konstanten 12-stündigen Tag-Nacht-Rhythmus unter kontrollierten Temperatur- und 

Luftfeuchtigkeits-Bedingungen. Die Tiere wurden mit handelsüblichem Standardfutter und 

Leitungswasser ad libitum gefüttert. Das Wohlergehen der Tiere wurde täglich kontrolliert. 

Wasser, Futter und die Einstreu der Käfige wurden einmal pro Woche gewechselt. 

Die TRPC1-KO-Linie wurde von Dietrich et al. (25) hergestellt und uns freundlicherweise 

zur Verfügung gestellt. Der terminale Teil von Exon 8 des TRPC1-Gens sowie ein Teil von 

Intron 8 wurden durch einen Selektionsmarker ersetzt. In den TRPC1-KO-Mäusen führte 

dies beim Spleißen zur Entfernung von Exon 8 und direkter Verbindung der Exons 7 und 

9. Dies führte zu einem frameshift und zu einem Stopcodon in Exon 9. Im Western Blot 

und in der Immunfluoreszenz der Membran konnte kein TRPC1-Kanal mehr 

nachgewiesen werden (62), was auf einen Abbau des nicht-funktionellen Proteins 

schließen lässt. TRPC1-KO-Mäuse sind gesund und fruchtbar mit einer normalen Anzahl 

an Nachkommen, zeigen aber in einigen Organsystemen Unterschiede (25, 26). 
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Die Genotypisierung der Mäuse mittels Polymerase-Kettenreaktion führten Jana Welzig 

und Benedikt Fels durch. Die Entnahme von Organen und Gewebe zu wissenschaftlichen 

Zwecken wurde dem Landesamt für Natur, Umwelt und Verbraucherschutz NRW unter 

dem Aktenzeichen 84-03.05.50.15.010 am 25.03.2015 angezeigt. 

3.3 Isolation der PSCs 

Zur Isolation der PSCs wurde ein modifiziertes Protokoll von Haanes et al. verwendet 

(46). Das Protokoll basiert auf unterschiedlich schneller Adhäsion der verschiedenen 

Zellarten des Pankreas an einer Zellkulturschale. 

Zunächst wurde die Maus mittels Isofluran und zervikaler Dislokation getötet. Nach 

Desinfektion der Haut wurde das Abdomen mittels Querschnitt weit eröffnet. Das 

Pankreas der Maus wurde entnommen. Bei der Präparation wurde darauf geachtet, 

Blutgefäße oder den Darm nicht zu verletzen. Das entnommene Pankreas wurde mit 5 ml 

Gey’s Balanced Salt Solution gewaschen und mit einer Schere zerkleinert. Dabei wurde 

aufschwimmendes Fett entfernt. Das Gewebe wurde in einer Lösung aus 3 ml Gey’s 

Balanced Salt Solution und 3 mg Kollagenase P für 25 min bei 37 °C im Schüttler 

inkubiert. Danach wurde mehrfach auf und ab pipettiert und 5 ml vorgewärmte Gey’s 

Balanced Salt Solution hinzugefügt, um die Suspension zu durchmischen. Als nächstes 

wurde die Kollagenase durch Zentrifugation für 8 min bei 300 x g und anschließendem 

Absaugen des Überstands entfernt. Das Pellet wurde in 2x5 ml Zellkulturmedium 

resuspendiert. Die Zellsuspension wurde in eine Ø 100 mm-Zellkulturschale, die vorher 

für 10 min mit FKS beschichtet wurde, gegeben und für 2 h im Inkubator belassen. Nun 

erfolgte der entscheidende Schritt der Isolation: Die PSCs adhärieren schneller und 

stärker als die restlichen Zellen der Suspension wie Azinuszellen, Inselzellen oder auch 

pankreatische Fibroblasten. Dies wurde sich zu Nutze gemacht, indem die Schale 

mehrfach kräftig mit einer Pipette mit Zellkulturmedium gewaschen wurde und lose 

adhärente Zellen entfernt wurden. Dies wurde wiederholt, bis unter dem Lichtmikroskop 

nur noch möglichst viele kleine, runde und schwarze Zellen zu sehen waren. Diese 

stellten PSCs dar. Nun wurde die Schale mit 10 ml Zellkulturmedium belassen. 

Da diese Methode bereits im Labor etabliert war und auch in den folgenden Experimenten 

typische PSC-Marker gesehen werden konnten, kann man davon ausgehen, dass es sich 

bei den isolierten Zellen um PSCs handelte. 
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3.4 Druckbehandlung 

Für die Experimente mit Druckbehandlung wurde ein Druck von 100 mmHg (13 kPa) über 

dem atmosphärischen Druck verwendet. Ein Druck von 100 mmHg konnte im PDAC 

nachgewiesen werden und hatte in verschiedenen Studien eine stimulierende Wirkung auf 

die PSCs (s. 1.4.3). Der Druck wurde mit zwei unterschiedlichen Methoden erzeugt. 

Hauptsächlich wurde die im Folgenden beschriebene Druckkammer verwendet. Da dies 

während der Migrationsexperimente nicht möglich war, wurde dort der Druck über eine 

Wassersäule erzeugt (s. 3.7.2). 

Die Druckkammer wurde für das Institut durch die feinmechanische Werkstatt der 

medizinischen Fakultät der Universität Münster gebaut und u. a. durch Fels et al. 

verwendet und beschrieben (36). Die PSCs wurden in der Zellkulturschale in der 

Druckkammer positioniert und die Kammer in einem Inkubator bei normalen 

Kulturbedingungen von 37 °C, 100 % Luftfeuchtigkeit, 5 % CO2 und Umgebungsdruck 

platziert. Die Kontrollzellen befanden sich außerhalb der Druckkammer im selben 

Inkubator. Die Druckkammer bestand aus „Plexiglas“ (Polymethylmethacrylat). An einem 

Einlass wurde eine Pumpe angeschlossen, die Luft aus dem Inkubator ansaugte und in 

die Druckkammer presste (Abbildung 3). Am Auslass wurde zum einen ein Manometer 

angeschlossen, um den Druck in der Kammer überwachen und ggf. regulieren zu können, 

zum anderen ein Auslassventil, um eine kontrollierte Luftzirkulation zu ermöglichen. 

  

Abbildung 3. Aufbau der Druckkammer. Die PSCs wurden in ihrer Schale in der Druckkammer 

positioniert. Durch eine Pumpe wurde Luft aus dem Inkubator in die Druckkammer gepresst. Am 

Auslass wurde der Druck gemessen. Über das Auslassventil fand eine kontrollierte Luftzirkulation 

statt. 
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3.5 Nachweis von Lipidtröpfchen 

Um die Aktivierung von PSCs unter Druck verfolgen zu können, wurden verschiedene 

Marker analysiert. Ein gut untersuchtes morphologisches Merkmal ist der Verlust der 

Vitamin-A-haltigen Lipidtröpfchen: Ruhende PSCs besitzen viele perinukleäre 

Lipidtröpfchen, aktivierte PSCs deutlich weniger oder keine (11). Im folgenden Experiment 

wurden die PSCs unter Kontrollbedingungen oder Druck auf das Vorhandensein von 

Lipidtröpfchen in Abhängigkeit von der Zeit nach der Isolation getestet. Zu diesem Zweck 

wurde der Farbstoff Nile Red verwendet, der in hydrophiler Umgebung nicht, aber in 

hydrophober Umgebung stark rot fluoresziert (42). Der Farbstoff ist somit spezifisch für 

Lipidtröpfchen, aber nicht für Vitamin A. Die Exzitationswellenlänge beträgt 515 nm-

560 nm und die Emissionswellenlänge über 590 nm. 

3.5.1 Experimentaufbau 

Für die Experimente wurden die PSCs direkt nach der Isolierung abgelöst und gezählt 

(s. 3.1.2). Vorher wurden gereinigte und sterilisierte Ø 20 mm-Glasdeckgläschen in einer 

12-Well-Platte für 15 min mit Poly-L-Lysin beschichtet. Darauf wurden je 30.000 PSCs in 

2 ml Medium ausgesät und zur Adhäsion für 2 h im Inkubator gelassen. Danach wurden 

die ersten Deckgläschen entnommen und fixiert, im Folgenden Zeitpunkt „0 h“ genannt 

(insgesamt 6 h nach Beginn der Isolation). Die weiteren Deckgläschen wurden in der 

Druckkammer oder unter Kontrollbedingungen in demselben Inkubator platziert. Jeweils 

nach 24 h, 48 h, 72 h und 120 h wurden Deckgläschen entnommen und fixiert. 

Für die Fixierung wurden die Deckgläschen zweimal mit PBS mit Ca2+ und Mg2+ 

gewaschen. Dann wurden die PSCs mit 3,5 %-para-Formaldehyd-Lösung für 1 h bei 

Raumtemperatur fixiert. Unreagierte Aldehyd-Gruppen wurden mit 0,1 mM-Glycin-Lösung 

für 10 min blockiert. Die fixierten PSCs wurden in PBS bei 4 °C bis zur Färbung 

aufbewahrt. 

Für verschiedene Zeitpunkte wurden ggf. PSCs von unterschiedlichen Mäusen 

untersucht, da in jeder Isolation nur wenige PSCs gewonnen werden konnten. Für einen 

bestimmten Zeitpunkt unter Kontrollbedingungen und Druck wurden jeweils PSCs der 

gleichen Maus untersucht. 

3.5.2 Nile Red-Färbung 

Zur Färbung wurden 0,5 mg/ml Nile Red in Aceton gelöst, davon wurden 16 µl in 750 µl 

Glycerin und 250 µl Wasser gelöst, womit sich eine Konzentration von 25 µM Nile Red 

ergab. Von dieser Lösung wurden 20 µl auf Parafilm vorgelegt und die Deckgläschen für 

15 min bei Raumtemperatur in einer feuchten Kammer bei 100 % Luftfeuchtigkeit gefärbt. 
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Nach erneutem Waschen mit PBS wurden die Deckgläschen auf Objektträger mit 

Einbettmedium eingebettet. Zur zusätzlichen Färbung der Zellkerne wurde das 

Einbettmedium zuvor mit 4‘-6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI) versetzt. Bis zum Trocknen 

des Einbettmediums wurden die Objektträger bei 4 °C aufbewahrt. 

3.5.3 Fluoreszenzmikroskopie und Auswertung 

Für die Auswertung wurde das Mikroskop Axiovert 200 (Carl Zeiss) mit einem 40er 

Öl-Objektiv und der RT-SE-Spot-Kamera (Visitron Systems), kontrolliert von der 

MetaVue-Software (Visitron), verwendet. Die verwendeten Filter sind in Tabelle 2 

aufgeführt. Bei jedem Objektträger wurden die Zellen in der DAPI-Färbung lokalisiert und 

20 Bilder beider Färbungen an zufälligen Stellen aufgenommen. Die Belichtungszeit 

betrug 7 ms für DAPI und 12 ms für Nile Red.  

Die Auswertung erfolgte qualitativ: PSCs mit deutlich gefärbten perinukleären 

Lipidtröpfchen wurden als „Nile Red-positiv“ bezeichnet; sonst als „Nile Red-negativ“. Nun 

wurde der Anteil der positiven Zellen pro Deckgläschen ermittelt. 

Tabelle 2: Wellenlängen der Filter für die Fluoreszenzmikroskopie 

Farbstoff Exzitationsfilter Emissionsfilter Strahlteiler 

Nile Red 540-552 nm >590 nm 580 nm 

DAPI 365 nm 422-468 nm 395 nm 

Alexa 488 450-490 nm 515-565 nm 510 nm 

 

3.6 α-SMA-Färbung 

Als weiterer Marker der Sternzellaktivierung wurde α-SMA untersucht. Im aktivierten 

Zustand exprimieren PSCs α-SMA, während es im ruhenden Zustand kaum 

nachzuweisen ist (5). Hier wurde eine Immunfluoreszenzfärbung mit einem Erstantikörper 

gegen α-SMA und einem mit dem Farbstoff Alexa Fluor 488 (Alexa 488) gekoppelten 

Zweitantikörper angewendet. Die Zellen wurden dann einzeln unter dem Mikroskop 

analysiert. In diesem Experiment wurden WT- und TRPC1-KO-PSCs unter 

Kontrollbedingungen oder Druck in Abhängigkeit von der Zeit nach der Isolation 

untersucht. 

Der Aufbau des Experiments entspricht dem für die Analyse der Lipidtröpfchen 

beschriebenen (s. 3.5.1), zusätzlich wurden für die Zeitpunkte 0 h, 24 h und 48 h TRPC1-

KO-PSCs untersucht. 
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3.6.1 Immunfluoreszenzfärbung 

Da α-SMA intrazellulär vorliegt, müssen die Zellen permeabilisiert werden. Dafür wurde 

0,2 %-Triton-X-100-Lösung für 10 min verwendet. Unspezifische Bindungsstellen wurden 

durch 45 min Inkubation mit 10 %-Boviner-Serumalbumin-Lösung blockiert. Als nächstes 

wurden die Zellen mit dem Erstantikörper gegen α-SMA (Tabelle 3) inkubiert. Von dieser 

Lösung wurden 20 µl auf Parafilm vorgelegt und die Deckgläschen für 16 h bei 4 °C in 

einer feuchten Kammer bei 100 % Luftfeuchtigkeit gefärbt. Anschließend wurden die 

Zellen für 1 h bei Raumtemperatur mit dem mit Alexa 488 gekoppelten Zweitantikörper 

(Tabelle 3) gefärbt. Als letztes wurden die Deckgläschen mit Einbettmedium, das mit 

DAPI versehen wurde, auf Objektträger eingebettet. Bis zum Trocknen des 

Einbettmediums wurden die Objektträger bei 4 °C aufbewahrt. Zwischen allen Schritten 

wurden die Deckgläschen mehrfach mit PBS gewaschen. 

Tabelle 3: Antikörper für die Immunfluoreszenz 

Verwendung Antikörper Herkunftstier Hersteller 
Verdünnung in 
BSA/PBS

1
 

Erstantikörper Anti-α-SMA Maus Sigma 1:400 

Zweitantikörper 
Anti-Maus, 
Alexa 488-
gekoppelt 

Ziege Invitrogen 1:400 

1
10 %-Bovine-Serumalbumin-PBS-Lösung 

3.6.2 Fluoreszenzmikroskopie und Auswertung 

Für die Auswertung wurde wie bei der Nile Red-Färbung das Mikroskop Axiovert 200 

(Carl Zeiss) mit einem 40er Öl-Objektiv und der RT-SE-Spot-Kamera (Visitron Systems), 

kontrolliert von der MetaVue-Software (Visitron), verwendet. Die verwendeten Filter sind 

in Tabelle 2 beschrieben. Bei jedem Objektträger wurden die Zellen in der DAPI-Färbung 

lokalisiert und 20 Bilder an zufälligen Stellen aufgenommen. Die Belichtungszeit betrug 

7 ms für DAPI und 50 ms mit einem Binning von 1 für α-SMA/Alexa 488.  

Zur Auswertung wurden die komplett abgebildeten Zellen in der Software ImageJ 

umrandet und die projizierte Fläche, die mittlere Intensität und der sogenannte 

Strukturindex bestimmt. Zusätzlich wurde neben jeder Zelle ein Stück Hintergrund 

umrandet und die Intensität dort bestimmt. Aus projizierter Fläche und mittlerer Intensität 

der Zelle abzüglich der Intensität des Hintergrunds wurde die sogenannte 

„Gesamtintensität“ berechnet, die mit der Menge an α-SMA in der Zelle korreliert: 

Gesamtintensität=(Zellintensität-Hintergrundintensität)*Fläche.  

Als sogenannter Strukturindex wurde die „Circularity“ bestimmt: 

Circularity=(4π*Fläche)/Umfang². Die Circularity kann Werte zwischen 0 und 1 annehmen. 
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Je runder eine Zelle ist, desto mehr nähert sich der Wert 1 an. Je mehr Ausläufer die Zelle 

hat bzw. je mehr die Form von einem Kreis abweicht, desto mehr nähert sich der Wert 0 

an (Abbildung 4). 

 

Abbildung 4. Circularity. Die Circularity beschreibt die Struktur und kann Werte zwischen 0 und 1 

annehmen. Eine 1 entspricht dabei einem perfekten Kreis. Wenn die Zelle Ausläufer bildet oder 

ellipsenförmiger wird, nähert sich die Circularity zunehmend 0 an. 

3.7 Zellmigration 

Als funktioneller Marker der Sternzellaktivierung wurde das Migrationsverhalten analysiert. 

Aktivierte PSCs migrieren schneller als ruhende PSCs (7). In diesem Experiment wurde 

das Migrationsverhalten einzelner PSCs unter dem Videomikroskop beobachtet. Die 

Videomikroskopie wurde direkt nach der Isolation oder 72 h später gestartet; es wurden 

PSCs unter Kontrollbedingungen oder Druck verglichen. 

3.7.1 Vorbereitung der Migrationsexperimente 

Für die Migrationsexperimente wurden zuerst Ibidi µ-Slides (µ-Slide I0.6 Luer) mit einer 

2D-Matrix versehen. Die µ-Slides bestehen aus einem in der Mitte gelegenen Kanal mit 

einer Höhe von 600 µm und einem Volumen von 150 µl sowie zwei Reservoirs, die durch 

den Kanal verbunden werden (s. Abbildung 5). Eine Matrix, die der desmoplastischen 

Matrix im PDAC ähnelt, wurde auf Eis hergestellt (Tabelle 4). Von dieser Matrix wurden 

150 µl in den Kanal appliziert und für 2 h im Inkubator zur Polymerisation gelassen. 

Danach wurde die Flüssigkeit im Kanal durch Zellkulturmedium ausgetauscht, indem der 

Kanal zweimal mit 150 µl Medium durchgespült wurde. Dies konnte durch leichtes 

Schräghalten der µ-Slides und direktes Absaugen der Flüssigkeit an der anderen Seite 

unterstützt werden. Die Matrix wurde lichtmikroskopisch auf ihre Intaktheit kontrolliert. 

Für die Experimente wurden die PSCs direkt nach der Isolierung abgelöst und gezählt 

(s. 3.1.2). 15.000 PSCs in 150 µl Zellkulturmedium wurden in die Kanäle der µ-Slides 

gefüllt, wobei das vorhandene Medium entfernt wurde. Nach 2 h Adhäsion im Inkubator 

konnten die Experimente für den Zeitpunkt „0 h“ (insgesamt 6 h nach Start der Isolierung) 
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gestartet werden. Für die Experimente nach 72 h wurden die Reservoire der µ-Slides mit 

PSCs mit je 60 µl Medium aufgefüllt und die µ-Slides entweder für 72 h unter 

Kontrollbedingungen oder in der Druckkammer im selben Inkubator platziert. 

Tabelle 4: Zusammensetzung der Migrationsmatrix 

Substanz Konzentration Volumen Endkonzentration Matrixzusammensetzung 

RPMI 10x 104 g/l 25 µl 10,4 g/l - 

HEPES 10x 100 mM 25 µl 10 mM - 

NaOH 1 M 1,2 µl pH 7,4 - 

H2O - 124 µl - - 

Laminin 1 mg/ml 10 µl 40 µg/ml 4,46 % 

Fibronektin 1 mg/ml 10 µl 40 µg/ml 4,46 % 

Kollagen IV 0,9 mg/ml 1,5 µl 5,4 µg/ml 0,602 % 

Kollagen III 1 mg/ml 3 µl 12 µg/ml 1,34 % 

Kollagen I 4 mg/ml 50 µl 800 µg/ml 89,15 % 

Die aufgeführte Matrix wurde für die Experimente im Verhältnis 1:10 in H2O weiter verdünnt. 

3.7.2 Druckerzeugung und Versuchsaufbau der Migrationsexperimente 

Vor dem Start des Experiments wurde das Zellkulturmedium ausgetauscht, da während 

des Experiments die CO2-Atmosphäre nicht aufrechterhalten werden konnte. Das 

Migrationsmedium bestand aus HCO3
--freiem RPMI-Medium mit 20 mM 2-(4-(2-

Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsäure (HEPES) sowie einem Zusatz von FKS 

und Penicillin/Streptomycin (Tabelle 5). Davon wurden dreimal 100 µl auf einer Seite des 

Kanals appliziert und das alte Medium auf der anderen Seite entfernt, um das Medium 

nahezu komplett zu ersetzen. 

Tabelle 5: Zusammensetzung des Migrationsmediums 

Substanz Hersteller Anteil 

RPMI-1640 modifiziert mit HEPES und Glutamin  Sigma 89 % 

Penicillin G (10000 U/ml)/Streptomycin (10000 µg/ml) Biochrom 1 % 

Fetales Kälberserum GE Healthcare 10 % 

 

Zur Erzeugung des Druckes wurde ein Ende der µ-Slides fest verschlossen (Abbildung 5). 

Am zweiten Ende der µ-Slides wurde mit einem dichten Luer-Lock-Verschluss ein 
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Plastikschlauch angeschlossen, der mit einem mit Medium gefüllten Reservoir in Form 

einer Spritze verbunden war. Diese wurde auf 136 cm Höhe gehängt, wodurch ein Druck 

in Höhe von 100 mmHg aufgebaut wurde. 

 

Abbildung 5. Aufbau der Druckerzeugung für die Migrationsexperimente. Die PSCs wurden in 

den Kanal eines µ-Slides ausgesät. Ein Reservoir wurde fest verschlossen, an das Reservoir auf 

der anderen Seite wurde ein ebenfalls mit Medium gefüllter Schlauch mit einem Druckreservoir am 

Ende angeschlossen und auf 136 cm Höhe gehängt, was einem Druck von 100 mmHg entsprach. 

Die µ-Slides wurden für das Experiment in vorgewärmten Kammern (37 °C) auf inversen 

Durchlichtmikroskopen (Carl Zeiss Axiovert 25 und Carl Zeiss Axiovert 40C) platziert. Es 

wurden 20er und 10er Objektive verwendet. Jeweils 4 Filme wurden parallel 

aufgenommen. Die Mikroskope wurden durch die Programme HiPic und Wasabi 

gesteuert. 

In diesem Aufbau wurde über 24 h jede 10 min ein Bild der PSCs aufgenommen und das 

erzeugte Video ausgewertet. 

3.7.3 Auswertung der Migration 

Für die Auswertung wurden jeweils die ersten 2 h, die mittleren 2 h und die letzten 2 h 

eines Videos ausgewertet, d. h. bei den Filmen nach 0 h die Stunden 0-2, 11-13 und 22-

24; bei den Filmen nach 72 h die Stunden 72-74, 83-85 und 94-96.  

Es wurden pro Film alle migrierenden, adhärenten PSCs ausgewertet. Zur Analyse 

wurden die PSCs im Programm „Amira“ per Hand in jedem Bild umrandet. Die 

entstehenden Daten wurden in der Software ImageJ und einem durch unser Institut 
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erstellten Plug-in weiter analysiert. Der Schwerpunkt der PSCs wurde berechnet und die 

Bewegung in x- und y-Richtung erfasst. Daraus wurde die sogenannte Translokation, also 

die direkte zwischen Start- und Zielpunkt liegende Strecke, sowie die tatsächlich 

zurückgelegte Gesamtstrecke bestimmt (Abbildung 6). Die Geschwindigkeit der PSCs pro 

Intervall ergibt sich aus der Strecke und dem Zeitabstand (10 min) zwischen den Bildern. 

Weiterhin wurde die sogenannte Direktionalität erfasst, die beschreibt, wie gerichtet die 

Migration erfolgt. Die Direktionalität ist der Quotient aus tatsächlich zurückgelegter 

Strecke und Translokation (Direktionalität=Translokation/Tatsächliche Strecke). Auch die 

projizierte Fläche der PSCs und der Strukturindex (s. 3.6.2) wurden erfasst. 

 

Abbildung 6. Auswertung der Migration. Es wurde der Zellschwerpunkt berechnet und die 

Bewegung des Schwerpunkts verfolgt. Die Translokation bezeichnet die grade Strecke zwischen 

Start- und Zielpunkt der Zelle. Die tatsächlich zurückgelegte Strecke wurde verwendet, um die 

Direktionalität und die Geschwindigkeit pro Intervall zu berechnen. 

3.8 Ca2+-Messungen 

Der SOCE ist eine der wichtigsten Quellen des Ca2+-Einstroms in nicht-erregbaren Zellen. 

Inwieweit TRPC1-Kanäle dabei in den PSCs dafür eine Rolle spielen, ist unbekannt. In 

diesem Experiment wurde der SOCE in TRPC1-WT- und TRPC1-KO-PSCs verglichen. 

Mögliche Unterschiede zwischen ruhenden und älteren, aktivierten PSCs sollten 

aufgedeckt werden. Es wurden Messungen der Veränderung der intrazellulären 

Ca2+-Konzentration mit Hilfe des Farbstoffs Fura-2 auf Einzelzellebene durchgeführt. 

Fura-2 ist ein ratiometrischer Ca2+-Farbstoff, reagiert also bei Anregung auf zwei 

verschiedenen Wellenlängen unterschiedlich auf die Anwesenheit von Ca2+. Fura-2 

cheliert Ca2+, dabei zeigt die Ca2+-gebundene Form ihre maximale Emissionsintensität bei 

einer Anregung mit 340 nm, die Ca2+-freie Form bei einer Anregung mit 380 nm. Bildet 

man das Verhältnis der Emissionsintensität bei Anregung mit den zwei verschiedenen 

Wellenlängen, erhält man den Quotienten. Der Quotient korreliert positiv mit der 
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intrazellulären Ca2+-Konzentration und ist weitgehend unabhängig von der Menge an 

Farbstoff und Ausbleichen (43). Für die Beladung der Zellen wurde Fura-2-

Acetoxymethylester (Fura-2-AM) verwendet, hier ist das polare Fura-2 an 

Acetoxymethylester gebunden und kann die Plasmamembran überwinden. In der Zelle 

werden die Acetoxymethylester durch unspezifische Esterasen abgespalten, wodurch 

Fura-2 die Zelle nicht mehr verlassen kann und akkumuliert. 

Die intrazellulären Ca2+-Speicher des ER wurden für die Messung mit Ca2+-freier Lösung 

und 2 µM Thapsigargin entleert. Thapsigargin ist ein nicht-kompetitiver Inhibitor der 

SERCA, die Ca2+ vom Cytosol in das ER pumpt. Blockiert man die SERCA, tritt das Ca2+ 

passiv aus den Speichern aus und kann nicht zurückgepumpt werden. Neben einem 

kurzfristigen Anstieg der cytosolischen Ca2+-Konzentration führt die Entleerung der 

Speicher zu einer Aktivierung der SOC-Kanäle (92). Das erneute Hinzufügen von Ca2+ in 

die extrazelluläre Lösung führt zu einem Anstieg der intrazellulären Ca2+-Konzentration, 

die auf den SOCE zurückzuführen ist. In einem Teil der Experimente wurde der SOCE mit 

10 µM BTP2 geblockt. 

3.8.1 Vorbereitung der Zellen und Aufbau 

Für die Experimente wurden PSCs auf Poly-L-Lysin-beschichteten Glasbodenschalen 

ausgesät. Als ruhende PSCs wurden PSCs der Passage 0 (P0) verwendet. Auf Grund der 

geringen Zellzahl wurden für die Experimente mit den P0-PSCs Einsätze (Ibidi Culture-

Insert 2-Well) verwendet, die eine Fläche von 0,22 cm² auf den Glasbodenschalen 

abgrenzten. Nach der Beschichtung wurden je 8000 PSCs in 70 µl Zellkulturmedium in die 

Einsätze ausgesät und die Schalen im Inkubator platziert. Nach 2 h Adhäsion wurden die 

Schalen mit Medium aufgefüllt. Die Ca2+-Messungen wurden am nächsten Tag 

durchgeführt, direkt vor der Färbung wurden die Einsätze aus den Schalen entfernt. 

Für die Versuche mit den aktivierten PSCs wurde eine Zellkulturschale, die sich für 

mehrere Tage in Passage 1 befand (s. 3.1), auf jeweils 5 Glasbodenschalen ausgesät 

und befand sich somit in Passage 2. Diese PSCs wurden am nächsten Tag gemessen. 

Insgesamt wurden pro Maus für die P0-PSCs 6, für die P2-PSCs 10 Schalen gemessen. 

Die Zellen wurden im Dunkeln mit 1 ml Medium mit 3 µM Fura-2-AM (Stammlösung 

0,5 mM Fura-2-AM in Dimethylsulfoxid (DMSO)) für 30 min im Inkubator gefärbt. Danach 

wurde die Schale einmal mit HEPES-gepufferter modifizierter Ringerlösung (Tabelle 6) 

gewaschen und mit 2 ml Ringerlösung für 10 min im Wärmeschrank inkubiert. 

Die Schalen wurden dann in das Mikroskop (Carl Zeiss Axiovert 200) mit einem 40er Öl-

Objektiv gebracht und die Zellen in der Durchlichtmikroskopie fokussiert. Zum Wechsel 

der Lösungen besaß der Messplatz eine Superfusionseinrichtung aus einem zuführenden 



Methoden   26 

Schlauch, der am Rande der Schale positioniert wurde, und einer Absaugung. Die 

Absaugung wurde so positioniert, dass sich genau 2 ml in der Schale befanden. Um die 

Exzitationswellenlänge zu verändern, wurde ein Polychromator (VisiChrome High Speed 

Polychromator System) verwendet. Es wurde direkt nacheinander mit einer Wellenlänge 

von 340 nm für 260 ms sowie mit einer Wellenlänge von 380 nm für 175 ms belichtet. Die 

Emission wurde mit einem Strahlteiler ab 400 nm und einem Emissionsfilter mit 510 nm 

von der pco.edge-Kamera aufgezeichnet. Die Emission wurde bei 510 nm mit einem 

Binning von 2 aufgezeichnet. Das Akquisitionsintervall betrug 10 s. Die Software VisiView 

diente der Steuerung des gesamten Aufbaus. 

3.8.2 Ablauf der Messung 

Die komplette Messung wurde bei 37 °C durchgeführt. Die verwendeten Lösungen sind in 

Tabelle 6 beschrieben, die Ionenkonzentrationen der Lösungen wurden jeweils überprüft. 

Die PSCs wurden mit Ringerlösung superfundiert, bis der Quotient nach wenigen Minuten 

auf einem Plateau war. Dann wurden die PSCs mit 0 mM-Ca2+-Lösung mit 1 mM 

Ethylenglycol-bis(aminoethylether)-N,N,N′,N′-tetraessigsäure (EGTA, einem Ca2+-

Chelator) für 4 min superfundiert, um das Ca2+ aus der extrazellulären Lösung zu 

entfernen. Die Superfusion wurde dann pausiert und Thapsigargin mit 0 mM-Ca2+-Lösung 

vorsichtig hinzu pipettiert. Dies ergab eine Thapsigargin-Konzentration von 2 µM 

(DMSO-Konzentration von 0,2 %) in der Schale (Tabelle 7). Die Schale wurde für 7 min 

inkubiert, die Reaktion aufgezeichnet und auf 2 ml abgesaugt (s. Abbildung 20). Danach 

wurde eine Ca2+-Konzentration von 2 mM und eine Thapsigargin-Konzentration von 

weiterhin 2 µM in der Schale hergestellt. Es wurde 5 mM- Ca2+-Lösung mit Thapsigargin 

hinzu pipettiert, die freie Ca2+-Konzentration von 2 mM ergibt sich aus der Konzentration 

von 0,5 mM EGTA und der Ca2+-Konzentration von 2,5 mM, da nahezu das komplette 

EGTA in Ca2+-gebundener Form vorlag. Dies wurde rechnerisch mit Hilfe des 

Programmes „Maxchelator“ (CA-EGTA-Calculator v1.3) überprüft (13). Zusätzlich wurde 

dies für jede Lösung experimentell überprüft. Die Reaktion wurde entweder für weitere 

8 min aufgezeichnet oder es wurde nach 3 min mit 10 µM BTP2 (DMSO-Konzentration 

0,3 %) geblockt und die Messung weitere 3 min durchgeführt. Hierfür wurde 

2 mM-Ca2+-Lösung mit Thapsigargin und BTP2 hinzugegeben. 
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Tabelle 6: Lösungen für die Ca
2+

-Messungen 

Substanz Konzentration    

 Ringerlösung 
0 mM-Ca

2+
-

Lösung 
2 mM-Ca

2+
-

Lösung 
5 mM-Ca

2+
-

Lösung 

NaCl 122,5 mM 122,5 mM 122,5 mM 122,5 mM 

KCl 5,4 mM 5,4 mM 5,4 mM 5,4 mM 

MgCl2 0,8 mM 0,8 mM 0,8 mM 0,8 mM 

HEPES 10 mM 10 mM 10 mM 10 mM 

NaOH pH 7,4 bei 37 °C pH 7,4 bei 37 °C pH 7,4 bei 37 °C pH 7,4 bei 37 °C 

CaCl2 1,2 mM - 2 mM 5 mM 

EGTA - 1 mM - - 

Glucose 5,5 mM - - - 

 

Tabelle 7: Substanzen für die Ca
2+

-Messungen 

Substanz 
Konzentration der 
Stammlösung 

Lösungsmittel 
Substanzkonzentration 
bei Messung 

Thapsigargin (abcam) 1 mM DMSO 2 µM 

BTP2 (abcam) 10 mM DMSO 10 µM 

3.8.3 Auswertung 

Für die Auswertung wurde ein möglichst großer Bereich mit ausreichender Intensität unter 

Aussparung des Zellkerns in jeder Zelle in der VisiView-Software markiert (Abbildung 7). 

Zusätzlich wurde eine Region des Hintergrunds markiert. Von den gemessenen 

Intensitäten bei Anregung mit 340 nm bzw. 380 nm wurde jeweils die Intensität des 

Hintergrunds subtrahiert, um mögliche Schwankungen der Helligkeit auszugleichen. Der 

Verlauf jeder einzelnen Zelle wurde in Microsoft Excel ausgewertet und der Quotient 

bestimmt: Quotient=Intensität340 nm/Intensität380 nm. 
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Abbildung 7. Auswertung der Ca
2+

-Messungen. Bild des Quotienten der Emissionen bei 

Exzitation mit 340 nm bzw. 380 nm in P2-PSCs bei den Ca
2+

-Messungen. Hell gelb leuchtende 

Bereiche besitzen einen hohen, violette Bereiche einen niedrigen Quotienten. Zwei PSCs sind 

beispielhaft wie für die Auswertung markiert. 

Für die weitere Auswertung wurden die Zellen berücksichtigt, die nicht bedeutend von der 

üblichen PSC-Morphologie abwichen, die eine Mindestintensität von 10 aufwiesen und 

deren Kurvenverlauf nicht grob vom üblichen Verlauf abwich. Wurden Zellen abgespült 

oder gerieten aus dem Fokus, wurden sie bis zu diesem Zeitpunkt ausgewertet. 

Zuerst wurde der Quotient in „Ruhe“, also bei Erreichen des Plateaus bei Superfusion mit 

Ringerlösung, bestimmt. Hierfür wurde der Mittelwert aus 5 Bildern, also aus 50 s 

Messung, vor Lösungswechsel zur 0 mM-Ca2+-Lösung gebildet. Dieser Ruhewert diente 

als Grundlage zur Normalisierung der weiteren Quotientenwerte der folgenden 

Auswertung: normalisierter Quotient=Quotientaktuell/QuotientRuhe. Zur Auswertung der 

Menge an Ca2+ in den intrazellulären Speichern wurde der Peak des normalisierten 

Quotienten bei Zugabe von Thapsigargin beurteilt. Das Maximum des Peaks wurde als 

Mittelwert über 30 s um den höchsten Wert angegeben. Weiterhin wurde die Differenz 

(„Delta“) zwischen dem Maximum des Peaks und des Mittelwerts direkt vor Beginn des 

Anstiegs bestimmt. Zusätzlich wurde die Form des Peaks verglichen. Die Kurvenverläufe 

aller Zellen wurden so übereinander gelegt, dass sich der Beginn des Anstiegs bei 

Thapsigargin-Zugabe am selben Zeitpunkt befand. Für jeden Zeitpunkt wurde ein 

Mittelwert über alle Zellen gebildet. Die Auswertung des SOCEs erfolgte analog, indem 

der Peak bei Zugabe von 2 mM Ca2+ nach Entleerung der Speicher analysiert wurde. 

Auch hier wurden das Maximum des Peaks, das Delta und der Verlauf der Kurven 

analysiert. Zusätzlich wurde die Fläche unter der Kurve (AUC) über 6 min ab Beginn des 

Anstiegs ausgewertet. Die AUC wurde nur für die Schalen ohne BTP2 bestimmt. 
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3.9 Statistik und graphische Darstellung 

Die Daten wurden mit Hilfe von Microsoft Excel 2010 gesammelt und statistisch mit Origin 

8 Pro ausgewertet. Für die statistische Auswertung wurden alle Messpunkte als 

unabhängig angesehen. Werte im Fließtext werden als arithmetisches 

Mittel ± Standardfehler oder als Median angegeben. 

Die Darstellung mittels Boxplot zeigt das 0,25-Quantil, den Median als Strich innerhalb der 

Box und das 0,75-Quantil. Die Whisker umfassen den letzten Wert, der innerhalb des 

1,5-fachen Interquartilsabstand liegt. Die einzelnen Messwerte sind mit einem Symbol 

aufgeführt. In Balken- und Liniendiagrammen wird das arithmetische Mittel angegeben, 

die Fehlerbalken stellen den Standardfehler des arithmetischen Mittels dar. In Graphiken 

wird ein signifikanter Unterschied mittels „*“ gekennzeichnet, nicht signifikante 

Unterschiede von entscheidendem Interesse mittels „ns“. Die Anzahl an verschiedenen 

Mäusen pro Gruppe wird mit N angegeben, die Anzahl an einzelnen Messpunkten mit n. 

Als Signifikanzniveau wurde 0,05 gewählt, Unterschiede mit einem p-Wert<0,05 wurden 

als statistisch signifikant angesehen. Zuerst wurden die Daten mittels Shapiro-Wilk-Test 

und Analyse der Histogramme auf Normalverteilung untersucht. Zum Vergleich nicht-

normalverteilter Daten wurde bei ungepaarten Proben der Mann-Whitney-U-Test 

verwendet. Bei Experimenten mit gepaarten Messwerten (bei der Auswertung der 

Migrationsexperimente einer Gruppe zwischen verschiedenen Zeitpunkten) wurde der 

Wilcoxon-Vorzeichen-Test verwendet. Bei ungepaarten, normalverteilten Daten wurde der 

t-Test verwendet. Wurden mehrere Stichproben an einem Zeitpunkt verglichen (bei den 

Ca2+-Messungen und bei der α-SMA-Färbung), wurde bei nicht-normalverteilten Daten 

zuerst der Kruskal-Wallis-Test angewandt und als Post-Hoc-Test zwischen vorher 

festgelegten Gruppen der Mann-Whitney-U-Test. Das Signifikanzniveau wurde in diesen 

Fällen mittels Bonferroni-Holm-Prozedur angepasst. Bei normalverteilten Daten wurde 

eine einfaktorielle Varianzanalyse mittels ANOVA und als Post-Hoc-Test der t-Test mit 

Anpassung des Signifikanzniveaus mittels Bonferroni-Holm-Prozedur verwendet.  
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4 Ergebnisse 

4.1 Beschleunigung des Verlustes von Lipidtröpfchen durch 

Druck 

Um zu untersuchen, inwiefern Druck die Aktivierung ruhender PSCs beschleunigt, wurden 

die Lipidtröpfchen der PSCs analysiert. Ruhende PSCs weisen eine hohe Anzahl an 

Vitamin-A-haltigen Lipidtröpfchen auf, die im Zuge der Aktivierung verloren gehen. Für 

dieses Experiment wurden WT-PSCs für die Zeit des Versuches entweder 

Kontrollbedingungen oder Druck von 100 mmHg ausgesetzt. Kurz nach dem Aussäen 

(„0 h“) sowie nach 24 h, 48 h, 72 h und 120 h wurden Deckgläschen entnommen, fixiert 

und Zellkerne mit DAPI sowie Lipidtröpfchen mit Nile Red gefärbt. Die PSCs wurden unter 

dem Fluoreszenzmikroskop qualitativ analysiert: PSCs mit deutlichen perinukleären 

Lipidtröpfchen wurden als „Nile Red-positiv“, die anderen PSCs als „Nile Red-negativ“ 

bezeichnet. 

In Abbildung 8 sind repräsentative Bilder der Fluoreszenzmikroskopie dargestellt; die 

Lipidtröpfchen sind rot, die Zellkerne blau gefärbt. Bei 0 h sind die Lipidtröpfchen direkt 

um den Zellkern lokalisiert, groß und teilweise schwer zu erkennen. Nach 24 h zeigt sich 

der größte Anteil der PSCs mit gut sichtbaren Lipidtröpfchen. Unter Kontrollbedingungen 

sind mehr Lipidtröpfchen-haltige PSCs als unter Druck nachweisbar. Danach nimmt die 

Anzahl an Lipidtröpfchen ab, nach 120 h sind nur noch wenige PSCs Lipidtröpfchen-

haltig. Zusätzlich nehmen die Größe der Zellen und der Zellkerne deutlich zu. 
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Abbildung 8. Repräsentative Ausschnitte der Nile Red-Färbung. Lipidtröpfchen sind mit Nile 

Red in rot dargestellt, Zellkerne mit DAPI in blau. Bei 24 h zeigen sich die meisten PSCs mit 

deutlich sichtbarer perinukleärer Färbung, nach 120 h hat dies deutlich abgenommen. 

In Abbildung 9 ist der Anteil an Nile Red-positiven PSCs pro Deckgläschen dargestellt. 

Kurz nach der Isolation, zum Zeitpunkt 0 h, sind im Median nur 28,6 % der PSCs Nile 

Red-positiv. Dieser Anteil ist nach 24 h deutlich angestiegen und beträgt im Median für die 

PSCs unter Kontrollbedingungen 59,8 % und unter Druck 38,7 %. Der Anteil fällt über den 

weiteren Zeitpunkten wieder ab. Ausnahme ist ein geringer, nicht signifikanter Anstieg bei 

48 h für die PSCs unter Druck. Nach 120 h sind nur noch 25,1 % (Kontrolle) bzw. 27,1 % 

(Druck) der PSCs Nile Red-positiv. Dies spricht für eine zunehmende druckunabhängige 

Aktivierung der PSCs über die Zeit zumindest zwischen 24 h und 120 h. 
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Deutlich weniger PSCs unter Druck sind gegenüber Kontrollbedingungen nach 24 h Nile 

Red-positiv. PSCs unter Druck werden innerhalb der ersten 24 h nach Isolation also 

schneller aktiviert. Zu den späteren Zeitpunkten gibt es jedoch keine Unterschiede 

zwischen den Gruppen mehr. 

 

Abbildung 9. Auswertung der Nile Red-Färbung. Anteil Nile Red-positiver PSCs (PSCs mit 

Lipidtröpfchen) pro Deckgläschen. Der Anteil der Nile Red-positiven PSCs nimmt von 0 h auf 24 h 

zu, danach nimmt der Anteil bis 120 h wieder ab. Nach 24 h sind unter Druck weniger PSCs 

Nile Red-positiv als unter Kontrollbedingungen. N(0-72 h)=4-5, N(120 h)=3; n(0-72 h)=5-9, 

n(120 h)=3-4. 

4.2 α-SMA-Färbung 

Als nächstes wurde die Expression von α-SMA untersucht, einem weiteren gut etablierten 

Marker der PSC-Aktivierung. Werden die PSCs aktiviert, exprimieren sie vermehrt α-SMA. 

Hier wurden sowohl WT- als auch TRPC1-KO-PSCs untersucht, um die Rolle der TRPC1-

Kanäle in der Aktivierung der ruhenden PSCs durch Druck zu analysieren. Wie bei den 

Experimenten mit Nile Red wurden die PSCs für die Zeit des Versuches entweder 

Kontrollbedingungen oder Druck von 100 mmHg ausgesetzt. Nach definierten Zeitpunkten 

kurz nach dem Aussäen („0 h“) sowie nach 24 h, 48 h, 72 h und 120 h wurden Deckgläser 

entnommen, fixiert und mit DAPI sowie gegen α-SMA gefärbt. 

In Abbildung 10 sind repräsentative Bilder aus der Färbung dargestellt. α-SMA ist grün 

gefärbt, Zellkerne sind mit DAPI in blau gefärbt. Während kurz nach der Isolation am 
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Zeitpunkt 0 h nur eine minimale Färbung zu erkennen ist, nimmt diese über die Zeit 

deutlich zu. Nach 48 h sind PSCs mit der typischen Struktur von Aktinfasern im 

Zellinneren erkennbar, nach 120 h besitzt der Großteil der PSCs diese Struktur. Die PSCs 

werden über die Zeit deutlich größer und breiten sich mehr aus. Unter Druck ist die 

Intensität nach 24 h höher als unter Kontrollbedingungen. 

 

Abbildung 10. Repräsentative Ausschnitte der Färbung für α-SMA. α-SMA ist mittels 

Immunfluoreszenz grün gefärbt, Zellkerne sind mit DAPI blau gefärbt. Direkt nach der Isolation 

(0 h) ist nur eine minimale Färbung zu erkennen, die Intensität nimmt über die Zeit deutlich zu. 

Nach 48 h ist die typische Morphologie der Aktinfasern zu erkennen. Nach 120 h wird dies noch 

sichtbar deutlicher. Bei 24 h ist die Intensität unter Druck gegenüber der Kontrolle erhöht. 
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4.2.1 Vermehrte α-SMA-Fluoreszenz durch Druck nur in WT-PSCs 

In der Quantifizierung in Abbildung 11 wird die Gesamtintensität (s. 3.6.2) als Marker der 

α-SMA-Expression gezeigt. Die Intensität des gefärbten α-SMA steigt im Zeitverlauf stark 

an, weswegen eine logarithmische Skalierung der y-Achse gewählt wurde. Zu Beginn 

beträgt die Gesamtintensität im Median 9,7. Sie steigt in der Kontrolle nach 120 h auf das 

26-fache auf 253,2 an, unter Druck bis auf das 23-fache nach 72 h mit 221,4. Wie bei den 

Nile Red-Experimenten werden die PSCs über die Zeit zunehmend aktiviert. 

Im Vergleich zwischen Kontrolle und Druck ist die α-SMA-Gesamtintensität unter Druck 

nach 24 h und 48 h mit einem Median von 32,1 bzw. 86,4 deutlich höher als unter 

Kontrollbedingungen mit einem Median von 15,6 bzw. 41,0. Nach 72 h und 120 h findet 

sich dieser Unterschied zwischen Kontrolle und Druck nicht mehr. Dies spricht dafür, dass 

bei den frühen Zeitpunkten bis 48 h nach der Isolation die PSCs unter Druck stärker bzw. 

schneller aktiviert sind als die PSCs unter Kontrollbedingungen. 

 

Abbildung 11. Gesamtintensität der α-SMA-Färbung in WT-PSCs. Die Intensität nimmt über die 

Zeit unter Kontrollbedingungen und unter Druck zu. Die Intensität ist unter Druck bei 24 h und 48 h 

höher, dieser Unterschied ist bei späteren Zeitpunkten nicht mehr vorhanden. Auf Grund der 

großen Intensitätsunterschiede ist die y-Asche logarithmisch skaliert. N(0-48 h)=4-5, N(72-

120 h)=3; n=104-347. 
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Um den Einfluss des TRPC1-Kanals auf die frühe Aktivierung zu untersuchen, wurden 

Experimente mit den TRPC1-KO-PSCs für Zeitpunkte bis 48 h durchgeführt. Die 

Untersuchung späterer Zeitpunkte erschien wegen des fehlenden Unterschieds in den 

WT-PSCs nicht sinnvoll. In Abbildung 12 werden die in der vorherigen Abbildung 

dargestellten Werte für die WT-PSCs um die Werte für die TRPC1-KO-PSCs ergänzt. 

Nach 24 h ist kein Unterschied zwischen Kontrolle und Druck in den TRPC1-KO-PSCs 

festzustellen (Median 18,7 bzw. 19,2). Nach 48 h ist die Intensität in den TRPC1-KO-

PSCs unter Druck sogar niedriger als bei den TRPC1-KO-PSCs unter 

Kontrollbedingungen (Median 36,7 bzw. 68,7). Druck führt somit in den TRPC1-KO-PSCs, 

im Gegensatz zu den WT-PSCs, nicht zu einer vermehrten α-SMA-Intensität und damit 

nicht zu einer vermehrten Aktivierung. 

 

Abbildung 12. Gesamtintensität der α-SMA-Färbung in WT- und TRPC1-KO-PSCs. Während 

nach 24 h und 48 h die WT-PSCs unter Druck eine höhere Intensität aufweisen, ist bei den 

TRPC1-KO-PSCs nach 24 h kein Unterschied zwischen Kontrolle und Druck festzustellen. Nach 

48 h zeigt sich in den TRPC1-KO-PSCs sogar eine höhere Intensität in der Kontrolle. Am Start der 

Messung ist die Intensität in den WT- gegenüber den TRPC1-KO-PSCs höher. Die Intensitäten der 

WT-PSCs sind aus Abbildung 11 erneut dargestellt. N(WT)=4-5, N(KO)=3; n=183-347. 

Im Vergleich von WT-PSCs und TRPC1-KO-PSCs zeigt sich, dass die Gesamtintensität 

bei 0 h bei den WT-PSCs mit 9,7 etwa zweifach höher als die der TRPC1-KO-PSCs mit 
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einem Median von 4,3 liegt. Unter Kontrollbedingungen weisen die WT-PSCs nach 24 h 

eine minimal niedrigere Intensität als die TRPC1-KO-PSCs (Median 15,6 bzw. 18,7) auf, 

während nach 48 h kein Unterschied besteht. Unter Druck weisen die WT-PSCs sowohl 

nach 24 h als auch nach 48 h eine deutlich höhere Intensität als die TRPC1-KO-PSCs 

auf. Nur WT-PSCs sind also vermehrt durch Druck aktivierbar.  

Zusammenfassend führt Druck nur in WT-PSCs, jedoch nicht in TRPC1-KO-PSCs, zu 

einer vermehrten α-SMA-Färbung und somit zu einer vermehrten Aktivierung. 

4.2.2 Kleinere und rundere PSCs bei TRPC1-KO 

Neben der Intensität wurde die Morphologie der PSCs in der α-SMA-Färbung beurteilt. 

Die projizierte Fläche der WT-PSCs nimmt über die Zeit zwischen 0 h und 120 h 

kontinuierlich zu (Abbildung 13A). Am Start sind die PSCs 131,3 ± 8,5 µm² groß. Sie 

breiten sich deutlich bis auf 2849,0 ± 213,2 µm² in der Kontrolle bzw. 2651,2 ± 169,0 µm² 

unter Druck aus. Die projizierte Fläche unterscheidet sich zwischen PSCs unter 

Kontrollbedingungen und Druck nicht. 

Auch TRPC1-KO-PSCs unter Kontrollbedingungen und Druck unterscheiden sich nicht 

(Abbildung 13B). Allerdings sind TRPC1-KO-PSCs kleiner als die entsprechenden 

WT-PSCs. Bei 0 h sind die TRPC1-KO-PSCs 96,4 ± 13,9 µm² groß, nach 24 h 

510,5 ± 21,3 µm² (Kontrolle) bzw. 532,9 ± 25,4 µm² (Druck) groß, wohingegen die 

WT-PSCs nach 24 h 683,6 ± 30,3 µm² (Kontrolle) bzw. 732,5 ± 29,4 µm² (Druck) groß 

sind. Nach 48 h unterscheiden sich WT- und TRPC1-KO-PSCs nicht mehr signifikant. 
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Abbildung 13. Projizierte Fläche pro Zelle in der Färbung für α-SMA. A: In den WT-PSCs 

nimmt die Fläche über die Zeit zu. PSCs unter Kontrollbedingungen und Druck unterscheiden sich 

nicht. B: Vergleich von WT- und TRPC1-KO-PSCs: Die Werte für den WT entsprechen denen in A. 

Auch in den TRPC1-KO-PSCs nimmt die Fläche über die Zeit zu. Bei 0 h und nach 24 h sind die 

TRPC1-KO-PSCs kleiner als die WT-PSCs. PSCs unter Druck und Kontrollbedingungen 

unterscheiden sich in den TRPC1-KO-PSCs nicht. N(0-48 h WT)=4-5, N(72-120 h)=3, N(KO)=3; 

n=104-347. 

Zur Beurteilung der Form der PSCs wurde der Strukturindex „Circularity“ (s. 3.6.2) 

verwendet. Komplett runde Zellen haben einen Wert von 1, je mehr die Zellen von der 

Kreisform abweichen und sich verzweigen, desto mehr nähert sich der Wert 0 an. In den 

WT-PSCs wird der Strukturindex mit zunehmender Zeit kleiner, die PSCs verändern ihre 

Form von rundlich hin zu ausgebreitet und verzweigt (Abbildung 14A). Er beträgt bei 0 h 
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0,82 ± 0,01, nach 120 h 0,31 ± 0,02 unter Kontrollbedingungen bzw. 0,31 ± 0,02 unter 

Druck. PSCs unter Kontrollbedingungen und Druck unterscheiden sich nicht. Auch die 

TRPC1-KO-PSCs werden im Laufe der Zeit weniger rundlich. Beim Vergleich von WT- 

und TRPC1-KO-PSCs (Abbildung 14B) fällt auf, dass die TRPC1-KO-PSCs zu allen 

beobachteten Zeitpunkten einen höheren Strukturindex als die WT-PSCs aufweisen, 

insgesamt also rundlicher sind. Nach z. B. 24 h unter Kontrollbedingungen weisen die 

WT-PSCs einen Strukturindex von 0,60 ± 0,01, die TRPC1-KO-PSCs von 0,69 ± 0,01 auf. 

 

Abbildung 14. Strukturindex in der Färbung für α-SMA. A: In den WT-PSCs nimmt der 

Strukturindex über die Zeit unter Kontrollbedingungen und Druck ab. B: Vergleich von WT- und 

TRPC1-KO-PSCs: Die Werte für den WT entsprechen denen in A. Auch in den TRPC1-KO-PSCs 

nimmt der Strukturindex über die Zeit ab. TRPC1-KO-PSCs weisen einen höheren Strukturindex 

als WT-PSCs auf. N(0-48 h WT)=4-5, N(72-120 h)=3, N(KO)=3; n=104-347. 
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Zusammenfassend nimmt die projizierte Fläche im Zeitverlauf in allen Gruppen zu und die 

PSCs verändern ihre Form von rundlich zu der „sternförmigen“ Form. TRPC1-KO-PSCs 

sind sowohl unter Kontrollbedingungen als auch unter Druck kleiner und rundlicher als die 

WT-PSCs. 

4.3 Migration 

Nachdem in der frühen Phase der Aktivierung bei den morphologischen Markern ein 

Unterschied zwischen Kontrollbedingungen und Druck erkennbar war, sollte die Funktion 

der PSCs untersucht werden. Aktivierte PSCs migrieren schneller als ruhende PSCs, 

weswegen primär die Geschwindigkeit im Fokus steht. Zusätzlich ist die 

Migrationsfähigkeit für die pathophysiologische Funktion der PSCs im PDAC relevant. Für 

dieses Experiment wurden die PSCs auf einer dem desmoplastischen Stroma ähnlichen 

Matrix ausgesät. Die PSCs wurden dann direkt oder nach 72 h Inkubation unter 

Kontrollbedingungen bzw. Druck analysiert. Sie wurden dann für 24 h mit dem 

Videomikroskop beobachtet. Die ersten 2 h, die mittleren 2 h und die letzten 2 h des Films 

wurden ausgewertet. Für die gesamte Dauer des Experiments wurden die PSCs entweder 

Kontrollbedingungen oder 100 mmHg Druck ausgesetzt. 

4.3.1 Stärkerer Anstieg der Geschwindigkeit unter Druck 

Die Geschwindigkeit der PSCs in jedem Intervall sowie der Geschwindigkeitszuwachs (Δ) 

der PSCs zwischen Start und Ende der Messung ist in Abbildung 15 dargestellt. Frisch 

isolierte PSCs werden in der beobachteten Zeit bis 24 h durchgehend schneller. Die 

Geschwindigkeit verdreifacht sich in etwa von 0,07 ± 0,01 µm/min (Kontrolle) bzw. 

0,07 ± 0,01 µm/min (Druck) bei 0 h bis auf 0,18 ± 0,02 µm/min (Kontrolle) bzw. 

0,23 ± 0,02 µm/min (Druck) (Abbildung 15A). Der Geschwindigkeitszuwachs ist in den 

PSCs unter Druck höher: Zwischen Start und Ende der Messung steigt die 

Geschwindigkeit in den PSCs unter Kontrollbedingungen um 0,11 ֺ± 0,02 µm/min, in den 

PSCs unter Druck um 0,16 ± 0,02 µm/min an (Abbildung 15B). Im Vergleich der absoluten 

Geschwindigkeit zeigt sich kein signifikanter Unterschied zwischen Druck und Kontrolle, 

allerdings haben die PSCs unter Druck eine Tendenz zur höheren Geschwindigkeit. 

Bei Start des Migrationsexperiments nach 72 h sind die PSCs mit 0,15 ± 0,01 µm/min 

(Kontrolle) bzw. 0,13 ± 0,02 µm/min (Druck) (Abbildung 15C) überraschenderweise 

langsamer als am Ende der Messung nach 24 h. Die PSCs werden auch hier über die Zeit 

deutlich schneller und sind in der Mitte des Beobachtungszeitraums nahe ihrer 

Maximalgeschwindigkeit, die höher als die Geschwindigkeit der PSCs nach 24 h ist. Sie 

beträgt am Ende des Beobachtungszeitraums nach 96 h 0,29 ± 0,02 µm/min (Kontrolle) 
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bzw. 0,34 ± 0,04 µm/min (Druck). Der Geschwindigkeitszuwachs ist in den PSCs unter 

Druck höher: Zwischen Start und Ende der Messung steigt die Geschwindigkeit in den 

PSCs unter Kontrollbedingungen um 0,14 ֺ± 0,01 µm/min, in den PSCs unter Druck um 

0,21 ± 0,03 µm/min an (Abbildung 15D). 

 

Abbildung 15. Geschwindigkeit der PSCs. A: Absolute Geschwindigkeit direkt nach der 

Isolation. B: Geschwindigkeitsanstieg zwischen 0 h und 24 h. C: Absolute Geschwindigkeit nach 

72 h. D: Geschwindigkeitsanstieg zwischen 72 h und 96 h. Die Geschwindigkeit nimmt über die 

Zeit zu, wobei die PSCs nach 72 h, bis auf den ersten Messpunkt, schneller sind als die frisch 

isolierten PSCs. PSCs unter Druck sind im Vergleich mit PSCs unter Kontrollbedingungen 

tendenziell schneller. Im Vergleich des Anstiegs der Geschwindigkeit zeigt sich, dass diese unter 

Druck stärker ansteigt. N=3; n=27-33. 
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Auch die Translokation, die direkte zwischen Start- und Zielpunkt liegende Strecke (s. 

Abbildung 6), nimmt bei den frisch isolierten PSCs über die Zeit zu. Sie steigt von 

2,98 ± 0,53 µm (Kontrolle) bzw. 4,17 ± 0,47 µm (Druck) am Start auf 6,47 ± 1,36 µm 

(Kontrolle) bzw. 7,51 ± 1,03 µm (Druck) am Ende der Messung (Abbildung 16A). Dieser 

Anstieg ist weniger deutlich als der der Geschwindigkeit. Dies erklärt sich in Abbildung 

17A, die die Direktionalität darstellt: Die Direktionalität wird aus der Translokation geteilt 

durch die tatsächlich zurückgelegte Strecke berechnet und gibt an, wie gerichtet Zellen 

migrieren. Die Direktionalität der Bewegung ist am Startpunkt der Messung (mit 

0,42 ± 0,05 unter Kontrollbedingungen bzw. 0,67 ± 0,05 unter Druck) höher als in der 

Mitte und am Ende der Messung (mit 0,33 ± 0,04 unter Kontrollbedingungen bzw. 

0,32 ± 0,03 unter Druck). Gegen Ende der Messung bewegen sich die PSCs also 

schneller, aber weniger gerichtet. Die PSCs am Start der Messung bewegen sich unter 

Druck weiter als die PSCs unter Kontrollbedingungen, auch wenn die zurückgelegte 

Distanz nur klein ist. An den weiteren Zeitpunkten lässt sich kein Unterschied bei der 

Translokation oder der Direktionalität zwischen Kontrollbedingungen und Druck der frisch 

isolierten PSCs feststellen. 

Nach 72 h liegt die Translokation insgesamt höher als bei den frisch isolierten PSCs, was 

gut zu den ebenfalls höheren Geschwindigkeiten passt (Abbildung 16B). Es gibt einen 

Trend zu abnehmender Direktionalität über den Beobachtungszeitraum und zunehmender 

Translokation, der allerdings weniger deutlich als bei den frisch isolierten PSCs ausfällt 

(Abbildung 17B). Die Translokation unterscheidet sich zwischen Kontrollbedingungen und 

Druck nicht. Die Direktionalität unterscheidet sich nur im letzten beobachteten 

Zeitabschnitt zwischen Kontrollbedingungen und Druck, mit einer höheren Direktionalität 

von 0,50 ± 0,05 in der Kontrolle gegenüber 0,33 ± 0,03 unter Druck. 
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Abbildung 16. Translokation der PSCs. A: direkt nach der Isolation. B: nach 72 h. Die 

Translokation steigt über die Zeit an, wobei sich die PSCs nach 72 h weiter bewegen als die frisch 

isolierten PSCs. Die frisch isolierten PSCs bewegen sich im Vergleich von Kontrollbedingungen 

und Druck am ersten Messpunkt unter Druck weiter, im Rest der Messungen unterscheidet sich die 

zurückgelegte Strecke nicht. N=3; n=27-33. 

 

Abbildung 17. Direktionalität der PSCs. A: direkt nach der Isolation. B: nach 72 h. Die 

Direktionalität fällt in den frisch isolierten PSCs zwischen Anfang und Mitte der Messung ab. In der 

Gruppe nach 72 h zeigt sich eine leicht über die Zeit abfallende Direktionalität. Im Vergleich von 

Kontrollbedingungen und Druck zeigt sich am ersten Messpunkt der frisch isolierten PSCs eine 

höhere Direktionalität unter Druck. N=3; n=27-33. 

A B

A B
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Zusammenfassend bewegen sich die PSCs über die Zeit schneller und weiter, was für 

eine zunehmende Aktivierung der PSCs spricht. Die PSCs unter Druck zeigen einen 

höheren Geschwindigkeitszuwachs, was für eine verstärkte Aktivierung spricht. 

4.3.2 Kleinere Fläche der PSCs unter Druck 

Neben der Analyse der Migration werden die Form und projizierte Fläche der PSCs in den 

Migrationsexperimenten beurteilt. 

Die frisch isolierten PSCs werden über die Zeit größer, von 383,1 ± 40,2 µm² (Kontrolle) 

bzw. 294,1 ± 25,2 µm² (Druck) auf 864,3 ± 115,2 µm² (Kontrolle) bzw. 701,1 ± 73,1 µm² 

(Druck) (Abbildung 18A). PSCs unter Kontrollbedingungen und PSCs unter Druck sind 

gleich groß mit einer Tendenz zu größeren PSCs unter Kontrollbedingungen. 

Nach 72 h sind die PSCs deutlich größer als die frisch isolierten PSCs. Die projizierte 

Fläche steigt über die Zeit weiter an, von 2648,5 ± 214,4 µm² (Kontrolle) bzw. 

1920,7 ± 242,0 µm² (Druck) auf 3111,3 ± 246,1 µm² (Kontrolle) bzw. 2848,8 ± 378,8 µm² 

(Druck) (Abbildung 18B). Dabei sind die PSCs zu Anfang und zur Mitte der Beobachtung 

unter Kontrollbedingungen größer als unter Druck. 

 

Abbildung 18. Projizierte Fläche der PSCs. A: direkt nach der Isolation. B: nach 72 h. Die PSCs 

werden über die Zeit größer, wobei die PSCs nach 72 h deutlich größer als die frisch isolierten 

sind. Zwischen Druck und Kontrolle zeigt sich in der Gruppe der frisch isolierten kein signifikanter 

Unterschied, in der Gruppe nach 72 h sind die PSCs unter Kontrollbedingungen am Anfang der 

Messung größer. N=3; n=27-33. 

A B
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Der Strukturindex fällt über die Zeit, die PSCs werden weniger rundlich (Abbildung 19). 

Nach 24 h sind die PSCs in der Kontrolle mit einem Strukturindex von 0,42 ± 0,04 

rundlicher als unter Druck mit 0,32 ± 0,03 (Abbildung 19A). 

Nach 72 h sind die PSCs mit einem Strukturindex von 0,14 ± 0,01 (Kontrolle) bzw. 

0,19 ± 0,02 (Druck) deutlich weniger rund als die frisch isolierten PSCs (Abbildung 19B). 

Der Strukturindex sinkt auch dort vom Start der Messung zu den beiden anderen 

Messpunkten ab. Die PSCs unter Druck sind gegensätzlich zur Messung nach 24 h 

rundlicher als die PSCs unter Kontrollbedingungen, allerdings ist der Unterschied nur 

gering. 

 

Abbildung 19. Strukturindex der PSCs. A: direkt nach der Isolation. B: nach 72 h. Der 

Strukturindex fällt über die Zeit ab, die PSCs werden weniger rundlich. Nach 72 h sind die PSCs 

deutlich weniger rund als die frisch isolierten PSCs. Die frisch isolierten PSCs sind in der Kontrolle 

gegenüber PSCs unter Druck nach 24 h runder. Nach 72 h sind die PSCs unter Druck jedoch 

runder, wobei der Unterschied nur klein ist. N=3; n=27-33. 

Zusammenfassend werden die PSCs über die Zeit größer und der Strukturindex nimmt 

ab, die PSCs ähneln morphologisch zunehmend ihrer aktivierten, sternförmigen Form. 

PSCs unter Druck sind leicht kleiner, während die Aussage des Strukturindex uneindeutig 

ist. 

  

A B
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4.4 Ca2+-Messungen 

In den vorausgehenden Experimenten konnte gezeigt werden, dass die Aktivierung durch 

Druck in den TRPC1-KO-PSCs anders verläuft. Wie TRPC1 dies vermittelt, ist unklar, da 

die Funktion von TRPC1 in den PSCs unbekannt ist. Eine mögliche Erklärung wäre eine 

Abschwächung des SOCEs. Der SOCE ist eine der wichtigen Formen des Ca2+-Einstroms 

in PSCs und TRPC1-Kanäle spielen in einigen Zellarten eine Rolle im SOCE (s. 1.5.2). 

Um zu beurteilen, ob TRPC1 eine Rolle im SOCE der PSCs spielt, sollen Unterschiede 

zwischen aktivierten und ruhenden WT- und TRPC1-KO-PSCs untersucht werden. Als 

ruhende PSCs wurden frisch isolierte, einen Tag alte PSCs (P0) verwendet. Als aktivierte 

PSCs wurden ältere, durch die Zellkultur aktivierte PSCs (P2) verwendet. Experimente mit 

Druck wurden im Rahmen dieser Arbeit nicht durchgeführt. 

Für die folgenden Experimente wurden PSCs mit Fura-2 gefärbt und am 

Fluoreszenzmikroskop der Quotient der Emissionsintensität bei Anregung mit 340 nm und 

380 nm bestimmt. Dieser korreliert positiv mit der intrazellulären Ca2+-Konzentration. 

Zuerst wurde ein „Ruhewert“ bei Superfusion mit Ringer bestimmt. Die weiteren hier 

aufgezeigten Werte sind Relativwerte („normalisierter Quotient“) in Bezug auf diesen 

Ruhewert je Zelle. 

In Abbildung 20 wird eine einzelne Messung einer Zelle beispielhaft gezeigt: Nach der 

Superfusion mit Ringer erfolgt die Superfusion mit 0 mM-Ca2+-Lösung, was zu einem 

Absinken der intrazellulären Ca2+-Konzentration führt. Die Ca2+-Speicher des ER werden 

durch Hinzufügen von Thapsigargin, welches die SERCA blockiert und die 

Wiederaufnahme von Ca2+ in das ER stoppt, weiter depletiert. Diese Entleerung führt 

kurzzeitig zu einem Anstieg der intrazellulären Ca2+-Konzentration. Durch Hinzufügen von 

2 mM-Ca2+-Lösung bei entleerten Speichern und somit aktivierten SOC-Kanälen wird der 

SOCE ausgelöst. Zuletzt kann der SOCE durch Hinzufügen von BTP2 als unspezifischem 

Blocker der SOC-Kanäle gestoppt werden. Neben dem Verlauf der Messung wird in 

Abbildung 20 die Auswertung gezeigt. Nach der Bestimmung des Ruhewertes (1) wird die 

Speicherentleerung (2) als Maximum des Peaks und als Delta quantifiziert. Der SOCE (3) 

wird ebenfalls als Maximum des Peaks und als Delta quantifiziert. Zusätzlich wird in den 

Schalen, zu denen kein BTP2 hinzugefügt wurde, die AUC über 6 min nach Beginn des 

SOCE gemessen. 



Ergebnisse   46 

 

Abbildung 20. Verlauf der Ca
2+

-Messung und Schema der Auswertung. Beispielhafter Verlauf 

des normalisierten Quotienten einer kompletten Messung für eine einzelne Zelle. Die Zelle wurde 

mit Ringer-Lösung superfundiert und ein Ruhewert (1) bestimmt. Danach wird die Lösung durch 

Ca
2+

-freie Lösung ersetzt und Thapsigargin zum Entleeren der intrazellulären Speicher 

hinzugefügt. Die Speicherentleerung (2) wird als Maximum des Peaks und als Delta analysiert. 

Danach wird der SOCE durch Wiederhinzufügen von Ca
2+

 ausgelöst. Auch hier (3) wird das 

Maximum des Peaks und das Delta analysiert. Zusätzlich wird die Fläche unter der Kurve (AUC) 

gemessen. Zuletzt kann der SOCE noch durch BTP2 geblockt werden. 
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4.4.1 Keine Unterschiede des Ca2+ in unstimulierten PSCs 

Der Ruhewert des Quotienten bei Superfusion der PSCs mit Ringerlösung korreliert mit 

der intrazellulären Ca2+-Konzentration der PSCs ohne weitere Stimulation. Der Ruhewert 

des Quotienten unterscheidet sich zwischen WT- und TRPC1-KO- sowie zwischen P0- 

und P2-PSCs nicht (Abbildung 21). Die absoluten Werte des Quotienten liegen zwischen 

1,85 und 2. 

 

Abbildung 21. Ruhewert des Quotienten. Bei Superfusion mit Ringer zeigen sich keine 

Unterschiede zwischen WT- und TRPC1-KO-PSCs oder zwischen P0- und P2-PSCs. N=3; 

n(P0)=132-140, n(P2)=23-26. 

4.4.2 Erhöhtes Speicher-Ca2+ in TRPC1-KO-PSCs 

Zur Analyse der Menge des Ca2+ in den intrazellulären Speichern wurde der Peak bei 

Zugabe von Thapsigargin („Speicherentleerung“) analysiert. In Abbildung 22A ist die Form 

des Peaks in den verschiedenen Gruppen durch Mittelung jeweils aller Zellen dargestellt: 

Das Maximum unterscheidet sich und die Peaks der P2-PSCs liegen höher als die der 

P0-PSCs. Die grundlegende Form der Peaks ist vergleichbar. Sowohl das Maximum des 

Peaks (Abbildung 22B) als auch das Delta (Abbildung 22C) ist bei den P2-PSCs höher als 

bei den P0-PSCs. Dies gilt sowohl für die WT-PSCs als auch für die TRPC1-KO-PSCs. 

Das Delta liegt in den P2-PSCs doppelt so hoch wie in den P0-PSCs, es steigt von 

0,20 ± 0,02 auf 0,40 ± 0,05 (WT) und von 0,30 ± 0,03 auf 0,62 ± 0,10 (TRPC1-KO). Es 

kann bei den älteren, aktivierten PSCs also mehr Ca2+ aus den Speichern freigesetzt 

werden als bei den ruhenden, frisch isolierten PSCs. 

Im Vergleich von WT-PSCs und TRPC1-KO-PSCs ist eine Tendenz zu höheren Werten 

für die TRPC1-KO-PSCs erkennbar. Ein Unterschied besteht allerdings nur bei dem Delta 

zwischen den P0-PSCs: Das Delta des Peaks bei Speicherentleerung liegt in den WT-

PSCs bei 0,20 ± 0,02, in den TRPC1-KO-PSCs bei 0,30 ± 0,03. Tendenziell kann bei den 

TRPC1-KO-PSCs also mehr Ca2+ aus den intrazellulären Speichern freigesetzt werden. 
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Abbildung 22. Speicherentleerung. A: gemittelte Kurven. Der Peak bei Zugabe von 

Thapsigargin, der mit der Menge an Ca
2+

 in den intrazellulären Speichern korreliert, wurde 

analysiert. Die Kurven des normalisierten Quotienten der einzelnen Zellen wurden so 

übereinandergelegt, dass der Anstieg des Peaks an der gleichen Stelle beginnt und dann gemittelt. 

Der Peak hat in den verschiedenen Gruppen eine ähnliche Form, allerdings unterscheidet sich 

dessen Maximum. Der Peak ist bei den P2-PSCs höher als bei den P0-PSCs. B: Peak-Maximum. 

Der normalisierte Quotient liegt bei den P2-PSCs höher als bei den P0-PSCs. C: Delta. Das Delta 

des normalisierten Quotienten liegt bei den P2-PSCs höher als bei den P0-PSCs. Zusätzlich ist 

das Delta bei den P0-PSCs in den TRPC1-KO-PSCs gegenüber den WT-PSCs höher. N=3; 

n(P0)=121-140, n(P2)=21-26. 

A Speicherentleerung

C DeltaB Peak

0 mM Ca2+

Thapsigargin
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4.4.3 Kein Unterschied im SOCE zwischen WT- und TRPC1-KO-PSCs 

Bei entleerten Speichern wird Ca2+ wieder hinzugefügt und der SOCE ausgelöst. In 

Abbildung 23A ist die Form des Peaks in den verschiedenen Gruppen durch Mittelung 

aller Zellen dargestellt. Die grundlegende Form des Peaks ist vergleichbar, und nur das 

Maximum, mit tendenziell höheren Werten bei den P0-PSCs, unterscheidet sich. 

Insbesondere ist der SOCE auch in den TRPC1-KO-PSCs vorhanden. 

Der SOCE ist in WT- und TRPC1-KO-PSCs gleich hoch, in der Quantifizierung des SOCE 

zeigt sich kein signifikanter Unterschied. Dies gilt sowohl für das Maximum des Peaks 

(Abbildung 23B) als auch für das Delta (Abbildung 23C). 

Überraschenderweise liegen sowohl das Maximum des Peaks als auch das Delta in den 

P0-PSCs höher als in den P2-PSCs. Das Delta der WT-PSCs liegt bei 0,76 ± 0,03 (P0) 

bzw. 0,52 ± 0,07 (P2), in den TRPC1-KO-PSCs bei 0,84 ± 0,03 (P0) bzw. 0,55 ± 0,06 

(P2). In dieser Messung erfolgt der SOCE in den aktivierten PSCs weniger schnell bzw. 

stark. 

Um eine weitere Aussage über den SOCE machen zu können, wurde die AUC des 

SOCEs berechnet. Unterschiede, die durch länger anhaltenden Einstrom entstehen 

könnten, können so analysiert werden. Auch hier zeigt sich eine Tendenz zu größerem 

SOCE in den P0-PSCs (Abbildung 23D). Zusätzlich ist in den P0-WT-PSCs die AUC mit 

160,5 ± 6,9 niedriger als in den P0-TRPC1-KO-PSCs mit 195,2 ± 11,3. Dies weist darauf 

hin, dass in den ruhenden TRPC1-KO-PSCs der SOCE anhaltender ist. 

Zusammenfassend hat TRPC1 keine direkte Beteiligung am SOCE in PSCs. Er sorgt aber 

möglicherweise für eine zeitliche Begrenzung des SOCEs. 
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Abbildung 23. SOCE. A: gemittelte Kurven. Der Anstieg bei Zugabe von Ca
2+

, der den SOCE 

darstellt, wurde analysiert. Die Kurven des normalisierten Quotienten der einzelnen Zellen wurden 

so übereinandergelegt, dass der Anstieg des Peaks an der gleichen Stelle beginnt und dann 

gemittelt. Der Peak hat in den verschiedenen Gruppen eine ähnliche Form, allerdings 

unterscheidet sich dessen Maximum. Der Peak ist bei den P2-PSCs niedriger als bei den P0-

PSCs. B: Peak-Maximum. Der normalisierte Quotient liegt bei den P2-PSCs niedriger als bei den 

P0-PSCs. WT- und TRPC1-KO-PSCs unterscheiden sich nicht. C: Delta. Das Delta des 

normalisierten Quotienten liegt bei den P2-PSCs niedriger als bei den P0-PSCs. WT- und TRPC1-

KO-PSCs unterscheiden sich nicht. D: AUC. Fläche unter der Kurve über 6 min ab initialem 

Anstieg. Die AUC ist bei den P0-TRPC1-KO-PSCs gegenüber den P0-WT-PSCs höher. N=3; 

n(P0)=117-139, n(P2)=21-25; AUC: n(P0)=75-107, n(P2)=12-13. 

A SOCE

0 mM 2 mM Ca2+

Thapsigargin

B Peak

C Delta D AUC
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4.4.4 Blockade des SOCEs 

Um zu überprüfen, ob es sich bei dem analysierten Peak nach Ca2+-Zugabe um den 

SOCE handelt, wurde bei einem Teil der Experimente der SOCE 3 min nach Ca2+-Zugabe 

mit BTP2 geblockt. In Abbildung 24 wird der SOCE durch Mittelung aller Zellen, diesmal in 

Gruppen mit und ohne BTP2 aufgeteilt, dargestellt. Nach dem initialen Anstieg des 

SOCEs fällt der normalisierte Quotient in allen Gruppen, auch ohne BTP2, ab. Schwarz 

markiert ist der Teil der PSCs, bei denen an der mit Pfeil markierten Stelle BTP2 

hinzugefügt wurde. Der Abfall nach Zugabe von BTP2 fällt deutlich steiler aus als ohne 

BTP2. Bei dem zuvor analysierten Anstieg handelt es sich also um den SOCE. Zwischen 

WT- und TRPC1-KO- sowie P0- und P2-PSCs unterscheidet sich der Abfall nicht 

signifikant. 
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Abbildung 24. Blockade des SOCEs mit BTP2. Die Kurven des normalisierten Quotienten der 

einzelnen Zellen wurden so übereinandergelegt, dass der Anstieg des Peaks an der gleichen Stelle 

beginnt und dann gemittelt. PSCs wurden entweder nach Zugabe von Ca
2+

 zum Auslösen des 

SOCEs nicht weiter beeinflusst oder bei der mit einem Pfeil markierten Stelle mit BTP2 zur 

Blockade des SOCEs versetzt. In beiden Gruppen fällt der normalisierte Quotient nach einem 

Maximum ab, die Zugabe von BTP-2 führt aber zu einem deutlich steileren Abfall des 

normalisierten Quotienten. N=3; n(P0, BTP)=19-32, n(P0, kein BTP)=75-107, n(P2, BTP)=8-13, 

n(P2, kein BTP)=12-15. 
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5 Diskussion 

Der erhöhte Druck im PDAC (87) führt in vitro zur vermehrten Aktivierung von PSCs (36). 

Die aktivierten PSCs im PDAC rekrutieren sich aus residenten, ruhenden PSCs. Deshalb 

ist die initiale Aktivierung ruhender PSCs von Bedeutung. In dieser Arbeit sollte die Rolle 

des Drucks in der Aktivierung der ruhenden PSCs bestätigt werden. Druck hatte in den 

ersten 48 h nach Isolierung mit Zunahme von α-SMA und Abnahme der Lipidtröpfchen 

einen zusätzlich aktivierenden Effekt, wobei eine deutliche Aktivierung alleine durch die 

Kultivierung auf dem harten Boden der Zellkulturschalen vorlag (54). Die PSCs bewegten 

sich unter Druck schneller. Es konnte bereits in aktivierten PSCs gezeigt werden, dass 

TRPC1 für diese Aktivierung durch Druck wichtig ist (36). Dies wurde hier in den 

ruhenden PSCs untersucht: In TRPC1-KO-PSCs zeigte sich keine vermehrte 

α-SMA-Expression unter Druck. In ruhenden PSCs ist TRPC1 also für die Aktivierung 

durch Druck notwendig. Um die Funktion der TRPC1-Kanäle im Rahmen der Aktivierung 

in PSCs weiter zu charakterisieren, wurde erstmals die Rolle der TRPC1-Kanäle im 

SOCE der PSCs charakterisiert. Bei Stimulation mit Thapsigargin zeigte sich in den 

TRPC1-KO-PSCs unerwartet eine stärkere Füllung der intrazellulären Ca2+-Speicher. Der 

SOCE unterschied sich zwischen TRPC1-KO- und WT-PSCs nicht, nur eine gering 

höhere AUC war in den TRPC1-KO-PSCs festzustellen. Der TRPC1-Kanal ist damit am 

SOCE in den PSCs nicht direkt beteiligt. Überraschenderweise war der SOCE in den 

aktivierten PSCs geringer als in den ruhenden PSCs, wobei dies methodische Gründe 

hat. 

5.1 Experimentelle Erzeugung des Druckes 

Es ist unklar, wie gering erhöhter Druck auf Zellen wirkt, trotzdem zeigen viele Studien in 

verschiedenen Zellen Effekte von erhöhtem Druck. Erhöhter Druck führt z. B. in 

Chondrozyten zu einer erhöhten Produktion von Proteinen der ECM. Dies wurde 

allerdings für sehr hohe Drücke von 1-10 MPa (7.500-75.000 mmHg) untersucht (31), 

wohingegen der Druck im PDAC nur 100 mmHg erreicht. Niedrigere Drücke haben 

allerdings ebenfalls in verschiedenen Zellarten wie Astrozyten (15 mmHg), Endothelzellen 

(100 mmHg) oder Lungenkrebszellen (20 mmHg) Effekte (51, 65, 88). Einige dieser 

Studien konnten jedoch nicht repliziert werden. Es wurde insgesamt eine Wirkung von nur 

gering erhöhtem Druck auf Zellen bezweifelt (56, 110). Deswegen müssen Artefakte, die 

in den Experimenten statt des eigentlichen Drucks auf die PSCs eingewirkt haben 

könnten, betrachtet werden. 
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Die Veränderung der Partialdrücke von O2 und CO2 in der Druckkammer könnte einen 

Einfluss auf die PSCs haben. Bei einer Erhöhung des Druckes von 760 mmHg 

(Atmosphärendruck) auf 860 mmHg ändert sich der Sauerstoffpartialdruck nur um 13,2 %, 

und es ist unwahrscheinlich, dass diese leichte Zunahme der Hyperoxie die PSCs 

beeinflusst. Relevant könnte dies für die Änderung des CO2-Partialdruckes von 38 mmHg 

auf 43 mmHg sein. Von diesem hängt der pH-Wert im Medium ab. Dies würde im 

gepufferten Medium den pH-Wert um 0,06 verringern. Experimentell konnte kein 

Unterschied des pH-Werts festgestellt werden (36). Bestätigenderweise zeigten 

Watanabe et al. mit einer Variante der Druckkammer einen Effekt auf PSCs. Sie erhöhten 

den Druck nicht durch Luft, sondern durch zusätzliches Helium in der Gasphase, und 

konnten so die Partialdrücke von O2 und CO2 konstant halten (9, 112). 

Bei einer Erzeugung des Drucks durch eine Wassersäule wie bei den 

Migrationsexperimenten wurde beschrieben, dass vielfach Hypoxie und nicht Druck der 

beeinflussende Faktor war. Durch die lange Flüssigkeitsschicht könne nicht genügend 

Sauerstoff zu den Zellen diffundieren (56). Die hier verwendeten µ-Slides (Höhe 600 µm) 

sind allerdings gaspermeabel, eine Hypoxie der PSCs kann als unwahrscheinlich 

angesehen werden. Denkbar wäre, dass in den flexiblen µ-Slides die Druckerzeugung zu 

einer Dehnung des Untergrunds und damit der PSCs führt. Makroskopisch konnte jedoch 

keine Dehnung erkannt werden. Ausgeschlossen werden kann eine Dehnung für den 

rigiden Deckglasuntergrund bei den Färbungen. Insgesamt aktivierte Druck die PSCs in 

beiden grundlegend unterschiedlichen Methoden der Druckerzeugung in dieser Arbeit. 

Zusammenfassend kann man davon ausgehen, dass die beschriebenen Effekte durch 

den eigentlichen Druck zustande kommen. 

5.2 Schnellere Aktivierung ruhender PSCs durch Druck 

In dieser Arbeit wurde zuerst gezeigt, dass Druck einen aktivierenden Einfluss auf 

ruhende PSCs hat. Dieser war geringer als der aktivierende Effekt durch die 

Zellkulturbedingungen. Der Verlust von Lipidtröpfchen, die α-SMA-Expression und die 

Migrationsgeschwindigkeit wurden vorrangig untersucht. 

5.2.1 Aktivierung durch die Zellkultur 

Der Verlust von Lipidtröpfchen ist ein etablierter Marker der PSC-Aktivität und auch in 

dieser Arbeit reliabel (7, 32). Mikroskopisch konnten die Lipidtröpfchen durch die Färbung 

mit Nile Red gut identifiziert werden. Der Anteil der PSCs mit Lipidtröpfchen war nach 

24 h maximal und nahm dann über die Zeit ab. Dies war zu erwarten und spricht für die 

Aktivierung der PSCs durch die Zellkultur. Auffällig ist jedoch, dass bei 0 h, kurz nach der 
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Isolation, deutlich weniger PSCs als Lipidtröpfchen-positiv klassifiziert wurden als nach 

24 h. Eine höhere Aktivität direkt nach der Isolation als Erklärung ist nicht zu erwarten und 

in Anbetracht der Morphologie der PSCs dort auszuschließen. Zwei Erklärungen für 

dieses Phänomen liegen vermutlich nebeneinander vor. Als erstes könnten die Reinheit 

der Zellkultur in den ersten Stunden nach der Isolation und damit der Anteil 

Lipidtröpfchen-positiver Zellen zunehmen. In verschiedenen Studien für verschiedene 

Isolationsmethoden hatten die PSC-Kulturen erst nach 24 h eine Reinheit von >95 %, 

wohingegen nach 0 h noch Kontaminationen vorlagen (5, 11). Als zweites war es bei den 

frisch isolierten PSCs bei 0 h schwierig, die Lipidtröpfchen zu identifizieren. Die 

Lipidtröpfchen waren klein, nur in einer Ebene der Mikroskopie zu erkennen und der 

Zellkern füllte die PSCs fast aus. Als negativ klassifizierte PSCs könnten demnach 

trotzdem Lipidtröpfchen enthalten. 

Die Erhöhung der α-SMA-Expression ist ein weiterer etablierter Marker der PSC-Aktivität 

(7, 32). Hier ist davon auszugehen, dass α-SMA spezifisch gefärbt wurde, da in den 

aktivierten PSCs die typische Aktinstruktur zu erkennen war. Sowohl unter Druck als auch 

unter Kontrollbedingungen nahm die Gesamtintensität über die Zeit deutlich zu, und 

qualitativ gingen die PSCs von diffuser Färbung zu einer deutlich strukturierten Färbung 

über. Dies spricht für die vermehrte Aktivierung über Zeit und passt gut zu den 

Ergebnissen der Lipidtröpfchen-Färbung. Der Zeitrahmen der Aktivierung entspricht dem 

in anderen Studien (11, 115). Die PSC-Population war allerdings in den Versuchen 

deutlich heterogen. Während einige PSCs nach 48 h die typische Aktinstruktur zeigten, 

waren andere nach 120 h noch nicht aktiviert. Passenderweise waren nach 120 h noch in 

einem kleinen Anteil der PSCs Lipidtröpfchen nachzuweisen. Die Gesamtintensität zeigte 

dementsprechend eine große Spannweite. Eine Heterogenität der primären Zellkultur ist 

normal und könnte z. B. durch eine unterschiedlich starke Voraktivierung in vivo bedingt 

sein. 

Als funktioneller Marker der PSC-Aktivierung wurde die Migrationsgeschwindigkeit 

untersucht. Die PSCs wurden über die Zeit schneller, also durch die Zellkultur aktiviert. 

Die Geschwindigkeit lag in der gleichen Größenordnung wie in anderen Studien. Die 

PSCs erreichten nach 92 h Geschwindigkeiten, die für aktivierte PSCs beschrieben 

wurden (36, 103). Die Zunahme der projizierten Fläche und die Abnahme des 

Strukturindex über die Zeit spricht ebenfalls für eine Aktivierung der PSCs. Unerwartet 

war, dass die Geschwindigkeit zu Beginn des Experiments nach 72 h niedriger lag als am 

Ende des ersten Experiments nach 24 h. Hierfür kommen besonders zwei sich 

überschneidende Erklärungen in Frage. Eine besondere Rolle spielt, dass direkt vor Start 

der Videomikroskopie bei 0 h und 72 h das Medium gewechselt werden musste, um 
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Pufferung durch HEPES statt CO2/HCO3
- zu ermöglichen. Einerseits könnten die PSCs 

sich diesem Mediumwechsel anpassen müssen, insbesondere an den veränderten 

pH-Wert zwischen HCO3
--haltigem und HCO3

--freiem Medium. Andererseits beruht die 

Geschwindigkeitszunahme auf der autokrinen Stimulation der PSCs (78). Beispielsweise 

führt PDGF zu einer autokrinen Aktivierung von PSCs (7). Neben einer Aktivierung der 

PSCs wirkt PDGF stark chemotaktisch auf PSCs und steigert die ungerichtete Migration 

(Chemokinese) (103). Die Entfernung dieses chemokinetisch wirkenden Stoffs durch den 

Mediumwechsel erklärt die langsamere Geschwindigkeit zu Beginn des Experiments nach 

72 h gut. Um eine Beeinflussung durch den Mediumwechsel auszuschließen, müsste der 

Versuch modifiziert werden: Die Migration könnte in einem gasdichten Objektträger 

beobachtet und CO2/HCO3
-–gepuffertes Medium verwendet werden. Dafür könnte das 

erhöht stehende (und für den Druck zuständige) Mediumreservoir offen in einen 

CO2-Inkubator gestellt werden. Eine Pumpe zwischen Objektträger und Reservoir 

befördert wie von Lei et al. beschrieben frisches Medium vom Reservoir Richtung 

Objektträger und verbrauchtes Medium zurück (56). 

Neben der Geschwindigkeit wurden die Translokation und die Direktionalität untersucht. 

Die Direktionalität nahm über die Zeit ab, die PSCs bewegen sich schneller und 

ungerichteter. Die Direktionalität schwankte allerdings deutlich und die Abnahme über die 

Zeit ist nicht überall klar erkennbar. Auch ein klarer Unterschied zwischen Druck und 

Kontrolle ist nicht erkennbar. In diesem Versuch lag kein Zytokingradient vor, der eine 

Richtung beeinflussen könnte, und die Matrix schien lichtmikroskopisch gleichmäßig über 

den Kanal verteilt zu sein. Als Erklärung wäre denkbar, dass die autokrine 

chemokinetische Stimulation zu einer weniger gerichteten Bewegung führt. 

Die hier beobachtete Aktivierung der ruhenden PSCs alleine durch die Zellkultur erfolgt in 

allen Studien zu PSCs, wenn die PSCs nicht durch spezielle Maßnahmen ruhend 

gehalten werden (32). Vor allem die Kultivierung auf dem harten Plastikboden einer 

Zellkulturschale hat eine aktivierende Wirkung. Die Kultivierung auf einem der normalen 

Matrix ähnlichen Untergrund hält die PSCs hingegen ruhend (8). Eine Erklärung für diese 

Aktivierung ist die variierende Steifigkeit des Untergrunds. Die Steifigkeit des Glases, auf 

dem die Zellen für die Färbungen kultiviert wurden, liegt bei mehreren GPa. Es ist viele 

Größenordnungen steifer als das gesunde Pankreas mit etwa 1 kPa (94). PSCs werden 

durch eine steife Matrix mit 25 kPa aktiviert, während sie auf einer weichen Matrix mit 

1 kPa im ruhenden Zustand verbleiben. Die weiche Matrix versetzt sogar aktivierte PSCs 

in den ruhenden Zustand (54). Anders als bei den Färbungen auf Glas wurde bei den 

Migrationsexperimenten eine auf Kollagen I basierende Matrix, der der desmoplastischen 

Matrix im PDAC ähnelt, verwendet. Auf dieser können die PSCs eine höhere 
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Geschwindigkeit erreichen. Auch diese Matrix aktiviert die PSCs. Die Genexpression 

verändert sich ähnlich wie bei der Kultivierung auf einem steifen Untergrund (8). 

Möglicherweise spielt bei einer nur dünnen Kollagen-I-Schicht ebenfalls die Steifigkeit der 

Zellkulturschale eine Rolle. 

5.2.2 Aktivierung durch Druck 

Unter Druck war nach 24 h der Anteil von Lipidtröpfchen gegenüber Kontrollbedingungen 

vermindert und die PSCs damit verstärkt aktiviert. Die α-SMA-Intensität war nach 24 h 

und 48 h erhöht. Zu den späteren Zeitpunkten war übereinstimmend zur Lipidtröpfchen-

Färbung kein Unterschied zwischen Kontrollbedingungen und Druck mehr erkennbar. 

Druck wirkte zu den frühen Zeitpunkten zusätzlich aktivierend. Langfristig überwiegte 

jedoch der Effekt der Aktivierung durch die harten Zellkulturschalen als stärkerer Stimulus. 

Die Geschwindigkeit nahm unter Druck im Vergleich zu Kontrollbedingungen sowohl 

zwischen 0 h und 24 h als auch zwischen 72 h und 96 h jeweils um etwa 50 % stärker zu. 

Es konnte erstmals gezeigt werden, dass ruhende PSCs durch Druck auch auf 

funktioneller Ebene vermehrt aktiviert werden. Anders als bei den Färbungen besteht 

auch noch nach 96 h ein Unterschied zwischen PSCs unter Kontrollbedingungen und 

Druck. Die Wirkung von Druck auf die PSCs scheint von weiteren Umgebungsfaktoren 

abhängig zu sein. Auch könnte Druck auf funktioneller Ebene einen sichtbareren Einfluss 

haben als bei der morphologischen Konversion vom ruhenden zum aktivierten Zustand. 

Um alleine den Einfluss des Druckes auf die Aktivierung ruhender PSCs zu untersuchen, 

müssten die PSCs in einem ruhenden Zustand gehalten werden. Dafür könnte eine 

physiologische Umgebung mit einer weichen 3D-Matrix verwendet werden. 

Möglicherweise reicht dann die geringe Stimulation durch Druck aus, um autokrine 

Stimulation und die Selbstaufrechterhaltung der Aktivierung anzustoßen. 

Nach 72 h waren die PSCs unter Kontrollbedingungen und Druck bemerkenswerterweise 

nahezu gleich schnell, obwohl nach 24 h ein deutlicher Trend zu höherer Geschwindigkeit 

unter Druck zu sehen ist. Auch dies könnte über die Entfernung der autokrin wirksamen 

Zytokine durch den Mediumwechsel erklärt werden. Eine vermehrte Ausschüttung von 

TGF-β unter Druck konnte für aktivierte PSCs gezeigt werden (112). Ob frisch isolierte 

PSCs unter Druck vermehrt Zytokine ausschütten, könnte überprüft werden: PSCs 

könnten mit Überstand von PSCs unter Kontrollbedingungen und unter Druck versehen 

und die Migration verglichen werden. Hier würde man erwarten, dass sich PSCs mit 

Drucküberstand verstärkt bewegen. Zum Ausschluss des Effekts kleiner Moleküle 

könnten die Überstände ultrafiltriert werden und nur die Proteine verwendet werden. 

Druck führt ebenfalls zu einer Veränderung der Form der PSCs: Die projizierte Fläche der 

PSCs war nach 72 h unter Druck in den Migrationsexperimenten geringer. Im Gegensatz 
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führt Druck in Lungenkrebszellen zu einer größeren Fläche und einem größeren 

Zellvolumen. In Bronchialepithelzellen wiederum hat Druck keinen Einfluss auf das 

Volumen (51). Der Effekt des Druckes auf die Fläche ist also zelltypspezifisch. In 

Endothelzellen führt Druck zu vermehrter Kontraktion von Aktin-Myosin des Zellkortex, 

dies könnte übertragen auf die PSCs zu einer kleineren projizierten Fläche führen (88). 

Die Größenänderung war hier allerdings gering und der physiologische Effekt ist fraglich. 

Die PSCs in der α-SMA-Färbung waren zu vergleichbaren Zeitpunkten kleiner und runder 

als die PSCs in diesem Migrationsexperiment. Dies wird zum einen darauf zurückzuführen 

sein, dass bei den Färbungen schmale Ausläufer wie Lamellipodien nicht erfasst wurden, 

da nur die gefärbten Bereiche in der Auswertung umrandet wurden. Zum anderen 

unterschied sich die Matrix und es ist gut vorstellbar, dass sich die PSCs auf Kollagen 

besser ausbreiten können als auf Glas. 

Insgesamt hat Druck nicht nur in präaktivierten PSCs einen Effekt. Der zusätzliche 

aktivierende Effekt des Druckes auf ruhende PSCs nach 24 h und 48 h könnte grade für 

die initiale Aktivierung vom ruhenden zum aktivierten Zustand Bedeutung haben. In dieser 

Aktivierung kann die autokrine Stimulation durch Zytokine eine wesentliche Rolle spielen. 

5.3 TRPC1 als notwendiger Bestandteil der druckabhängigen 

Aktivierung 

Der TRPC1-Kanal ist in ruhenden PSCs wie in den präaktivierten PSCs ein Bestandteil 

der Mechanotransduktion von Druck. Nach 24 h und 48 h führte Druck nur in WT-PSCs 

und nicht in TRPC1-KO-PSCs zu vermehrter α-SMA-Expression. 

Nach 48 h war die α-SMA-Intensität in den TRPC1-KO-PSCs unter Druck sogar niedriger 

als unter Kontrollbedingungen. Der TRPC1-Kanal könnte dementsprechend für die 

Anpassung der PSCs an die veränderten Umgebungsbedingungen unter Druck nötig sein, 

bei seinem Fehlen wird die Aktivierung verzögert. Dass Druck negative Effekte auf Zellen 

haben kann, zeigt sich z. B. in der vermehrten Apoptose von retinalen Neuronen (1). 

Allerdings zeigen PSCs unter Druck keine Veränderung der Vitalität (112). 

Veränderungen der TRPC1-Expression haben Einfluss auf die Zellmorphologie. Die 

TRPC1-KO-PSCs waren insbesondere bei 0 h und nach 24 h runder und um etwa 30 % 

kleiner als die WT-PSCs. TRPC1-KO-Fibroblasten haben gegensätzlich eine größere 

projizierte Fläche als die WT-Zellen (35). Auch das Zellvolumen ist in TRPC1-Knockdown-

Zellen deutlich erhöht. Dafür kommen zwei Erklärungen in Frage. Diese Zellen adhärieren 

weniger stark (34). Übertragen auf die PSCs könnten sich die nur schwach adhärierenden 

PSCs zu Beginn nicht so stark ausbreiten und wären kugeliger, wohingegen sich nach 
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48 h die Adhäsion normalisiert hätte. Zweitens könnte eine höhere intrazelluläre Ca2+-

Konzentration zu einer verstärkten Kontraktion führen (60, 101). Um dies zu überprüfen, 

sollte zuerst das Zellvolumen der PSCs im Verhältnis zur projizierten Fläche bestimmt 

werden. Die Versuche sollten auf einer physiologischen Matrix wiederholt werden und die 

Adhäsion der TRPC1-KO-PSCs könnte z. B. mittels single-cell force spectroscopy 

gemessen werden. 

5.4 Die Rolle der TRPC1-Kanäle für den Ca2+-Haushalt der PSCs 

In den Ca2+-Messungen zeigte sich ein erhöhtes Speicher-Ca2+ in TRPC1-KO-PSCs 

sowie keine direkte Rolle von TRPC1 im SOCE. Dies liefert Hinweise darauf, wie TRPC1 

an der druckabhängigen Aktivierung beteiligt sein könnte und charakterisiert die Rolle von 

TRPC1 generell weiter. 

Die hier verwendete Depletion der Speicher mit Thapsigargin in nominell Ca2+-freier 

Lösung und das erneute Hinzufügen von Ca2+ ist ein vielfach verwendetes Protokoll zum 

Auslösen des SOCE. Es besitzt eine hohe Spezifität für den SOCE (14). Die Hinzugabe 

von BTP2 3 min nach Start des SOCE führte zu einem verstärkten Abfall der 

Ca2+-Konzentration. BTP2 blockt in der hier verwendeten Konzentration von 10 µM 

unspezifisch SOC- und CRAC-Kanäle in Sekunden bis Minuten. Nanomolare 

Konzentrationen wirken erst nach längerer Inkubation (100, 107). Bei dem hier 

analysierten Peak handelt es sich also um den SOCE. Da die Substanzen hier jeweils 

hinzu pipettiert worden sind, wäre es denkbar, dass dies als mechanische Stimulation 

Effekte auf die PSCs hat. Dies war allerdings nicht der Fall. Das alleinige Hinzupipettieren 

von 0 mM-Ca2+-Lösung ohne Thapsigargin führte nicht zu einem Anstieg der 

Ca2+-Konzentration, mit Thapsigargin hingegen zu einem deutlichen Anstieg. 

Der Ruhewert der Ca2+-Konzentration unterschied sich zwischen ruhenden (P0) und 

aktivierten (P2) PSCs nicht. Auch überrascht der niedrigere SOCE in aktivierten PSCs. 

Man würde in den stärker migrierenden und proliferierenden aktivierten PSCs tendenziell 

eine höhere Ca2+-Konzentration erwarten. Auch zeigten Won et al. verstärkte 

Ca2+-Signale bei Stimulation mit Agonisten wie ATP in aktivierten PSCs bereits in 

niedrigerer Konzentration als in ruhenden PSCs (115). Dies könnte sich durch die 

Methodik erklären. Die PSCs ließen sich nur schlecht mit Fura-2 färben. Die aktivierten 

PSCs wiesen eine deutlich niedrigere Intensität als die ruhenden PSCs auf. Dies 

erschwert die Vergleichbarkeit des Quotienten zwischen ruhend und aktiviert stark. Um 

eine definitive Aussage zu treffen, müsste die intrazelluläre Ca2+-Konzentration statt des 

Quotienten verglichen werden. Dafür ist eine Eichung nötig, bei der mittels eines 

Ionophors am Ende des Versuchs eine maximale und minimale Ca2+-Konzentration in der 
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Zelle hergestellt wird. Die PSCs blichen dabei allerdings stark aus, viele PSCs starben, 

und die Emissionsintensität in den schlecht gefärbten PSCs erreichte bei der Eichung 

Werte, die sich vom Hintergrund nicht unterschieden. Deswegen musste auf die 

Quotientenwerte zurückgegriffen werden. Nichtsdestotrotz erscheint der Vergleich von 

WT- und TRPC1-KO-PSCs innerhalb einer Gruppe robust. Auch in den aktivierten PSCs 

war die Messung trotz niedrigen Intensitätswerten stabil, da eine große Fläche 

ausgewertet wurde.  

5.4.1 Erhöhtes Speicher-Ca2+ in TRPC1-KO-PSCs 

Bei der Entleerung der intrazellulären Speicher mit Thapsigargin entleerte sich 

überraschenderweise in den TRPC1-KO-PSCs mehr Ca2+ aus den Speichern als in den 

WT-PSCs. Dies ist nicht intuitiv, bei Verlust eines Calciumkanals würde man eine 

niedrigere Ca2+-Konzentration in der Zelle erwarten. Verschiedene Erklärungen kommen 

in Frage. 

Die Speicher könnten kompensatorisch mehr gefüllt sein. In PSCs ist insbesondere der 

Ca2+-Einstrom über die Plasmamembran zur Erhöhung der intrazellulären Ca2+-

Konzentration wichtig (38). Ist dieser Weg blockiert, müssten die Freisetzung aus 

intrazellulären Speichern und dafür die Füllung der Speicher zunehmen. 

Am wahrscheinlichsten ist jedoch eine Veränderung der Kanal-Stöchiometrie. 

TRPC1-Kanäle liegen in der Plasmamembran in Heteromeren mit TRPC4-Kanälen oder 

TRPC5-Kanälen vor. Diese Heteromere haben eine niedrigere Ca2+-Permeabilität als die 

homomeren TRPC4- oder TRPC5-Kanäle. Vergleichbares trifft auf Heteromere mit 

TRPC3/6/7 zu (101). Bei Verlust von TRPC1 würden sich statt heteromeren TRPC1/4-, 

TRPC1/3- oder TRPC1/6-Kanälen homomere TRPC3-, TRPC4- und TRPC6-Kanäle in 

den PSCs bilden können, über die vermehrt Ca2+ einströmt. Storch et al. zeigten 

allerdings in verschiedenen Zellen eine erhöhte cytosolische Ca2+-Konzentration bei 

gleichbleibendem gespeichertem Ca2+ (101). Denkbar ist, dass PSCs hier jedoch die 

cytosolische Ca2+-Konzentration eng kontrollieren und die erhöhte Ca2+-Menge in die 

Speicher pumpen. Auch in neutrophilen TRPC1-KO-Granulozyten ist die intrazelluläre 

Ca2+-Konzentration bei Stimulation erhöht. Die Autoren führten dies entweder auf die 

oben beschriebene Beeinflussung der Ca2+-Permeabilität oder auf die in den neutrophilen 

Granulozyten vorliegende veränderte Expression anderer Kanäle zurück (60). In 

TRPC1-KO-PSCs ändert sich die Expression anderer TRPC-Kanäle hingegen nicht (77), 

sodass grade die Beeinflussung der Ca2+-Permeabilität und das Vorliegen von TRPC1-

Kanälen in Heteromeren wahrscheinlich werden. Allerdings ist der Einfluss anderer 

Kanäle denkbar, z. B. ist die Expression von TRPV4 und TRPM7 in TRPC1-KO-PSCs 

erhöht (36). 
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Das erhöhte Speicher-Ca2+ könnte in einer alternativen Erklärung durch das Fehlen von 

TRPC1-Kanälen im ER, und nicht in der Plasmamembran, verursacht werden. Die 

Funktion der TRPC1-Kanäle im ER ist schlecht charakterisiert. In Human Embryonic 

Kidney-Zellen und Muskelzellen bilden TRPC1-Kanäle bei Überexpression funktionelle 

Homomere im ER (2, 12). Ob sich dies auf den endogenen TRPC1-Kanal übertragen 

lässt, ist unklar, bisherige Arbeiten verwendeten nur unspezifische Antikörper als 

Nachweisversuch (12, 108). Alfonso et al. identifizierten die TRPC1-Kanäle im ER als 

Agonist-aktiviert. Fehlt solch ein Kanal, der normalerweise zu Ca2+-Ausstrom führt, könnte 

mehr Ca2+ im ER gespeichert sein (2). Hingegen sei der TRPC1-Kanal laut Berbey et al. 

ein Leak Channel, aus dem kontinuierlich Ca2+ aus dem ER entströmt (12). Bei der 

Blockade der SERCA würde man bei Fehlen eines Leak Channel einen niedrigeren und 

vor allem langsameren Ausstrom erwarten, was der vorliegenden Arbeit widerspricht. 

Um die Menge an Ca2+ in den Speichern genauer und unabhängig von dem 

Vorhandensein von Leak Channels zu überprüfen, könnten die Speicher mit einem 

Ionophor wie Ionomycin in Ca2+-freier extrazellulärer Lösung entleert werden. Inwieweit 

die erhöhte Ca2+-Menge in den Speichern der TRPC1-KO-PSCs einen Effekt auf die 

Physiologie der PSCs hat, ist unklar. 

5.4.2 Keine direkte Rolle von TRPC1 im SOCE in PSCs 

Der SOCE ist in PSCs eine essentielle Form des Ca2+-Einstroms (44). Er könnte an der 

Aktivierung der PSCs durch eine Reihe an Stimuli und speziell an der Aktivierung durch 

Druck beteiligt sein. 

Der SOCE in TRPC1-KO- und WT-PSCs war gleich hoch. Der TRPC1-Kanal spielt also in 

diesem Experiment keine direkte Rolle im SOCE in PSCs. Übereinstimmend ist der SOCE 

in Thrombozyten (111) und arteriellen glatten Muskelzellen (25) der TRPC1-KO-Mäuse 

unverändert. In Speicheldrüsenzellen (62) und Adipozyten (97) ist der SOCE hingegen 

deutlich eingeschränkt. Dies spricht für eine zelltypspezifische Funktion des 

TRPC1-Kanals im SOCE. Auch Knockdown-Experimente zeigen eine zelltypspezifische 

Rolle: Der Knockdown von TRPC1 reduzierte in vergleichbaren Versuchsaufbauten den 

SOCE in Human Embryonic Kidney-Zellen, aber nicht in Jurkat-Zellen (humanen 

T-Lymphozyten) (52). 

Der KO eines Gens ist ein sehr gutes Modell zur Aufklärung seiner Funktion, doch 

bestehen Limitationen. Die Rolle von TRPC1 hängt von den genauen 

Versuchsbedingungen ab. TRPC1 hatte wie beschrieben im KO-Modell keinen Einfluss 

auf den SOCE in vaskulären Muskelzellen, in Studien mit anderer Methodik führte der 

Verlust von TRPC1 in vaskulären Muskelzellen jedoch zu verringertem SOCE (10, 98). 
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Die gesteigerte Expression anderer am SOCE beteiligter Komponenten könnte in den 

TRPC1-KO-PSCs die Funktion des TRPC1-Kanals kompensieren. Denkbar wäre dies für 

TRP-Kanäle oder für STIM/Orai. Beispielsweise wurde für TRPC4-Kanäle eine Funktion 

im SOCE gezeigt, die nicht generell bestätigt werden konnte (95, 106). Alternativ könnten 

STIM1 und Orai1 vermehrt exprimiert sein. Ob dies eine Beteiligung von TRPC1 im SOCE 

ausgleichen könnte, ist jedoch unklar. In Human Embryonic Kidney-Zellen, in denen 

TRPC1-Kanäle am SOCE beteiligt sind, reicht exogene Orai1-Überexpression nicht aus, 

um das Fehlen von TRPC1 zu kompensieren. Einschränkend wurde in dieser Studie 

jedoch keine Überexpression von Orai1 zusammen mit STIM1 versucht (52). Um die 

fehlende Funktion von TRPC1-Kanälen als SOC-Kanäle in PSCs zu bestätigen, könnte 

die Expression weiterer Kanäle gemessen, der TRPC1-Kanal pharmakologisch blockiert 

und die Experimente mit Knockdown von TRPC1 wiederholt werden. 

Obwohl sich der Peak in den TRPC1-KO-PSCs nicht änderte, war die SOCE-AUC in den 

TRPC1-KO-PSCs gering erhöht. Dies war überraschend, die meisten Studien zeigten 

entweder einen fehlenden Einfluss von TRPC1 oder einen reduzierten SOCE bei Fehlen 

des TRPC1-Kanals (89). Der erhöhte Wert passt jedoch zum erhöhten gespeicherten 

Ca2+ in dieser Arbeit. Zwei Studien zeigten ebenfalls nach Agoniststimulation eine erhöhte 

intrazelluläre Ca2+-Konzentration (60, 70). In neutrophilen Granulozyten wurde nicht 

untersucht, ob dies auf veränderten SOCE zurückzuführen ist, doch in TRPC1-KO-

Mastzellen ist der SOCE verstärkt. Der initiale Anstieg der intrazellulären 

Ca2+-Konzentration ist zwischen WT- und TRPC1-KO-Mastzellen vergleichbar. In den 

TRPC1-KO-Mastzellen steigt die Ca2+-Konzentration dann länger an, was zu der hier 

vorliegenden erhöhten AUC passt. Von den Autoren wurde dies auf eine reduzierte 

Feedback-Inhibition des SOCE zurückgeführt. 

Zusammenfassend ist anzunehmen, dass in PSCs STIM und Orai für den SOCE 

verantwortlich sind und der TRPC1-Kanal keine direkte Rolle spielt. Dies gilt sowohl für 

die ruhenden als auch für die aktivierten PSCs, die Rolle des TRPC1-Kanals im SOCE im 

Laufe der Aktivierung hat sich nicht verändert. Eine Veränderung des SOCE scheint nicht 

der Grund der verringerten Aktivierung durch Druck in TRPC1-KO-PSCs zu sein. Hier 

könnte der TRPC1-Kanal entweder als MSC oder als rezeptorgesteuerter Kanal 

funktionieren. 
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5.5 Mechanismus der Druckaktivierung und Rolle des TRPC1 

Wie Druck zur Aktivierung der PSCs führt und wie TRPC1 an der Mechanotransduktion 

beteiligt ist, ist unbekannt. Hier könnten zwei Mechanismen eine Rolle spielen: 

1) Eine Funktion des TRPC1-Kanals als Mechanosensor oder direkt downstream des 

eigentlichen Mechanosensors. 

2) Eine Funktion des TRPC1-Kanals in der Sekretion und Wahrnehmung von Zytokinen. 

5.5.1 TRPC1 als Druck-Mechanosensor 

Aktuell ist wenig erforscht, wie gering erhöhter Druck von Zellen wahrgenommen werden 

kann. Es ist völlig unklar, was der initiale Mechanosensor ist. Dabei könnten bekannte 

Mechanosensoren wie das Zytoskelett oder insbesondere Membranproteine wie MSCs 

und der TRPC1 initiale Mechanosensoren sein. 

Für Drücke von mehreren MPa ist eine Beeinflussung von Gleichgewichtsreaktionen im 

Rahmen klassischer chemischer Konzepte wie dem Prinzip des kleinsten Zwanges 

denkbar. Es wurde beispielsweise eine Beeinflussung der Polymerisation und 

Depolymerisation des Zytoskeletts als initialer Effekt des Drucks vermutet (73). Es wurde 

jedoch postuliert, dass dies für kleinere Drücke keine ausreichende Erklärung sei (63). 

Stark im Fokus als initialer Mechanosensor des Druckes liegen deshalb MSCs. In 

Endothelzellen führt Druck von 100 mmHg in Minuten zu einer erhöhten intrazellulären 

Ca2+-Konzentration. Die unspezifische Blockade von MSCs mittels GsMTx-4 führt zu 

geringerem Ca2+-Anstieg (88). Druck führt weiterhin zu einer verringerten Expression von 

MSCs in PSCs, vom Autor wurde dies mit einem negativen Feedbackmechanismus 

erklärt: Vermehrt durch Druck aktivierte MSCs würden weniger exprimiert. Dies galt neben 

einer Suppression des hier untersuchten TRPC1-Kanals auch für Kanäle wie K2P2.1 oder 

Piezo1, die sicher mechanosensitiv sind und direkt durch Membranspannung gesteuert 

werden können (36). Zellen bestehen jedoch größtenteils aus Flüssigkeit und sind quasi 

inkompressibel (114). Leicht erhöhter, von allen Seiten einwirkender Druck sollte somit 

nicht zu Dehnung und nicht zu veränderter Membranspannung führen, die normalerweise 

MSCs steuern würden. Allerdings führt erhöhter hydrostatischer Druck trotzdem zu 

Veränderungen in der Plasmamembran: Die Plasmamembran geht bereits bei einem 

Druck von 310 mmHg von einem eher fluiden flüssig-kristallinen Zustand zu einem 

gelartigeren Zustand über (79). Über diese Veränderungen könnte sich die 

Membranspannung verändern und MSCs geöffnet werden. Ein weiterer Hinweis darauf, 

dass Druck die Plasmamembran beeinflussen kann, ist die Wirkung des Blockers 

GsMTx-4. Dieser wirkt durch Einbau in die Plasmamembran und durch eine Verringerung 
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erhöhter Membranspannung. Da er in Endothelzellen den Ca2+-Anstieg auf Druck 

verringern kann, scheint Druck ebenfalls zu erhöhter Membranspannung zu führen. MSCs 

könnten jedoch in der Wahrnehmung von Druck auch downstream des eigentlichen 

Mechanosensors sein. Druck von 15 mmHg führte in Astrozyten zu einem Anstieg der 

intrazellulären Ca2+-Konzentration in Minuten. Die Autoren konnten allerdings in 

Ca2+-freier extrazellulärer Lösung zeigen, dass dieser Ca2+-Anstieg auf Freisetzung aus 

den intrazellulären Speichern basiert. Dies steht somit im Gegensatz zu den 

Erkenntnissen in den Endothelzellen (65). Die Transduktion von Druck unterscheidet sich 

somit zwischen verschiedenen Zellarten. Dies passt auch zu der unterschiedlichen 

Expression von MSCs wie Piezo1 oder TRP-Kanälen in verschiedenen Geweben (21, 55). 

In dieser Arbeit führte das Fehlen von TRPC1 zu einer verminderten Reaktion auf Druck. 

In aktivierten PSCs kommt es nach Druckbehandlung zu erhöhtem Ca2+-Einstrom, in 

TRPC1-KO-PSCs ist dies verringert (36). Der Ca2+-Einstrom wurde bisher allerdings nicht 

während der Druckbehandlung gemessen, sodass unklar bleibt, an welcher Stelle der 

Transduktion der TRPC1-Kanal beteiligt ist. Grundvoraussetzung für die Rolle als initialer 

Sensor wäre, dass TRPC1-Kanäle durch Membranspannung gesteuert werden. Wie in 

1.5.1 beschrieben, ist dies umstritten. Es ist aber vorstellbar, dass Druck zu einer anderen 

Art der Aktivierung als typische mechanische Reize führt. 

Wenn TRPC1-Kanäle nicht die initialen Mechanosensoren bzw. generell keine MSCs 

sind, könnten sie doch an der Mechanotransduktion beteiligt sein und direkt downstream 

des eigentlichen Mechanosensors liegen. So sind bestimmte G-Protein-gekoppelte-

Rezeptoren membranständige Mechanosensoren (102). Diese könnten durch die 

veränderte Membranspannung unter Druck aktiviert werden und Gq-Proteine aktivieren, 

die wiederum die TRPC-Kanäle aktivieren können (s. Abbildung 2). Die Aktivierung von 

G-Proteinen könnte die oben beschriebene Freisetzung von intrazellulärem Ca2+ in 

Astrozyten erklären. Auch dass GsMTx-4 in Endothelzellen den Ca2+-Anstieg auf Druck 

reduziert, muss der initialen Aktivierung G-Protein-gekoppelter-Rezeptoren nicht 

widersprechen. Möglicherweise könnte GsMTx-4 neben MSCs weitere Mechanosensoren 

der Membran wie G-Protein-gekoppelte-Rezeptoren blockieren. Diese könnten ebenfalls 

über Membranspannung gesteuert werden und durch GsMTx-4 modifiziert werden (105). 

Um die Funktion des TRPC1-Kanals genauer zu charakterisieren, könnte der 

Ca2+-Einstrom oder die Ca2+-Konzentration in den PSCs während der Druckapplikation 

gemessen werden und TRPC1-KO- und TRPC1-WT-PSCs verglichen werden. Um den 

Ursprung des erhöhten Ca2+ zu spezifizieren, könnten diese Versuche sowohl in 

Ca2+-freier extrazellulärer Lösung als auch bei Zugabe eines IP3-Rezeptor-Blockers 

durchgeführt werden. Nichtsdestotrotz ließe sich auch damit der initiale Sensor nicht 
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sicher feststellen, die Kanäle könnten noch downstream des eigentlichen Sensors 

geöffnet werden. Sicherer wäre eine Patch-Clamp-Messung. Würde innerhalb von 5 ms 

Ca2+ unter Druck in der whole cell-Konfiguration einströmen, spräche dies für MSCs als 

primären Sensor (102). Die genaue Umsetzung würde sicherstellen müssen, dass in der 

Pipette und in der extrazellulären Lösung zeitgleich der Druck erhöht wird, um Dehnung 

zu vermeiden. 

5.5.2 TRPC1 in der autokrinen Stimulation 

Neben der direkten Aktivierung durch Druck könnte der TRPC1-Kanal für die 

druckvermittelte autokrine Aktivierung der PSCs wichtig sein. Die autokrine Stimulation 

spielt eine große Rolle in der Aktivierung der PSCs und Ionenkanäle, wie der TRPC6-

Kanal, sind daran beteiligt (78). Die Migrationsexperimente (s. 5.2.2) und die erhöhte 

TGF-β-Sekretion unter Druck weisen darauf hin, dass die autokrine Stimulation auch an 

der Aktivierung durch Druck beteiligt ist (112). Der TRPC1-Kanal könnte entweder an der 

Transduktion der Signalwirkung der Zytokine oder an der Ausschüttung der Zytokine 

beteiligt sein. 

Da der TRPC1-Kanal in PSCs keine direkte Rolle im SOCE hat, ist die Beteiligung von 

TRPC1 an der Transduktion in PSCs vom SOCE unabhängig. Ein Beispiel für eine 

SOCE-unabhängige Funktion von TRPC1-Kanälen in der Transduktion von Zytokinen 

liefert PDGF: In Glioblastomzellen führt PDGF zu einem SOCE-unabhängigen 

Ca2+-Einstrom. Dieser SOCE-unabhängige Ca2+-Einstrom wird über das Lipid Sphingosin-

1-Phosphat und über TRPC1-Kanäle vermittelt. Der Knockdown von TRPC1 vermindert 

zusätzlich die Chemotaxis zu PDGF (57). Auch an der Reaktion auf den autokrin 

wirkenden epidermalen Wachstumsfaktor ist TRPC1 beteiligt (109). 

Neben der Transduktion könnte der TRPC1-Kanal an der Ausschüttung oder Produktion 

der Zytokine beteiligt sein. TRPC1-knockdown-Atemwegsepithelzellen schütten bei 

mechanischer Belastung beispielsweise weniger TGF-β aus (59). In TRPC1-KO-Mäusen 

ist während Infektionen der Spiegel verschiedener Zytokine wie IL-1 oder IL-6 im Blut 

reduziert (121). In TRPC1-KO-Adipozyten ist die Sekretion von Zytokinen wie Adiponektin 

mittels Exozytose verringert (97). 

Zusammenfassend könnte TRPC1 sowohl in der Mechanotransduktion als 

Mechanosensor als auch an der autokrinen Stimulation beteiligt sein. Die genaue 

Beteiligung bedarf weiterer Forschung. 
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5.6 Pathophysiologischer Kontext und Ausblick 

Die Versuche wurden mit primär-kultivierten murinen PSCs durchgeführt. Wie und mit 

welchen Limitationen lässt sich diese Situation auf die Situation im menschlichen 

Pankreas und menschlichen PDAC übertragen? Lassen sich diese Erkenntnisse für die 

Therapie des PDAC nutzen? 

Murine PSCs wurden gewählt, da die Genfunktion mittels KO untersucht werden sollte. 

Diese Möglichkeit bietet sich nur in einem Tiermodell. Außerdem sind humane ruhende 

PSCs schwer zu erhalten. Es bestehen Unterschiede zwischen humanen und murinen 

PSCs, z. B. wird der in den murinen PSCs vorhandene TRPC2-Kanal (78) im Menschen 

generell nicht exprimiert (116). TRPC2-Kanäle interagieren jedoch z. B. im Rahmen des 

ROCE nicht mit TRPC1-Kanälen (101). Da eine zelltypspezifische Funktion von TRPC1 

postuliert wird, sollten die Ergebnisse in menschlichen PSCs bestätigt werden. 

Nichtsdestotrotz sind murine primäre PSCs ein gutes Modell für die humanen PSCs (32). 

Der experimentell erzeugte Druck wirkte auf die PSCs als hydrostatischer, homogener 

Druck ein. Der Druck in Tumoren in vivo wirkt ebenfalls homogen und fällt erst an den 

Rändern des Tumors ab (15). Nur die genaue Ursache des erhöhten Drucks im PDAC ist 

umstritten (s. 1.4.2). Der Einfluss des Druckes auf die Aktivierung der PSCs ist in vivo 

noch nicht explizit untersucht. Untersucht wurde der Einfluss einer Therapie mit dem 

druckverringernden Enzym Hyaluronidase und Gemcitabin gegenüber einer Gemcitabin-

Monotherapie. Die Therapie mit einer Hyaluronidase verringert in Mäusen die Anzahl an 

PSCs im Tumor und nicht nur das Tumorwachstum. Auch wenn dies hauptsächlich auf 

eine verbesserte Penetration des Gemcitabins zurückzuführen sein wird, könnte eine 

verringerte Aktivierung von PSCs auf Grund des durch die Hyaluronidase verringerten 

Drucks ebenfalls eine Rolle spielen (87). 

Im Unterschied zu den Experimenten in der Zellkulturschale wirken in vivo eine Vielzahl 

von Stimuli auf die PSCs ein. Als aktivierende Faktoren wirkten in dieser Arbeit neben 

dem Druck unterschiedliche Matrices und die autokrine Stimulation sowie besonders der 

steife Untergrund. Beim morphologischen Übergang von ruhenden zu aktivierten PSCs 

spielten der Druck und der TRPC1-Kanal gegenüber der Aktivierung durch diese Faktoren 

in der Zellkultur eine untergeordnete Rolle. Der Druck tritt möglicherweise auch in vivo 

gegenüber anderen Faktoren zurück. In vivo wirken Zytokine aus PDAC-Zellen, eine 

veränderte ECM und besonders die Hypoxie und Azidose im Tumor als aktivierende 

Faktoren. Außerdem ist die Steifigkeit nicht nur in der Glasschale, sondern auch im PDAC 

und in den Vorgängerläsionen erhöht, wenn auch um Größenordnungen weniger (94). 

Jedoch könnten für sich allein nur gering aktivierend wirkende Stimuli wie Druck die 
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aktivierende Wirkung anderer Stimuli potenzieren und den Übergang vom ruhenden zum 

aktivierten Zustand anstoßen. In dieser Arbeit zeigte sich zudem ein Einfluss von Druck 

auf die Migrationsgeschwindigkeit, also auf die Funktion der PSCs. Die Charakterisierung 

des Einfluss des Druckes im Zusammenspiel mit anderen Stimuli wäre wünschenswert. 

Der TRPC1-Kanal könnte auch an der druckunabhängigen Aktivierung der PSCs beteiligt 

sein. In dieser Arbeit zeigen sich Hinweise auf eine Beteiligung des TRPC1-Kanals an der 

autokrinen Stimulation, er könnte so an der Transduktion der Wirkung der meisten 

aktivierenden Stimuli beteiligt sein. Bei der mechanischen Aktivierung der PSCs durch die 

erhöhte Steifigkeit im Tumor könnte der TRPC1-Kanal als MSC ebenfalls beteiligt sein. 

Die Untersuchung des Einfluss von TRPC1 auf weitere Aktivatoren, insbesondere 

mechanobiologische wie erhöhte Steifigkeit, unter Verwendung von TRPC1-KO-PSCs 

könnte weitere Perspektiven eröffnen. 

Neben der Rolle von Ionenkanälen in den PSCs konnte gezeigt werden, dass TRP-

Kanäle eine Funktion in Tumorzellen haben und an der Metastasierung beteiligt sind (37). 

TRPC1-Kanäle sind in PDAC-Zellen für Ca2+-Einstrom und TGF-β-vermittelte Migration 

essentiell (27). Eine auf den TRPC1-Kanal zielende Therapie könnte möglicherweise 

einen positiven Einfluss auf die Metastasierung der Tumorzellen nehmen. 

Der TRPC1-Kanal könnte als Teil der druckabhängigen und druckunabhängigen 

Aktivierung ein mögliches pharmakologisches Ziel sein. Grade die Modulation anstatt der 

kompletten Ablation der PSC-Funktion könnte positive Auswirkungen auf die Prognose 

des PDAC haben. Die Rolle der PSCs im PDAC ist „zeit- und kontextabhängig“ und eine 

komplette Ablation der PSCs im Mausmodell verschlechterte die Prognose (82, 83, 93). 

Zur Blockade des TRPC1-Kanals liegen verschiedene unspezifische Inhibitoren vor, einen 

nur für den TRPC1-Kanal spezifischen Inhibitor gibt es bisher nicht. Kürzlich konnte 

jedoch ein spezifischer Inhibitor (pico145) für TRPC1/4- bzw. TRPC1/5-Heteromere 

synthetisiert werden, der gute pharmakokinetische Eigenschaften für einen Einsatz in vivo 

aufweist (71, 95). Die Blockade von Heteromeren ergibt Sinn, da TRPC1-Kanäle 

hauptsächlich in Heteromeren vorliegen (s. 1.5) und sich in den Ca2+-Messungen dieser 

Arbeit ebenfalls Hinweise darauf ergaben (s. 5.4.1). Die Wirkung des Inhibitors auf die 

druckabhängige Aktivierung der PSCs sollte untersucht werden und könnte weitere 

Hinweise auf den Mechanismus geben.  

Zusammengefasst zeigt diese Arbeit eine wichtige Rolle von TRPC1 in der 

druckabhängigen Aktivierung ruhender PSCs. Die fehlende Rolle von TRPC1 im SOCE in 

PSCs erklärt die Funktion des Kanals weiter. Eine klinische Anwendung liegt jedoch 

aktuell noch in der Ferne.  
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6 Materialien und Geräte 

6.1 Chemikalien und Verbrauchsmaterial 

Material Hersteller, Firmensitz Deutschland 

  

12-Well-Platte (Falcon Tissue Culture Dish tissue 

culture treated) 

Corning, Wiesbaden  

Aceton Carl Roth, Karlsruhe 

Anti-Maus-Antikörper-Alexa-488 (Goat anti 

mouse IgG Alexa Fluor 488 Invitrogen 

Katalognummer A-11029) 

Thermo Fisher Scientific, Darmstadt 

Anti-α-SMA-Antikörper (Sigma monoclonal 

antibody clone 1A4 Katalognummer A2547) 

Sigma-Aldrich, Taufkirchen 

Bovines Serumalbumin (Albumin Bovine Fraction 

V) 

Serva, Heidelberg 

BTP2 (Katalognummer Ab144413) Abcam, Cambridge (UK) 

DAPI Thermo Fisher Scientific, Darmstadt 

Deckglas Ø 20 mm (Assistent ®) Karl Hecht Glaswarenfabrik, 

Sondheim vor der Rhön 

DMEM/Ham‘s F12 1:1 mit Glutamin und HCO3
- 

(Katalognummer D8062) 

Sigma-Aldrich, Taufkirchen 

DMSO Sigma-Aldrich, Taufkirchen 

Ethylendiamintetraacetat 1 % Biochrom, Berlin 

EGTA Sigma-Aldrich, Taufkirchen 

Einbettmedium Dako Fluorescence Mounting 

Medium 

Dako, Hamburg 

Fibronektin (Katalognummer 11051407001) Roche, Mannheim 

FKS (Fetal Bovine Serum Gold Katalognummer 

A15-151) 

GE Healthcare Life Sciences, 

München 
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Fura-2-AM (Invitrogen) Thermo Fisher Scientific, Darmstadt 

Gey’s Balanced Salt Solution mit NaHCO3 PAN Biotech, Aidenbach 

Glasbodenschale 35/10 mm Greiner Bio-One, Frickenhausen 

Glucose (D-Glucose-Monohydrat) Sigma-Aldrich, Taufkirchen 

Glycerin (Rotipuran) Carl Roth, Karlsruhe 

Glycin analytical grade Serva, Heidelberg 

HEPES Sigma-Aldrich, Taufkirchen 

Ibidi µ-Slide I0,6 Luer ibiTreat Ibidi, Martinsried 

Ibidi Culture-Insert 2 Well Ibidi, Martinsried 

Isofluran (Forene 100 %) Abbott, Wiesbaden 

KCl Sigma-Aldrich, Taufkirchen 

Kollagen I (Katalognummer L7213) Biochrom, Berlin 

Kollagen III (Katalognummer 354244) BD Biosciences, Heidelberg 

Kollagen IV (Katalognummer 354233) BD Biosciences, Heidelberg 

Kollagenase P (Katalognummer 11213865001) Roche Diagnostics, Mannheim 

Laminin (Katalognummer L2020) Sigma-Aldrich, Taufkirchen 

MgCl2 Carl Roth, Karlsruhe 

NaCl Carl Roth, Karlsruhe 

Nile Red technical grade Sigma-Aldrich, Taufkirchen 

Paraformaldehyd Sigma-Aldrich, Taufkirchen 

PBS Sigma-Aldrich, Taufkirchen 

PBS unsteril  Biochrom, Berlin 

Penicillin/Streptomycin 10000 U/ml/10000 µg/ml Biochrom, Berlin 

Poly-L-Lysin Sigma-Aldrich, Taufkirchen 

RPMI 10x Sigma-Aldrich, Taufkirchen 

RPMI-1640 Medium mit 20 mM HEPES und L-

Glutamin, ohne NaHCO3 (Katalognummer R7388) 

Sigma-Aldrich, Taufkirchen 

Thapsigargin (Katalognummer ab120286) Abcam, Cambridge (UK) 



Materialien und Geräte   70 

Triton X-100 Sigma-Aldrich, Taufkirchen 

Trypsin 2,5 % in PBS (10x) Capricorn Scientific, Ebsdorfergrund 

Ultra Pure Water Biochrom, Berlin 

Zellkulturschale Ø 35 mm, Zellkulturschale Ø 100 

mm (Falcon Tissue Culture Dish tissue culture 

treated) 

Corning, Wiesbaden 

6.2 Geräte 

Material Hersteller, Firmensitz Deutschland 

  

40er-Öl-Objektiv EC-Plan NEO FLUAR 

(Fluoreszenzmikroskopie) 

Carl Zeiss, Oberkochen 

40er-Öl-Objektiv Fluar (Ca2+-Messungen) Carl Zeiss, Oberkochen 

Blutgasanalysegerät Abl800 Flex Radiometer, Krefeld 

Filter D510/40m (Ca2+-Messungen) Chroma, Bellows Falls (USA) 

Filter Set 10 BP 450-490 (Filter Alexa 488 

Exzitation) 

Carl Zeiss, Oberkochen 

Filter Set 10 BP 515-565 (Filter Alexa 488 

Emission) 

Carl Zeiss, Oberkochen 

Filter Set 10 FT 510 (Strahlteiler Alexa 488) Carl Zeiss, Oberkochen 

Filter Set 15 BP 546/12 (Filter Nile Red 

Exzitation) 

Carl Zeiss, Oberkochen 

Filter Set 15 FT 580 (Strahlteiler Nile Red) Carl Zeiss, Oberkochen 

Filter Set 15 LP 590 (Filter Nile Red Emission) Carl Zeiss, Oberkochen 

Filter Set 49 BP 445/50 (Filter DAPI Emission) Carl Zeiss, Oberkochen 

Filter Set 49 FT 395 (Strahlteiler DAPI) Carl Zeiss, Oberkochen 

Filter Set 49 G365 (Filter DAPI Exzitation) Carl Zeiss, Oberkochen 

Inkubator CB 210 (für Experimente) Binder, Tuttlingen 

Inkubator Hera Cell 150 (für Zellkultur) Thermo Fisher Scientific, Darmstadt 
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Kamera CCD 94C (Migrationsexperimente) Sony, Berlin 

Kamera CCD XC-ST70CE 

(Migrationsexperimente) 

Hamamatsu Photonics, Herrsching 

Kamera RT-SE-Spot-Camera Visitron Systems 

(Fluoreszenzmikroskopie) 

Visitron Systems, Puchheim 

Kamera SCMOS pco.edge (Ca2+-Messungen) PCO, Kelheim 

Mikroskop Axiovert 200 (Ca2+-Messungen) Carl Zeiss, Oberkochen 

Mikroskop Axiovert 200 

(Fluoreszenzmikroskopie) 

Carl Zeiss, Oberkochen 

Mikroskop Axiovert 25 (Migrationsexperimente) Carl Zeiss, Oberkochen 

Mikroskop Axiovert 40C (Migrationsexperimente) Carl Zeiss, Oberkochen 

pH-Meter 766 Calimatic Knick, Berlin 

Polychromator Visi Chrome High Speed 

Polychromator System 

Visitron Systems, Puchheim 

Schüttler Unimax1000/Inkubator1000 Heidolph Instruments, Schwabach 

Sterilbank Herasafe Thermo Fisher Scientific, Darmstadt 

Strahlteiler LP400 (Ca2+-Messungen) Chroma, Bellows Falls (USA) 

Zählkammer Neubauer improved Assistent ® Karl Hecht Glaswarenfabrik, 

Sondheim vor der Rhön 

Zentrifuge Multifuge 1 S-R Heraeus, Hanau 

  

6.3 Software 

Material Hersteller, Firmensitz Deutschland 

  

Amira Thermo Fisher Scientific, Darmstadt 

Excel 2010 Microsoft, München 

HiPic Image Control Program (Version 7.1.0) Hamamatsu Photonics, Herrsching 

ImageJ (Version 1.48v) National Institute of Health (USA)  
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maxchelator CA-EGTA-Calculator (Version 1.3) http://maxchelator.stanford.edu/index.

html, abgerufen am 02.10.2017 

MetaVue (Version 6.3r6) Visitron Systems, Puchheim 

OriginPro 8 (Version 8.0724) OriginLab, Northampton (USA) 

VisiView (Version 2.1.4) Visitron Systems, Puchheim 

Wasabi Image Control Program Hamamatsu Photonics, Herrsching 

  

http://maxchelator.stanford.edu/index.html
http://maxchelator.stanford.edu/index.html
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AUC Fläche unter der Kurve 

CRAC-Kanal Ca2+-Release-activated-Ca2+-Kanal 

DAG Diacylglycerol 

DAPI 4‘-6-Diamidin-2-phenylindol 

DMEM/Ham’s F12 Dulbecco’s Modified Eagle Medium/Ham’s 

F12 

DMSO Dimethylsulfoxid 

ECM Extrazelluläre Matrix 

EGTA Ethylenglycol-bis(aminoethylether)-

N,N,N′,N′-tetraessigsäure 

ER Endoplasmatisches Retikulum 

FKS Fetales Kälberserum 

Fura-2-AM Fura-2-Acetoxymethylester 

HEPES 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-

ethansulfonsäure 

IP3 Inositoltrisphosphat 

KO Knockout 

MAP-Kinase mitogen-activated-protein-Kinase 

MSC Mechanosensitiver Ionenkanal 

P0 Passage 0 

P2 Passage 2 

PBS Phosphatgepufferte Salzlösung 

PDAC Duktales Adenokarzinom des Pankreas 

PDGF Platelet-derived growth factor 

PIP2 Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat 

PLCβ Phospholipase Cβ 
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PSC Pankreatische Sternzelle 

ROCE Rezeptor-gesteuerter Ca2+-Einstrom 

SERCA Calciumpumpe des sarcoplasmatischen 

und endoplasmatischen Retikulums 

SHH Sonic hedgehog 

SOC Store-operated calcium/store-operated 

current 

SOCE Store-operated calcium entry 

STIM1 Stromal interaction molecule 1 

TGF-β Transforming growth factor-β 

TME Tumor microenvironment, 

Tumormikromilieu 

TRP Transient receptor potential 

TRPA Transient receptor potential ankyrin  

TRPC1 Transient receptor potential canonical 1 

TRPM Transient receptor potential melastatin 

TRPML Transient receptor potential mucolipin 

TRPP Transient receptor potential polycystin 

TRPV Transient receptor potential vanilloid 

WT Wildtyp 

α-SMA α-Smooth Muscle Actin 
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