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ZUSAMMENFASSUNG
Der pH-abhidngige Einfluss des TRPV1-Kanals auf
die Migration von Hepatoblastomzellen (HepG2)
Ostendorf, Philipp

Zellmigration spielt eine bedeutende Rolle in vielen physiologischen und pathopysio-
logischen Prozessen wie der Embryogenese, der Inmunabwehr oder der
Metastasierung. Sie ist ein durch die intrazelluldre Kalziumkonzentration koordinierter
und durch Zell-Matrix-Kontakte und das Zytoskelett angetriebener Vorgang.
Die Migration von HepG2 Zellen kann durch Aktivierung des TRPV1-Kanals mit
Capsaicin erhoht werden. Der TRPV1-Kanal kann zudem durch eine Abnahme des
extrazellularen pH (pHe) aktiviert werden. Eine Kanalaktivierung fiihrt zu Einstrom von
Ca?*und beeinflusst das Mikrotubulusskelett.
Ziel dieser Arbeit ist, die Rolle des TRPV1-Kanals in der Migration ndher zu beleuchten.
In Migrationsexperimenten konnte gezeigt werden, dass der stimulierende Effekt der
TRPV1-Kanalaktivierung durch Capsaicin auf die Zellmigration von HepG2 Zellen vom
pHe abhangt. Bei pHe 6,5 fiihrt eine durch das niedrige pHe verstarkte Integrinbindung
zu einer deutlichen Abnahme des Wanderungsverhaltens der Zelle, bei zunehmendem
pHe 7,0 und pHe 7,5 nimmt dann der zunehmende Kalziumeinstrom in die Zelle durch
die vermehrte Kanalstimulation entscheidenden Einfluss auf die Stimulation der
Migration.
Der TRPV1-Kanal kann verschiedene Stimuli verarbeiten und abhéngig davon die
Migration modulieren.
Zudem zeigten Immunfluoreszenz-Darstellungen des Mikrotubulusskeletts, dass der
TRPV1-Kanal abhingig von Kanalstimulation und pHe das Mikrotubulusskelett
modifiziert. Die Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass der TRPV1-Kanal auch iiber eine
Mikrotubulusdepolymerisation Einfluss die Migration von HepG2 Zellen nehmen kann.
Gerade die durch Kanalaktivierung hervorgerufenen Verdnderungen des Zytoskeletts
zeigen ein lohnendes Feld zukiinftiger Forschung im Bereich der Zellmigration auf.
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2 Einleitung

2.1 Migration

Die aktive Fortbewegung einzelner Zellen in einem Gewebe findet wiahrend der
gesamten Lebensspanne des menschlichen Organismus statt und wird als
,2Migration“ bezeichnet. Sie spielt eine entscheidende Rolle in vielen physiologischen
und auch pathophysiologischen Prozessen. Die Bedeutung der Migration ist zu
erkennen an der grof3en Vielfalt an unterschiedlichen Zelltypen, die migratorische
Prozesse vornehmen; ein Grofdteil der Zellen unseres Organismus ,wandert" im

Laufe des Lebens:

Schon zu Beginn des Lebens wahrend der Embryogenese erreichen viele
spezialisierte Zellen durch Migration den Ort ihrer endgiiltigen Bestimmung und
bilden dort Zellverbande und schliefdlich Organe (KUROSAKA & KASHINA 2008).
Fibroblasten und Epithelzellen wandern von den Randern einer Wunde in
Wundgewebe ein und schliefien entstandene Liicken. Unsere Immunabwehr fufdt
auf der Einwanderung von Leukozyten in entziindetes, infiziertes oder entartetes
Gewebe. Auch ,sprossen” zum Beispiel Nervenzellen wahrend des Lebens an ihren
Axonen Wachstumskegel aus, um immer wieder neue Kontakte und Synapsen zu
bilden. Wenn auch in diesem Fall der Zellkorper statisch bleibt, so ist die Ausbildung
der Wachstumskegel doch als Teil oder Sonderform der Migration zu betrachten

(HENLEY & P00 2004).

Die Migration ist somit erforderlich, um viele physiologische Vorgidnge in unserem
Organismus aufrecht zu erhalten und ein essentieller Prozess fiir alle
multizelluldren Organismen. Aber Bedeutung kommt ihr auch in
pathophysiologischer Hinsicht zu. Ein entscheidendes Kriterium fiir die Bosartigkeit
eines Tumors ist seine Fahigkeit, Metastasen zu setzen. Damit wird die Fahigkeit der
einzelnen Tumorzelle beschrieben, sich aus dem urspriinglichen Zellverband zu
16sen und -nach Weiterleitung zum Beispiel tiber die Blutbahn- an einem anderen
Ort in Gewebe einzuwandern, sich festzusetzen und zu vermehren. Auch miissen in

einem wachsenden Tumor neue Gefafde gebildet werden, ein Prozess, den man
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Neoangiogenese nennt. Diese Beispiele zeigen, dass im Rahmen der Metastasierung
und Neoangiogenese von Tumoren die Migration eine wichtige Rolle spielt

(YAMAGUCHI et. al. 2005).

Ein fiir den Organismus und sein Fortbestehen so entscheidender Prozess wie die
Migration ist hoch komplex und fein reguliert. Nichtsdestotrotz gibt es aber einige
bei allen Zelltypen auftretende Grundlagen, die diesen Prozess der Interaktion der
verschiedenen Zellbestandteile untereinander und mit der Umgebung der Zelle
charakterisieren (SCHWAB et. al. 2007). Diese ,Regeln®, denen die zellularen
Mechanismen der Migration unterstellt sind, werden im ersten Abschnitt der
Einleitung kurz umrissen. Im Folgenden wird dann das Augenmerk auf einzelne und
fiir dieses Projekt bedeutende Bestandteile und Regulatoren dieser
Migrationsmaschinerie und ihre Abhdngigkeit vom extrazellularen pH-Milieu

eingegangen.

Der TRPV1-Kanal wird mit seinen Eigenschaften und mit seinem Einfluss auf eben
diese ,Hotspots“ der Migrationsmaschinerie als Forschungsobjekt dieser Arbeit eine

zentrale Rolle spielen.

2.1.1 Grundlagen der Migration

Informationen tiber die Migration werden vornehmlich an Hand von
Beobachtungen im zweidimensionalen Raum gesammelt. Die folgenden, dabei
gefundenen Grundlagen und Regeln zeigen sich bei nahezu allen beobachteten
Zelltypen: Migrierende Zellen sind polarisiert, sie weisen ein Zytoskelett auf, das als
Motor der Migration fungiert, und sie gehen differenzierte Interaktionen mit der
umgebenden Matrix ein. Der Migrationsprozess wird zusatzlich durch intrazellulare
Proteine und Ionenkandle in der Plasmamembran gesteuert und ist unter anderem
abhangig vom extrazellularen pH-Millieu. In den folgenden Abschnitten sollen diese

Eigenheiten der Migration ndher betrachtet werden.
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2.1.1.1 Polaritat

Migrierende Zellen weisen in Bewegungsrichtung eine Polaritat auf. Diese spiegelt
sich sowohl aufderlich als auch im Inneren der Zelle morphologisch und funktionell
in einer Bewegungsachse wider. In Bewegungsrichtung kommt es vorne zu einer
Protrusion, hinten zu einer Retraktion des Zellkérpers. Im Inneren zeigt sich diese
Polaritdt zum einen in einer asymmetrischen Verteilung der mobilen Komponenten
der Migrationsmaschinerie (zum Beispiel regulatorischen Molekiilen) und zum
anderen in einer orientierten Organisation der zytokelettalen Filamente entlang der

Zellachse (L1 & GUNDERSEN 2008).

Abbildung 1 Migrierende Zelle

Mikrotubulusskelett einer
wandernden Zelle. Vor dem
Zellkern gelegen st das
MTOC (zu erkennen an der
deutlichen  Mikrotubulus-
anreicherung vor dem
Zellkern), im Bereich des
Lamellipodiums sieht man
Zellauslaufer, dort ist nur
ein geringer Gehalt an
Mikrotubuli aufzufinden

Lamellipodium

Zellkern

Im fiihrenden, vorderen

Teil der Zelle bildet sich

Bewegungsrichtung

ein Leitsaum aus, der als
»Lamellipodium“
bezeichnet wird. Es folgt
_ der Zellkérper mit dem
Uropodium
Zellkern und den
Organellen und schliefilich wird der Hintersaum der Zelle ,Uropodium“ genannt.
Das Lamellipodium ist ein diinner, organellenfreier Saum, in dessen Inneren ein

engmaschiges Aktinnetzwerk ausgebildet wird. Die Polymerisation der

Aktinfilamente beispielsweise fiihrt zur Protrusion der Plasmamembran (MOGLINER
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& OSTER 2003 und WANG 1985). Es bilden sich durch Auswiichse von
Aktinfilamenten kleine Zellfiif3chen aus, die man Filopodien nennt. Dem Zellkern ist
in Bewegungsrichtung meist ein sogenanntes Mikrotubulus-Organisierendes
Zentrum (MTOC) vorgelagert, von dem aus sich das Mikrotubulusskelett mit seinen

einzelnen Filamenten in die Zellperipherie ausbreitet.

Das Uropodium der Zelle ist bei den meisten Zelltypen eine lang auslaufende
Struktur, hier werden Zell-Matrix-Kontakte geldst, und es wird durch die
Kontraktion von Stressfasern (bestehend aus Aktin und Myosin) an den Zellkorper

herangezogen.

2.1.1.2 Zytoskelett

Das Zytoskelett als Motor der Migration besteht aus Aktinfilamenten, Mikrotubuli
und Intermediarfilamenten. Den beiden erstgenannten wird eine entscheidende
Rolle in der Fortbewegung einzelner Zellen zugeordnet. Sie weisen wahrend des
Migrationsprozesses einen polarisierten Aufbau auf mit unterschiedlicher Dynamik
in den verschiedenen raumlichen Abschnitten der Zelle. Die Koordination und
Kooperation dieser beiden hochdynamischen zytoskelettalen Elemente unterliegt
einer Reihe interagierender Proteine, Interaktionen mit der umgebenden Matrix
und auch dem direkten Einfluss, den diese beiden Elemente auf sich ausiiben

(ETIENNE-MANNEVILLE 2004).

Aktin und Mikrotubuli sind jeweils polarisierte Polymere, die durch ihre
asymmetrische Organisation innerhalb der Zelle, durch die Dynamik ihrer
Polymerisation und durch die Interaktion mit verschiedenen Proteinen (zum
Beispiel Motorproteinen wie Myosin, Kinesin oder Dynein) der Zelle eine innere
Polaritdt und die Fahigkeit zur Migration verschaffen (LI & GUNDERSEN 2008). Die

beiden Komponenten des Zytoskelettes sollen kurz dargestellt werden.

2.1.1.3 Aktin

Als Motor der Migration kann das Aktinnetzwerk gesehen werden. Die

entscheidenden Prozesse der Protrusion, der Adhasion und der Retraktion werden
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direkt durch das Aktinnetzwerk in rdumlich spezifischer Weise beeinflusst (SMALL
et. al. 2002). Durch die Polymerisation des Aktins wird die Vorwartsbewegung
angetrieben.

Die Bildung von Aktinfilamenten wird durch kleine G-Proteine wie Rho, Rac und Cdc
42 (HALL 2009) gesteuert.

Nicht nur am Lamellipodium ist Aktin ein Schliisselspieler der Migration. Ein
wichtiger Bestandteil der Zellmotilitat ist die Fahigkeit der Zelle, einzelne periphere
Regionen bzw. den gesamten Zellkorper zu kontrahieren. Vor allem fiir die
Retraktion des Hinterendes ist dies ein entscheidender Prozess. Die Kontraktion
basiert auf zwei essentiellen Strukturen: Auf der einen Seite Stressfasern, bestehend
aus Aktinfilamenten und MyosinlI-Motoren, und Zelladhasionspunkte auf der
anderen Seite, an welchen die Stressfasern verankert sind. Unter anderen die
GTPase RhoA veranlasst die Bildung von Stressfasern und Fokalen Adhésionen, was

zu einer erh6hten Kontraktilitat fithrt (VINCENTE-MANZANARES et. al. 2005).

2.1.1.4 Mikrotubuli

In dieser Arbeit wird der Einfluss des TRPV1-Kanals auf die Migration betrachtet.
Deshalb soll das Hauptaugenmerk im Weiteren insbesondere auf zwei
Komponenten der Migrationsmaschinerie gelenkt werden, die durch den TRPV1-
Kanal beeinflusst werden: Das Mikrotubulusskelett und die intrazelluldre

Kalziumkonzentration ([Ca?*];).

Um den Einfluss der Mikrotubuli auf die Migration genauer einordnen zu kénnen,
gehen wir zunachst auf den Aufbau, ihre Dynamik und ihre Verteilung ein, ehe ihr
Einfluss auf Zellpolaritit, Zellmigration und dessen Koordinierung beschrieben

wird.

. Aufbau eines Mikrotubulus

Mikrotubuli bilden sich aus heterodimeren Untereinheiten, die aus einem Alpha-
und einem Betatubulin bestehen. Ebenso wie diese dimeren Untereinheiten ist auch
der gesamte Mikrotubulus polar. Die so entstehenden zwei Pole eines Mikrotubulus

werden als Plus- und Minusende bezeichnet. Die Minusenden sind meist verankert
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am ,Zentromer"” oder auch ,microtubule-organizating centre” (MTOC, siehe
Abbildung 1). Hier verankerte Mikrotubuli bestehen aus Gamma-Tubulin und
erweisen sich als stabile Mikrotubuli. Von diesem Zentrum aus wachsen die
Mikrotubuli auch in polarisierten Zellen symmetrisch in die Zellperipherie aus
(Saraycik et. al. 2005). Durch posttranslationale Modifikationen kann die Funktion
der Mikrotubuli spezifiziert werden, so fiihrt eine Detyrosinierung beispielsweise

zu einer Stabilisierung eines Mikrotubulus (WESTERMANN & WEBER 2003).

. Dynamik eines Mikrotubulus

Durch die Koordination von Wachstum und Schrumpfung wird eine fiir die
Funktion der Mikrotubuli entscheidende Dynamik entwickelt. An die freien
Tubulindimere ist GTP gebunden, in dieser Form kann der Dimer an das Ende eines
entstehenden Mikrotubulus andocken.

Das schnelle Auseinanderfallen eines Mikrotubulus wird als ,Shrinking“, der
Ubergang vom Wachstum(,Growing“) zum Shrinking als ,Catastrophe” bezeichnet.
Die Beendigung der Catastrophe und der erneute Ubergang zum Wachstum wird
»,Rescue” genannt. Schnelle Auflosung und langsame Verlangerung wechseln sich ab,
dieses wird als ,,dynamische Instabilitat” eines Mikrotubulus bezeichnet. Neben
Wachstum und Schrumpfung werden zudem stabile Phasen (,,Pause“) beobachtet

(NOGALES 1999).

Als weiteres dynamisches Phdnomen ist das , Treadmilling“ beschrieben, auch als
,Flux“ bezeichnet: Die Masse an Polymeren eines (stabilen) Mikrotubulus wird als
relativ konstant beschrieben, aber durch kontinuierlichen Abbau am Minusende
und Aufbau am Plusende kommt es zu einem ,Fluss“ des Filamentes in Richtung
Minusende (HONORE et. al. 2005). Wahrend die Wachstumsraten einzelner
Mikrotubuli gleich sind, wird die Dynamik der Mikrotubuli in unterschiedlichen
subzelluldren Regionen einer migrierenden Zelle unterschiedlich reguliert. Am
fiihrenden Pol neigen Mikrotubuli dazu, im Wachstum zu verweilen, wahrend im
Zellkorper und am Zellschweif die Mikrotubuli ldnger in Pausen und Verkiirzungen
verweilen, auch ist die Katastrophenrate dort hoher. Mikrotubuli sind am vorderen

Zellpol stabiler als am Zellende (SALAYCIK et. al. 2005).
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Die Dynamik der Mikrotubuli wird unter anderem gesteuert durch Proteinkinasen
und Phosphatasen und kann somit radumlich und zeitlich moduliert werden
(WATANABE et. al. 2005). Proteine binden spezifisch an verschiedene Stellen der
Mikrotubuli, insbesondere ans Plusende (diese Proteine nennt man +TIPS)
(LANSBERGEN & AKHMANOVA 2006). Haufig werden durch Faktoren im Zellkortex
Mikrotubuli eingefangen (,,capture“) und dadurch stabilisiert, so konnen zum
Beispiel mit der Interaktion mit Motorproteinen auch Zugkrafte generiert werden
(GUNDERSEN et. al. 2004). In migrierenden Zellen ist ein Gradient in der
mikrotubuldren dynamischen Instabilitdt vom hinteren zum vorderen Zellpol zu
beobachten mit einem deutlich héheren Ausmafd der Dynamik am hinteren Ende als
am vorderen (HONORE et. al. 2005). Dies fiihrt zu einer asymmetrischen Verteilung
der Mikrotubuli in einer gerichtet wandernden Zelle mit erh6hter Anzahl von

Mikrotubuli im nach vorne gewandten Teil der Zelle.

. Einflussfaktoren der Mikrotubuli auf die Migrationsmaschinerie

Das MTOC ist in vielen migrierenden Zellen in Bewegungsrichtung vor dem Nukleus
gelegen (ETIENNE-MANNEVILLE et. al. 2005, PALAZZO et. al. 2001 und SOLECKI et. al.
2004).

Neben der Orientierung des MTOC scheint auch die selektive Stabilisierung
einzelner Mikrotubuli im fiihrenden Teil der Zelle fiir die Migration von Bedeutung
zu sein (GUNDERSEN & BULLINSKI 1988). Fokale Adhasionen und Integrinbindung
veranlassen die Bildung von stabilen detyrosinisierten Mikrotubuli (PALAZZO et. al.
2004). Durch Zentromerverschiebung und Mikrotubulusstabilisierung werden auch
der nahe dem Zentromer gelegene Golgiapparat in die Ndhe des fiihrenden Teiles
der Zelle gebracht. Durch kinesinabhangigen Transport von Membranvesikeln kann
das Lamellipodium somit mit Membranvorldufern versorgt werden (L1 & GUNDERSEN

2008).

. Mikrotubuli beeinflussen die Kontraktilitat einer Zelle

Obwohl nicht direkt involviert in die Kontraktionsmaschinerie, ist das
mikrotubuldre System ebenfalls in die Zellkontraktion wiahrend der Migration

(BALLESTREM et. al. 2000) und in den epithelialen Wundverschluss verwickelt. Eine
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globale Zerstorung der Mikrotubuli zum Beispiel durch Nocodazol oder Colchizin
fiihrt liber Freisetzung von an polymerisierte Mikrotubuli angelagertes Rho GEF-H1
zu einer Aktivierung von Rho (KRENDEL et. al. 2002) und zu einer erhéhten
Kontraktibilitit der Zelle liber eine vermehrte Phosphorylierung der Myosin-

Leichte Ketten Kinase (ENOM0OTO 1996 und REN et. al. 1999).

. Mikrotubuldres Wachstum unterstiitzt die Auflésung fokaler Adhasionen.

Die Bedeutung des Mikrotubulusskeletts fiir die Migration ist abhdngig vom Zelltyp
und von der Geschwindigkeit, mit der sich eine Zelle auf dem Substrat bewegt. Diese
Abhangigkeit von Mikrotubuli fiir die Lokomotion bestimmter Zelltypen korreliert

mit der Anwesenheit fokaler Adhasionen.

Zellen, die fokale Komplex-Typ Adhasionen bilden, sie aber nicht in fokale
Adhédsionen umwandeln, kénnen fast unabhangig von Mikrotubuli migrieren. Dies
sind in der Regel schnell wandernde Zellen wie Neutrophile oder Keratinozyten, die
amonoid vornehmlich tiber Protrusion wandern. In diesen Zellen fiihrt die
Zerstorung von Mikrotubuli zur Auflosung einer Polaritat migrierender Zellen und

ermoOglicht somit Zellmigration (Xu et. al. 2005).

Hingegen sind Zellen, die Mikrotubuli zur Migration benoétigen, gut fixierte Zellen,
die typische fokale Adhdsionen zusatzlich zu den fokalen Komplexen vorweisen
(HoNoORE et. al. 2005).

Zerstorung des Mikrotubulusskeletts fiihrt zur Bildung von Stressfasern und
fokalen Adhdsionen (ENOMOTO 1996). Dies ist zu erklaren mit der Beteiligung der
Mikrotubuli am Turnover fokaler Adhédsionen:

Wachsende dynamische Mikrotubuli ,zielen” auf fokale Adhdsionen, dies flihrt zu
ihrer Lockerung vom Substrat (dies wird am hintern Zellpol beobachtet) und zur
Auflosung (KAVERINA et. al. 1999 und SMALL et. al. 2002). Fokale Adhésionen
befinden sich vornehmlich im fiihrenden Teil der Zelle, hier findet dieser Prozess
ihrer Lockerung und Auflésung seltener statt. Dynamische Mikrotubuli haben somit
einen Einfluss auf die Zellpolarisation. Dies kann erkldren, warum eine
Verminderung dynamischer Mikrotubuli zu einer Reduzierung der Geschwindigkeit

migrierender Zellen fiihrt (L1 & GUNDERSEN 2008 und LiAo et. al. 1995).
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Aktin initiiert also vornehmlich die Polaritat und treibt die Migration an, das
mikrotubuldre System baut und erhalt diese Polaritit. Dabei beeinflussen sie sich

gegenseitig liber verschiedene Signalwege.

2.1.1.5 Interaktion mit der extrazelluldren Matrix

Die durch den Migrationsmotor aufgebauten Krafte werden mittels spezieller Zell-
Matrix-Kontakte auf die Strukturen des Extrazellularraumes tibertragen (WEBB et.
al. 2002). In den unterschiedlichen Regionen der Zelle haben diese Kontakte
verschiedene Bedeutung: Im vorderen Anteil der Zelle werden fokale Kontakte
(,fokale Komplexe“) neu angelegt. Sie verbinden die extrazellulare Matrix mit dem
intrazelluldaren Aktinnetzwerk (BRAKEBUSCH & FASSLER 2003). Diese Adhasionspunkte
wandeln sich im Verlauf der Migration und l6sen sich entweder auf oder finden sich
als verstdrkte und stabilisierte ,Fokale Adhdsionen” im Bereich des Zellkorpers.
Diese Verstarkung der Adhasion ist erneut Rho-vermittelt (ROTTNER et. al. 1999).
Ihre Losung am hinteren Pol der Zelle schlief3lich wird unter anderem durch
Mikrotubuli beeinflusst (EZRATTY et. al. 2005).

Die Steuerung fokaler Adhasionen scheint unter anderem das Ergebnis eines
,Wettkampfes“ zwischen dem Aktinnetzwerk und dem Mikrotubulusskelett zu sein.
Aktin fiihrt zu einer positiven Feedbackschleife mit Bildung einer kontraktilen Kraft
durch Stressfasern, sowie Generierung von Fokalen Adhadsionen und somit
Verankerung an das Substrat. Mikrotubuli fiihren zu negativer Feed-back-Schleife
mit einer Relaxation der Adhasionen. Umgekehrt fiihrt die Bildung von fokalen
Adhasionen zu Bindung von stabilen Mikrotubuli und auch Stressfasern, so dass die
gegensatzlichen zytoskelettalen Elemente der Zelle eine schnelle und sensitive

Steuermoglichkeit liber die fokalen Adhdsionen geben.

In den vorangehenden Abschnitten sind die zellskelettalen Anteile als Mitspieler der
Migration aufgefiihrt worden. Sie finden sich auch bei Beobachtungen von
migrierenden Zellen im dreidimensionalen Raum, auch wenn die Gewichtung der
einzelnen Bestandteile der Migration hier u.U. starker, als man bisher annahm,

variiert (FRIEDL & WoLF 2003).
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Migration kann als eine periodische Wiederholungssequenz verschiedener
Ereignisse angesehen werden, die die Bildung lamellipodialer Protrusionen, die
Befestigung der Zelle am Substrat, die Translokation des Zellkorpers in Richtung
der neuen Adhasionsstelle und die Losung am Hinterende vom Substrat beinhalten
(LAUFFENBURGER & HORWITZ 1996). Die Adhasion der Zellen am Substrat wird dabei
unter anderem auch iiber Kalziumeinstrom in die Zelle gesteuert (DOYLE & LEE
2005). Auf die Bedeutung von lonenkanalen und Kalziumverschiebungen im

Besonderen soll nun eingegangen werden:

2.1.2 lonenkanale und intrazellulére Kalziumkonzentration

Die Steuerung der im Voraus beschriebenen Migrationsprozesse unterliegt unter
anderem lonenkandlen und lonentransportern (SCHWAB et. al. 2007). Die
lonenkanadle konnen ihren Einfluss auf die Migrationsmaschinerie mittels
unterschiedlicher Mechanismen ausiiben. Die direkte Interaktion mit Komponenten
der Migrationsmaschinerie zum Beispiel ist fiir verschiedene Kandle beschrieben
(CLARK et. al. 2006), so unter anderem auch fiir die Interaktion mit der
extrazelluldren Matrix (STocK et. al. 2008). lonenkanale kénnen das Zellvolumen
regulieren und somit lokal die Ausbildung des Lamellipodiums oder auch die
Schrumpfung des hinteren Endens der Zelle unterstiitzen (SToCK & SCHWAB 2006).
Zudem kontrollieren Ionenkandle die intrazellulare Konzentration verschiedener
Ionen. Auch hier ist die regionale Verteilung und regionale Aktivierung der Kanale
und Transporter, die die einzelnen Komponenten des Migrationsprozesses steuern
(ScHwaAB et. al. 2006), von entscheidender Bedeutung. Eine wichtige Rolle in der
Kontrolle der Migration kommt dabei der intrazellularen Kalziumkonzentration zu,
die gesteuert wird durch lonenkanale und -transporter.

Ionenkanale wirken somit als Vermittler unterschiedlicher Reize, denen die Zelle
ausgeliefert ist und setzen diese in migratorische Aktivitat um. Zum Beispiel kdnnen
Ionenkanale als ,Messstationen”“ oder ,Antennen” verstanden werden, die die
Wanderung von Zellen an Hand von elektrischen Feldern in eine bestimmte
Richtung leiten (MYCIELSKA & DjyMGOz 2004). Andere lonenkandle werden wiederum

durch mechanischen Stress aktiviert, wenn also beispielsweise Zugkrafte auf die
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Zellmembran wirken (MUNEVAR et. al. 2004 und FABIAN et. al. 2008).
Ionenkandle unterstiitzen durch lokale Volumenveranderungen in bestimmten

Zellabschnitten die Fortbewegung einer Zelle (ScHwAB et. al. 2007).

. Zellmigration ist kalziumabhangig

Die intrazelluldre Kalziumkonzentration steuert die Migration, sie ist dabei sowohl
raumlich als auch zeitlich wohl organisiert und fein reguliert (KoMURO & KuMADA
2005, PETTIT & FAY 1998). Innerhalb vieler migrierender Zelltypen besteht ein
Gradient der intrazellularen Kalziumkonzentration (SCHWAB et. al. 1997 und
BRUNDAGE et. al. 1991). Dabei wird am fiihrenden Teil der Zelle eine niedrige
Konzentration von Kalziumionen gemessen, die in Richtung des Hinterendes der
Zelle ansteigt. Zudem oszilliert die intrazellulare Kalziumkonzentration (PETTIT &

FAY 1998, WEi et. al. 2009).

Die Kalziumkonzentration wird einerseits mittels Einstrom aus dem
Extrazellularraum, Freisetzung aus intrazellularen Speichern wie dem
Endoplasmatischen Retikulum und mittels Export von Kalziumionen aus dem
Zytoplasma in den Extrazelluldrraum und in intrazellulare Speicher reguliert. Die
hierfiir zustandigen Kanale in der Plasmamembran kénnen durch verschiedenste
Stimuli wie zum Beispiel Liganden aktiviert werden. Die Kanéle des
Endoplasmatischen Retikulums werden vornehmlich durch second Messenger
geoffnet (PETTIT & FAY 1998). Auch kann der Einstrom von Kalzium aus dem
Extrazellularraum die Freisetzung von Kalzium aus intrazelluldren Speichern
triggern (BERRIDGE et. al. 2003). Ausgeschleust aus dem Zytoplasma wird Kalzium
Uiber Energie verbrauchende Pumpen (ATPasen) oder Austauscher wie dem
Na*/Ca?*-Austauscher (CARAFOLI 2002). Dieser spielt im Rahmen der Migration eine

herausragende Rolle (DREVAL et. al. 2005).

Zeitlich und lokal begrenzte sehr fein regulierte Anderungen der Ca2+-
Konzentration beeinflussen die Migrationsmaschinerie iiber verschiedene
Signalkaskaden wie zum Beispiel die PIP3 Kaskade (PRICE et. al. 2003 und WEINER et.
al. 2002) oder einen dazu parallelen Phospholipase-A2 vermittelten Signalweg (VAN

HAASTERT et. al. 2007). Am Lamellipodium der Zelle wird unter anderem
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zytoskelettale Dynamik wie Aktinpolymerisation und das Aktinremodeling (STOSSEL
et. al. 2006) aber auch die Steuerung der Dynamik fokaler Adhasionen (FRANCO et. al.
2004) gelenkt.

In Makrophagen unterhalt der lokale Einstrom von Kalzium an der Zellfront das
Membranruffling, die Aktinpolymerisierung und die PIP3-Signalgebung (EVANS &
FALKE 2007).

Der Einstrom von Kalzium in die Zelle induziert die Kontraktion des hinteren
Anteiles der Zelle in Fibroblasten. Als Effektoren des Kalziums dienen in diesem Fall
Calmodulin und die Myosin-Leichte-Ketten-Kinase (MLCK), die zu einer
Phosphorylierung der Myosin-Leichten-Ketten fiihrt (LEE et. al. 1999 und YANG &
HUANG 2005).

Durch mechanosensitive Kalziumkanale wird die Adhasion von Keratinozyten an
die extrazellulare Matrix und somit die Migrationsgeschwindigkeit reguliert (DoYLE

& LEE 2005).

Eine neue Studie vermittelt, wie der TRPM7 Kanal iiber Kalziumeinstrom
Zellmigration steuern kann (WEr et. al. 2009): Es zeigte sich, dass es kleine Funken
von Kalzium oder Mikrodoméanen mit einer hohen Kalziumkonzentration -
sogenannte , Calcium flickers“- in verschiedenen migrierenden Zelltypen gibt. Die
Verteilung dieser ,Calcium flickers“ ist dem vorbeschriebenen Kalziumgradienten
tiberlagert: Am Lamellipodium sind sie haufiger (4:1) zu beobachten als am
Uropodium. ,Calcium flickers“ wurden nur in Zellen mit typischer migratorischer
Morphologie beobachtet. Bei statischen Fibroblasten gab es weniger Flimmern und
einen geringeren Flimmergradienten. Es wird durch TRPM7 Kanaéle hervorgerufen,
die durch mechanischen Stress aktiviert werden, also auf die Zellmembran
einwirkende Zug- und Scherkrafte. Diese TRPM7 Kanile finden sich in der Ndhe von
fokalen Adhésionen, dort also, wo vornehmlich Zugkrifte auftreten. Wurden die
Zellmembran Scherkraften ausgesetzt, kam es zu einer lokalen Erh6hung dieser
Flimmeraktivitat.

Der Effekt von in die Zelle einstromendem Kalzium wird deutlich verstarkt durch
kalziuminduzierte Freisetzung von Kalzium aus dem Endoplasmatischen Retikulum.
Dadurch koénnen viele lokale kalziumabhangige Signalkaskaden, die fiir Polaritat

und Bewegung der Zelle verantwortlich sind, aktiviert werden. Das
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Chemoattraktant PDGF (Platelet-derived Growth Factor) stimuliert Migration von
Epithelzellen in der Wundheilung. Es konnte gezeigt werden, dass ein Gradient von
PDGF zu einer asymmetrischen , Flicker“-aktivitdt im Lamellipodium und zur

Richtungsanderung in Richtung des Gradienten fiihrte (WEi et. al. 2009).

Am Beispiel des TRPM7-Kanals wird deutlich, welch herausragende Rolle
Kalziumkanale fiir die Steuerung der Migrationsmaschinerie haben. Es ist
wahrscheinlich, dass auch andere Kalziumkanile mit ahnlichen Prozessen an der

Steuerung der Migration beteiligt sind.

2.2 TRPV1

2.2.1 Die Familie der TRP-Kanale und der TRPV1-Kanal

1977 beschrieb Minke erstmalig eine Drosophila-Mutante, deren Photorezeptoren
im Auge ein transientes Rezeptorpotential (trp) als Antwort auf Licht generierten
(MINKE 1977). Nach diesem ,Drosophila melanogaster trp mutant” ist eine grofie
Familie von inzwischen tiber 28 Kationenkanalen (Vergleiche hierzu:
http://www.iuphar-db.org STAND 05.10.11) benannt (NiLIUS & VOETS 2005). Viele
sind mit unterschiedlicher Selektivitat kalziumpermeabel, zum Teil sind sie auch in
der Freisetzung von Kalzium aus intrazelluldren Speichern beteiligt (TURNER et. al.
2003). Ihnen gemeinsam ist eine dhnliche Aminosauresequenz. Vier Monomere mit
jeweils 6 Transmembranregionen schliefden sich zu Tetrameren zusammen, die

dadurch eine kationenpermeable Pore bilden.

Sowohl N- als auch C-Terminus der Kanile liegen zytoplasmatisch und haben fiir
den jeweiligen Kanal spezifische Domainen. Allen gemeinsam ist eine sogenannte
TRP-Box. Bei den Sdugetieren wird die TRP-Familie in sechs Subfamilien unterteilt:
TRP canonical (TRPC), TRP vanilloid (TRPV), TRP melastatin (TRPM), TRP
polycystin (TRPP), TRP mucolipin (TRPML), und TRP ankayrin (TRPA) Ionenkanale
(NiLIUs & VOETS 2005).

14
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2.2.2 Der TRPV1-Kanal mag’s scharf, hei und sauer!

Der TRPV1-Kanal - ein Mitglied der Vanilloid-Subfamilie der TRP-Kanale - wurde
bisher vor allem auf Grund seiner Beteiligung in der Schmerzweiterleitung erforscht
(CATERINA et. al. 1997). TRPV1 ist ein nichtselektiver Kationenkanal mit hoher
Permeabilitat fiir Ca%*. Er besitzt sowohl einige endogene Agonisten (zum Beispiel
N-arachidonoyl-dopamin) (HUANG et. al. 2002) als auch exogene Stimuli, wie zum
Beispiel Hitze (>42°C), einen sauren extrazellularen pH-Wert und schlief3lich
Capsaicin.

Dieses Capsaicin ist die den Chili scharfende Substanz (TOMINAGA & TOMINAGA 2005).
Auf Grund seiner polymodalen Aktivierungsmaoglichkeiten, die sich gegenseitig
beeinflussen und verstarken kénnen, kann der TRPV1 als Integrator verschiedener
Signale dienen (TOMINAGA et. al. 1998). So fiihrt die Aktivierung durch Protonen erst
ab einem pH-Wert von unter 6,0 zu einem Kalziumeinfluss. Bei einem sauren
extrazellularen pH-Wert ist die fiir eine Aktivierung nétige Konzentration an
Capsaicin deutlich erniedrigt und auch seine Empfindlichkeit gegeniiber anderen

Stimuli ist erhoht (CATERINA et. al. 1997).

Der TRPV1-Kanal ist nicht nur in der Plasmamembran sondern auch in
intrazelluliren Membranen lokalisiert (JAHNEL et. al. 2001). In Neuronen kann seine
Stimulation tiber verschiedene Mechanismen zum Anstieg der intrazelluldren
Kalziumkonzentration flihren: Direkt tiber den Einstrom von Kalzium durch den
TRPV1-Kanal aus dem Extrazellularraum (TRPV1-Kanaéle in der Plasmamembran)
und aus intrazelluldren Speichern wie dem Endoplasmatischen Retikulum (dort
lokalisierte TRPV1-Kanile), sowie die gegenseitige Aktivierung dieser sich
beeinflussenden Freisetzungswege: Kalzium-induzierte-Kalziumfreisetzung
(Calcium-induced Calcium release) und speichergesteuerter Kalziumeinstrom

(store-operated calcium entry) (KARAl et. al. 2004).

Sowohl kalziumabhingige als auch kalziumunabhdngige Mechanismen beeinflussen
den TRPV1-Kanal in seiner Aktivitat. Eine Desensibilisierung des Kanals kann
hervorgerufen werden durch Kalziumeinstrom in die Zelle durch den Kanal selber
und wird ausgeldst durch eine Phosphorylierung (LisHkovV et. al. 2007) des TRPV1-

Kanals, aber auch durch eine Ca?*-abhangige Interaktion mit Calmodulin am C-
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Terminus von TRPV1 (MANDADI et. al. 2004, MOHAPATRA & NAU 2003 und 2005, ZHU
2005 und ROSENBAUM et. al. 2004)

Der TRPV1-Kanal spielt in einer Reihe physiologischer und pathophysiologischer
Vorgédnge eine Rolle. So ist er an der Wahrnehmung verschiedener Reize, wie zum
Beispiel Hitze, scharfen Speisen, Schmerz und auch der Dehnung der Blasenwand
beteiligt. Dementsprechend ist auch seine weitreichende pathophysiologische
Bedeutung zu erklaren: Es wird vermutet, dass der TRPV1-Kanal involviert ist in die
thermale Hyperalgesie, die Allodynie (also der Schmerzempfindung ohne
ausreichenden Schmerzreiz), in funktionelle und entziindliche Blasenerkrankungen,
aber auch in Erkrankungen wie der Vulvodynie, Osteoarthritis, Pankreatits, in der
gastro6ophagelalen Refluxkrankheit, Asthma, Migrane, Schizophrenie und der
Schmerzwahrnehmung im Allgemeinen (NILIUS et. al. 2007). Auch fiir die
Krebsforschung ist die Bedeutung des TRPV1-Kanals erkannt worden (PREVARSKAYA
et. al. 2007). So ist beispielsweise eine hohe Kanalexpression mit einer
Tumorsuppression in Verbindung gebracht worden (MIAo et. al. 2008), seine
chronische Blockade kann iiber eine fehlende Downregulation von EGFR zu einem

erhohten Risiko fiir Karzinogenese fithren (BoDE et. al. 2009).

Auf Grund des Einflusses, den TRP-Kandle in pathophysiologischer Hinsicht
ausiiben, wurde in den letzten Jahren die Bezeichnung , TRPpathies“ oder auch
,channelopathies” eingefiihrt (KisELYOV et. al. 2007). Aktivatoren des TRPV1-Kanals
werden bereits therapeutisch genutzt: die Retraktion und Degeneration vor allem
TRPV1-exprimierender sensorischer Neurone formt die Basis fiir den analgetischen
Effekt von Capsaicinsalben (McMAHON et. al. 1991). Klinischen Einsatzmdglichkeiten
von spezifischen Agonisten fiir TRP Kanale konnten sich auch als effektive und

potente Chemotherapeutika herausstellen.

2.2.3 TRPV1 und das Zytoskelett

2.2.3.1 TRPV1 bindet Mikrotubuli und stabilisiert sie somit

Es wurde eine direkte Interaktion des TRPV1-Kanals mit Tubulin, nicht aber mit

anderen Komponenten des Zytoskeletts wie Aktin oder Neurofilamenten,
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nachgewiesen (GoswaMiI et. al. 2004 und GoswAMI & HucHo 2008). Diese Interaktion
findet am C-Terminus des TRPV1-Kanals statt (Goswawmi et. al. 2007). TRPV1 bindet
vor allem an 3-Tubulin, in geringerem Mafe auch an a-Tubulin. Es erfolgt eine
starkere Bindung an das Plusende eines Mikrotubulus, da dieses mit {3-Tubulin
verziert ist. TRPV1 kann somit als ein an das Plus-Ende des Mikrotubulus
angebundenes Protein (+TIP) bezeichnet werden (LANBERGEN & AKHMANOVA 2006).
TRPV1-Kanile interagieren dabei nicht nur mit I6slichem Tubulin sondern auch mit
zusammengefligten Mikrotubuli unterschiedlicher dynamischer Zustande.
Modifiziert wird diese Tubulinbindung an den TRPV1-Kanal durch die intrazellulare
Kalziumkonzentration im Sinne einer positiven Verstarkung: Bei steigender
intrazelluldrer Kalziumkonzentration verstarkt sich die Bindung des Tubulins an
den Kanal.

Uber die einfache Bindung an einen Mikrotubulus hinaus hat der TRPV1 zudem
auch einen stark stabilisierenden Effekt auf den Mikrotubulus. Auf Grund seiner
Eigenschaft, an das am Plusende exponierte 3-Tubulin zu binden, stabilisiert der
TRPV1-Kanal diejenigen Mikrotubuli, die die Plasmamembran erreichen. Zum
Beispiel werden im Bereich des Lamellipodiums einzelne ,bahnbrechende”
Mikrotubuli gefunden, die das Aktinnetzwerk an dieser Stelle durchbrochen haben
und somit an die Plasmamembran stofsen und durch den Kanal stabilisiert werden
konnen.

Diese Stabilisierung flihrt in vivo zu starken Veranderungen der zellularen
Morphologie, und es kommt zu einer massiven Induktion von filopodialen
Strukturen, wie Goswami und Hucho herausfanden. Dies wird nicht nur in
neuronalen, sondern auch in nichtneuronalen Zellen wie zum Beispiel menschlichen
embryotischen Nierenzellen beobachtet - fiir HepG2 Zellen ist dies allerdings bisher
nicht beschrieben (Goswami & HucHo 2007). Dieser Prozess ist unabhangig von der
Aktivitat der TRPV1-Kandle. Zellen mit erhohter Expression von TRPV1-Kanélen
zeigten eine deutlich erhohte Anzahl und Lange filopodialer Strukuren, die
vornehmlich in Richtung benachbarter Zellen auswachsen. Dabei wurde eine enge
Kolokalisation zwischen Tubulin (in Form stabiler Mikrotubuli) und dem TRPV1-
Kanal sowohl an der Spitze als auch an den Seitenrandern der Filopodien

nachgewiesen. Eine Aktivierung des TRPV1-Kanals fiihrt zu Abknicken und Abbau
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der filopodialen Strukturen.

Die Regulation des Zytoskeletts mittels Beeinflussung von Myosin durch TRP Kanale
ist beschrieben(CLARK et. al. 2006). Die Aufgabe des TRPV1-Kanals kénnte sein, iiber
stabile Mikrotubuli ein schnelles Transportsystem in die o.g. Filopodien zu

etablieren. Auch kann TRPV1 Teil eines Signalkomplexes in diesen Strukturen sein.

Der TRPV1-Kanal ist also - wohl unabhangig von seiner Kanalfunktion und seiner

Aktivierung - an der Initiierung des Ausbaus filopodialer Strukturen beteiligt.

2.2.3.2 Aktivierung des TRPV1-Kanals fihrt zum Abbau dynamischer Mikrotubuli

Im Gegensatz zu seiner stabilisierenden Wirkung auf die Mikrotubuli im
Ruhezustand fiihrt die Aktivierung des TRPV1-Kanals zu einer raschen Auflosung
stabiler Mikrotubuli (GoswaMi et. al. 2006). Betroffen sind hiervon vornehmlich die
peripher gelegenen Mikrotubuli, intakt bleiben Mikrotubuli die dem MTOC nahe
liegen. Andere zytoskelettale Strukturen wie Aktin und Neurofilamente werden
durch TRPV1-Aktivierung nicht betroffen. Eventuell scheint aber eine TRPV1
Aktivierung zu einem Anstieg der Menge an polymerisiertem Aktin zu fiihren (WANG

et. al. 2005).

Der Mechanismus dieser Destabilisierung peripherer dynamischer Mikrotubuli ist
bisher unklar. Goswami und Hucho (Goswami & HucHo 2007) diskutieren hierfiir
verschiedene Erklarungsmoglichkeiten :

Auch wenn grofde Veranderungen der Kalziumkonzentration keinen direkten
Einfluss auf den Abbau der Mikrotubuli nach TRPV1 Aktivierung haben (GoswAMI et.
al. 2006 und 2007), konnten hierfiir lokale Anderungen der
Kalziumkonzentrationen verantwortlich sein. Tatsachlich werden durch hohe
Kalziumkonzentrationen Mikrotubuli in vivo und in vitro depolymerisiert (KARR et.
al. 1980 und JoB et. al. 1981) , sowohl durch eine dynamische Destabilisierung -also
einem direkten Effekt des Kalziums auf die Mikrotubuli- als auch indirekt durch
eine Calmodulin-induzierte, Signalkaskaden-abhangige Depolymerisation (LIEUVIN
et. al. 1994). Kleine Mengen an Calmodulin in der Anwesenheit von katalytischen

Mengen von Kalzium kdnnen massive Mikrotubulus-Depolymerisation hervorrufen
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Auch eine TRPV1 vermittelte Inhibition von Proteinsynthese und auch die
Fragmentierung des endoplasmatischen Retikulums kann Einfluss auf die Integritit

der Mikrotubuli haben (HAN et. al. 2007).

2.2.4 TRPV1 und Migration

Es konnte gezeigt werden, dass der TRPV1-Kanal die Migration von HepG2 Zellen
(VRIENS et. al. 2004) stimuliert, ebenso hat er starken Einfluss auf die Neuritogenese

(Jinet. al. 2004).

In HepG2-Zellen, die in den Versuchen dieser Arbeit verwendet wurden, wird der
TRPV1-Kanal exprimiert. Als nicht selektiver lonenkanal ist er vor allem fiir den
Kalziumhaushalt einer Zelle ein wichtiger Mitspieler. Er ist vor allem fiir den
Einstrom von Kalziumionen in diese Zellen aus dem Extrazelluldarraum
verantwortlich (WANING et. al. 2007). Dieser Einstrom wird durch seine Aktivierung
initiiert und ist deutlich erhoht bei Zellen, die eine Migrationsmorphologie
aufweisen. Der Kalziumeinstrom tiber den TRPV1-Kanal ist also mit den
Mechanismen der Zellmigration gekoppelt. HepG2-Zellen bilden nach dem Zusatz
von hepatozytarem Wachstumsfaktor (hepatocyte growth factor, im Folgenden:
HGF) diese fiir migrierende Zellen typische Morphologie mit Lamellipodium und
Schweif aus. Das Transmembranpotential und die extrazellulare
Kalziumkonzentration bestimmen das Ausmaf$ des Einstroms von Kalzium in die
Zelle nach Aktivierung des TRPV1-Kanals (VRIENS et. al. 2004).

Die Aktivierung des TRPV1-Kanals fiihrt auch zur Freisetzung von Kalzium aus
intrazelluldren Speichern. Capsaicin wird intrazellular gebunden, Anstieg und Abfall
der intrazellularen Kalziumkonzentration nach Stimulierung durch Capsaicin gehen

deshalb langsam vonstatten (VRIENS et. al. 2004).

Diese Veranderungen der intrazellularen Kalziumkonzentration nach Stimulation
des TRPV1-Kanals mit Capsaicin haben Auswirkungen auf die Migration von HepG2
Zellen. Die Kanalaktivierung durch Capsaicin flihrt dosisabhangig zu einer erhéhten
migratorischen Aktivitat von HGF-vorbehandelten HepG2 Zellen (WANING et. al.
2007). Die Aktivitat des TRPV1-Kanals ist Voraussetzung fiir Migration von HepG2

Zellen, Blockade des Kanals mit Capsazepin (einem Antagonisten des TRPV1-
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Kanals) fiihrt zu einer nahezu aufgehobenen Migrationsaktivitit. Eine
Depolarisation der Zellmembran hebt dem entsprechend den stimulierenden Effekt

von Capsaicin auf die Migration auf.

Der Einfluss, den HGF auf die Stimulation der Migration durch Aktivierung des
TRPV1-Kanals hat, ist bisher ungeklart, zumindest die Anzahl der exprimierten
TRPV1-Kanile ist nicht erhoht.

Moglich ist, dass es zu einer Aktivitatserhohung von Kaliumkanalen durch HGF
kommt, die zu einer Hyperpolarisation der Zelle als treibende Kraft fiir den
Kalziumeinstrom fiihrt. Auch wird eine erhéhte Menge an 0231 Integrinen als HGF-
vermittelter Einflussfaktor fiir die TRPV1-stimulierte Migration diskutiert (WANING

et. al. 2007).

2.2.5 Der extrazelluldare pH-Wert (pH.)

In verschiedenen pathophysiologisch bedeutenden Prozessen wie der
Entziindungsreaktion und auch im Zentrum eines Tumors ist ein erniedrigtes
extrazellulares pH zu beobachten. Im Tumor kann es zu einer Umkehr des pH-
Gradienten zwischen Extra- und Intrazellularraum kommen, mit einem héheren pH;
von >7,4 und einem erniedrigten pHe von 6,7-7,1 (WEBB et. al. 2011), wobei sowohl
das extrazelluldre als auch das intrazellulare pH raumliche Unterschiede aufweist
(Stock et. al. 2007 und MARTIN et. al. 2011). Das extrazellulare pH beeinflusst die
Migrationseigenschaften einer Zelle (STock & ScHWAB 2009). Er wirkt sich auf
verschiedene Mitspieler in der Migrationsmaschinerie wie unter anderem die
Zelladhasion aus.

So wurde gezeigt, dass die Interaktion mit der extrazelluldren Matrix tiber Integrine
abhangig vom extrazellularen pH ist (STock et. al. 2005). In der Studie von Stock
zeigte sich bei saurem pH-Wert eine erhohte Bindung von a231-Integrin an
Kollagen 1; je alkalischer der extrazellulare pH-Wert, desto schwacher wird die
Adhasion an die extrazelluldare Matrix. Dies fiihrte zu einer Verminderung der
migratorischen Aktivitdt von Melanomzellen bei pHe 6,5 und pHe 7,5 mit einem

Optimum bei pHe 7,0. Auch in Osteoklasten haben die Bindungskrafte zwischen
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Integrinen und extrazelluldren Liganden ein Maximum bei pHe 6,5 (LEHENKARI &

HoRrTON 1999).

Dabei spielt nicht nur der pH-Wert in einem Gewebe, sondern insbesondere auch
das pH-Milieu der Aufdenseite einer Zelle innerhalb ihrer Glykokalix und die
Aufrechterhaltung desselben durch Transportproteine wie dem NHE1 (STocK et. al.
2005 und 2008, STUWE et. al. 2007 und KRAHLING et. al. 2009) eine entscheidende
Rolle. Abhdngig von der Aktivitdt des NHE1 ist die perizellulare
Protonenkonzentration am Lamellipodium hoher als am Hinterende (STock et. al.
2007). Das extrazellulare pH kann auch durch Protonensensoren wie die G-Protein-
gekoppelten Rezeptoren OR G1 oder GPR4 iiber intrazelluldare Kalziumsignale und
folgende Signalkaskaden auf die Migration einwirken (Vergleiche hierzu STock &
ScHwAB 2009).

Gerade hier ist es natiirlich auch denkbar, dass das extrazelluldre pH iiber die
Modulation der Aktivierung von lonen-Kanédlen -wie zum Beispiel dem TRPV1-
Kanal- Einfluss auf die Migrationsmaschinerie betreffende intrazelluldre

Signalkaskaden nimmt.

. Fragestellung

Die Migration ist also ein durch die intrazellulare Kalziumkonzentration
koordinierter und durch Zell-Matrix-Kontakte und das Zytoskelett angetriebener
Vorgang. Viele Faktoren haben lokal und zeitlich fein abgestimmte Einfliisse auf
diesen hochkomplexen Ablauf. Verschiedene Einfliisse und auf die Zelle
einstromende ,Informationen” miissen dabei integriert und ,abgewogen” werden.
Der TRPV1-Kanal , misst” verschiedene fiir die Migration bedeutende Signale wie
den extrazelluldaren pH-Wert und verschiedene endogene und exogene Signalstoffe
und wird von ihnen in unterschiedlichem Maf$ stimuliert. Zudem hat er Einfluss auf
einige die Migration bestimmende Parameter wie den intrazelluldren Kalziumgehalt
und auch die Mikrotubuli als Teil des Zytoskeletts. Dass der Kanal und seine
Aktivierung die Migration antreiben, ist in den oben genannten Studien von WANING

und VRIENS herausgefunden worden und lasst den naheliegenden Schluss zu, dass er
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als Integrator verschiedener Stimuli die Migration moduliert. Im Entziindungs- und
Tumorgewebe besteht ein erniedrigtes extrazellulares pH und gerade in diesen
Geweben spielt die Migration eine entscheidende (patho-) physiologische
Bedeutung. So ist die Hypothese naheliegend, dass die Stimulation der Migration
von HepG2 Zellen mittels TRPV1-Aktivierung tiber Capsaicin durch den
extrazellularen pH-Wert beeinflusst wird. Kénnte eine gesteigerte Aktivierung des
TRPV1-Kanals bei erniedrigtem extrazellulairem pH beispielsweise in zentralen

Anteilen eines Tumors zu forcierter migratorischer Aktivitat fithren?

Zudem ist weiterhin offen, auf welche Art und Weise der TRPV1-Kanal seine
Auswirkung auf die Migration ausiibt. Moduliert er die Migrationseigenschaften
einer Zelle iiber eine Beeinflussung des Mikrotubulusskeletts? Und ware auch

dieses abhdngig vom extrazellularen pH-Wert?



3 Material und Methoden

3.1 Zellen und Zellkultur

Alle Experimente wurden mit der Hepatoblastomzell-Zelllinie HepG2 (KNOWLES et.
al. 1980) durchgefiihrt. Als Nahrmedium diente HCO3 -gepuffertes Dulbeco’s
Minimal Essential Medium (Gibco, Karlsruhe). Dem DMEM-Medium wurden 2%
Glutamax, 1% Aminosauren (MEM-Non-Essential-Amino-Acids, Gibco, Karlsruhe),
und 1% Natrium-Pyruvat hinzugefiigt. Dem fiir die Kultur der Zellen vorgesehenen
DMEM wurde 10% fetales Kalberserum (FKS, Biochrom AG, Berlin, Germany)
beigefiigt, es wurde dann als DMEM* bezeichnet. Die Versuchsdurchfiihrung erfolgte
in der Regel mit FKS-freiem DMEM-. Der pH-Wert des Mediums (pHe) wurde variiert
durch die Zugabe von NaHCO3, die nach der Henderson-Hasselbach-Gleichung

berechnet wurde:

HCO,

pH = pK +log,,

2

Da die CO2 Konzentration in dem geschlossenen System in der Atmosphare des
Brutschrankes bei konstant 5% gehalten wurde bildet sich bei Verbrauch der
Pufferbase (HCO3') die gleiche Menge an Puffersdure (CO2). Fiir DMEM gilt, dass sich
bei 5%-iger COz-Atmosphare und einer NaHCO3 —-Konzentration von 3,7 g/l ein pH

von 7,6 einstellt. Nach Henderson-Hasselbalch ergibt sich also folgende Tabelle:

pH 65 | 68 | 70 | 72 | 75
[NaHCO3] in g/I 0,294 | 0,55 | 0,88 | 1,4 | 2,68
[NaHCO3] in mmol/1 35 | 658 | 10,43 | 16,53 | 31,88

Tabelle 1 NaHCO3; Zugabe zum Einstellen des pH-Wertes des Mediums

Unter sterilen Bedingungen wurden die Zellen in 10 cm Petrischalen (Falcon,
Wiesbaden) bei 37°C im Brutschrank (Hera-Cell 150, Heraeus, Germany)in
befeuchteter, 5%-iger COz2-Atmosphare kultiviert. Bildete sich nach einigen Tagen

durch Zellteilung auf dem Schalenboden ein konfluenter Zellrasen, wurden die
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Zellen unter sterilen Bedingungen von einer Schale auf eine andere iiberfiihrt
(,passagiert”) oder auf mehrere Schalen verteil (,gesplittet”). Fiir diesen Vorgang
wurden die Zellen nach Entfernen des Wachstumsmediums mit etwa 3 ml einer
EDTA-L6sung bedeckt, welches extrazelluldres Calcium bindet. Nach 5 Minuten
wurde die EDTA-L6sung abgesaugt und durch 1 ml Trypsin 0,05% in EDTA-L6sung
ersetzt. Das Trypsin wurde ca. eine Minute auf den Zellen belassen. Es bewirkt -
unterstiitzt durch leichte manuelle Stof3bewegungen gegen den Schalenboden- die
Ablésung der Zellen vom Boden der Kulturschale. Der Erfolg dieses Prozesses
wurde am Mikroskop (Axiovert 40c, Zeiss, Germany) tiberpriift und durch Zugabe
von 10 ml Kulturmedium gestoppt. Durch leichtes Auf- und Abpipettieren der
Zellsuspension wurden Zellverbande gelost und die Zellen vereinzelt. Abhangig von
der Zelldichte wurden ca. 0,5 ml der so erhaltenen Zellsuspension in eine mit 10 ml
DMEM?* gefiillte Schale tiberfiihrt zum weiteren Wachstum im Brutschrank

inkubiert.

3.2 Migrationsversuche

An Hand der Migrationsversuche wurde die zweidimensionale Bewegung der
HepG2-Zellen unter verschiedenen Zusammensetzungen des Mediums in einem

Zeitraum von 5 Stunden quantifiziert.

3.2.1 Versuchsvorbereitung

Die Zellen wurden fiir die Migrationsexperimente in 12,5 ml Flaschen (Falcon,
Wiesbaden) angesaht. Auf den Flaschenboden wurde am Vortag der
Versuchsdurchfiihrung ein gleichmafdiger Kollagenfilm aufgetragen. Dazu wurde
Kollagen I im Verhaltnis 1:10 mit sterilem Ampuwa gemischt und 200 pl dieser
Mischung mit einer sterilen Pipette so auf dem Flaschenboden verteilt, dass ein
durchgehender Fliissigkeitsfilm entstand. Nachdem sich das Kollagen eine Stunde
lang im Brutschrank auf dem Flaschenboden absetzen konnte, wurde der
Fliissigkeitsiiberstand abgesaugt. Bis zur Versuchsdurchfiihrung wurden die
Flaschen mit leicht ge6ffnetem Verschluss im Brutschrank aufbewahrt, so dass noch

vorhandene Fliissigkeit verdunsten konnte.
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24 Stunden vor Versuchsbeginn wurde das mit FKS angereicherte DMEM+-
Kulturmedium der Zellen durch FKS-freies DMEM--Medium ersetzt, um die Anzahl
der Mitosen wahrend der Versuchsdurchfiihrung méglichst gering zu halten.
Diesem DMEM--Medium wurde Hepatocyte Growth Factor (Research Diagnostics,
Concord, MA, USA) beigefiigt, so dass in dem Medium HGF in einer Konzentration
von 20 ng/ml vorhanden war.

Bis zur Versuchsdurchfiihrung wurden die Schalen im Brutschrank aufbewahrt. Am
Versuchstag wurde in den am Vortag mit Kollagen versehenen 12,5 ml Flaschen 2
ml mit HGF in einer Konzentration von 20 ng/ml angereichertes DMEM--Medium
vorgelegt. Der pH-Wert des Versuchsmediums wurde wie unter 2.1 beschrieben
eingestellt und variierte in den verschiedenen Versuchen. Je nachdem wie stark die
am Vortag vorbehandelten Schalen mit den Versuchszellen bewachsen waren
wurden 2-5 Tropfen der gelésten Zellen in DMEM wie unter 2.1. beschrieben in die
Kollagenschalen passagiert, so dass die HepG2-Zellen sich gleichméfiig und einzeln
liegend auf dem Flaschenboden verteilten. Die Flaschen wurden fiir weitere 3 %
Stunden in den Brutschrank gestellt. In dieser Zeit setzten sich die Zellen auf dem
Kollagen fest, und das Kulturmedium dquilibrierte mit dem im Brutschrank
vorgegebenen COz. Schlief3lich wurden den Zellen Capsaicin ((E)-Capsaicin,
Calbiochem, Merck, Darmstadt, Deutschland) in fiir die verschiedenen Versuche
festgelegten Konzentrationen zugefiigt. Da das Capsaicin in Ethanol gelost wird,
wurde in Kontrollversuchen eine entsprechende Menge (0,02%) EtOH dem Medium
zugefiigt. Bevor das Migrationsverhalten der Zellen videomikroskopisch Untersucht

wurde, inkubierten die Zellen noch einmal 15 Minuten im Brutschrank.

3.2.2 Videomikroskopie

Die 12,5 ml Flaschen mit den vorbereiteten Versuchszellen wurden in eine auf 37°C
temperierte Experimentierkammer (Eigenbau aus den feinmechanischen und
elektrischen Werkstatten des Institutes) eingesetzt. Diese Warmekammern waren
auf den Tischen von invertierten Phasenkonstrastmikroskopen (Axiovert 40c und
Axiovert 20, Zeiss, Deutschland) fixiert. Die Bildausschnitte wurden so gewahlt, dass

vornehmlich vereinzelt liegende Zellen aufgenommen wurden, um eine moglichst
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storungsfreie Beobachtung der Migration zu gewahrleisten. Vor Versuchsbeginn
und nach Einsetzen in die Kammer wurden den Zellen noch einmal 15 Minuten in
Ruhe belassen. Die einzelnen Versuche erstreckten sich auf einen Zeitraum von je
300 Minuten, in denen alle 10 Minuten von einer in das Mikroskop eingebauten
Videokamera (Modell XC-ST70CE Hamamatsu/Sony, Japan) ein Bild von den Zellen
aufgenommen wurde. Gesteuert und durchgefiihrt wurde diese digitale
Aufzeichnung der Bilder durch die Software HiPic32 (Hamamatsu Photonics
Deutschland GmbH, Herrsching Germany). Die erhaltenen Bilder wurden mit der
Software AMIRA (TGS Inc., San Diego, CA, USA) weiter bearbeitet. Nach Markierung
der Zellgrenzen und an Hand der dadurch bestimmten Zellkontur wurden zur
Analyse der Migrationsaktivitit verschiedene Parameter bestimmt. Ausgewertet
wurden alle im Bildausschnitt vorgefundenen Zellen, die sich nicht in der Mitose
befanden, sich mit anderen Zellen iiberlappten oder wahrend des gesamten
Versuches mit ihren Zellkonturen nicht den Bildausschnitt verlief3en. Die mit
AMIRA bearbeiteten Bilder wurden unter zu Hilfenahme der Software IMAGE ]
(http//rsb.info.nih.gov/ij/), die durch selbstgeschriebene Plug Ins erganzt wurde,
weiter bearbeitet und die Parameter Zellfliche, Translokation,
Migrationsgeschwindigkeit und der Strukturindex (SI) bestimmt. Dabei wurde als
Translokation die Strecke gewertet, die der vom Programm errechnete
Zellmittelpunkt wiahrend des Experimentes zuriickgelegt hat. Die Geschwindigkeit
ergibt sich als Funktion der Zeit. Die Zellfliche wurde iiber die Anzahl der von der
Zelle eingenommenen digitalen Bildpunkte (,Pixel“) errechnet. Die Lange eines
Pixels ist im voraus fiir jedes Mikroskop anhand eines Maf3stabes ermittelt worden
und entsprach fiir das Mikroskop Axiovert 40c 0,56 pm (20x Objektiv), fiir das
Mikroskop Axiovert 25 0,675 pm (32x Objektiv).

Der Strukturindex (SI) beschreibt die Morphologie der Zelle. Er wird an Hand der
Formel: SI = (4 m A) /p? berechnet. A bezeichnet hierbei die projizierte Zellfliache in
der Aufsicht, p beschreibt den Zellumfang. Der Strukturindex kann Werte von 0 bis
1 erlangen, wobei ein Strukturindex mit der Grofe eins einer runden Zelle
entspricht, ein gegen null tendierender Wert beschreibt eine zunehmende

dendritische Morphologie der Zelle mit vielen Zellauslaufern.
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3.3 Immunfluoreszenz Mikroskopie

Um den Einfluss der TRPV1-Aktivierung auf das Mikrotubulus-Skelett zu beurteilen,
wurden die Mikrotubuli fiir die Immunfluoreszenz Mikroskopie angefarbt und der
Polymerisationsgrad der Mikrotubuli an Hand der Fluoreszenzintensitat verglichen

(Liao et. al. 1995).

Dafiir wurden a-Tubulin durch den selektiven Primarantikorper Anti-a-Tubulin
(Maus IgG1 Isotyp, Sigma, Saint Louis, Missouri, USA) in der Verdiinnung 1:25.000
markiert, dieser wurde wiederum mit einem Cy3 markiertem Sekundarantikérper
(Jackson ImmunoResearch Laboratories inc., Pennsylvania, USA) mit der

Verdiinnung 1:800 sichtbar gemacht.

Die HepG2-Zellen wurden -analog zu den Migrationsversuchen- fiir 24 Stunden in
mit HGF versetztem DMEM--Medium vorbereitet und anschlief3end auf
kollagenbedeckte Objekttriager in mit HGF versetztem DMEM--Medium
unterschiedlichen pH-Wertes gesetzt. Nachdem sich die Zellen 3 %2 Stunden auf dem
Kollagen absetzen konnten, wurden dem Medium Capsaicin (100 nM), eine Ethanol-
Kontrolllésung oder Nocodazol (Sigma, Saint Louis, Missouri, USA) (10nM)
hinzugesetzt und die Zellen fiir weitere 2 Stunden inkubiert. Diese Inkubationszeit
gewahrleistet, dass der Mikrotubulusgehalt der Zellen in einem Stadium bestimmt
wird, in dem in den Migrationsexperimenten ein eindeutiger Unterschied der
migratorischen Aktivitat der einzelnen Gruppen (Capsaicin, Nocodazol und die

Kontrollgruppe) nachgewiesen wurde.

Nach einem Waschschritt in kaltem PBS wurden die Objekttrager fiir eine Stunde
bei 4°C in 3,5% Paraformaldehyd fixiert. Daraufhin erfolgten zwei weitere
dreiminiitige Waschschritte in PBS. Die Objekttrager wurden tiber Nacht bei 4°C in
PBS aufgehoben. Am Folgetag wurden die Objekttrager fiir 10 Minuten in 100 mM
Glycin / PBS inkubiert und dreimalig fiir 3 Minuten in PBS gewaschen. Durch ein
Inkubation in 0,1% Triton / 1% SDS / PBS wurde die Zellmembran der HepG2-
Zellen permeabilisiert, um die Bindung der Antikdérper an die intrazellular
gelegenen Mikrotubuli zu gewdhrleisten. Es folgten drei Waschschritte fiir drei

Minuten in PBS. Um eine Anlagerung des Priméarantikdérpers an unspezifische freie
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Bindungsstellen zu vermeiden, wurden die Zellen mit 10 % Ziegennormalserum
(ZNS) beschichtet und fiir 30 Minuten in einer feuchten Kammer, die eine
Austrocknung der Praparate verhinderte, inkubiert. Hierauf folgte die Beschichtung
der Zellen mit dem Primdrantikérper Anti-a-Tubulin in einer Verdiinnung 1:25.000
in 10 % ZNS und die Inkubation fiir 60 Minuten in der feuchten Kammer. Die
Inkubationszeit wurde durch fiinfmaliges Waschen fiir drei Minuten in PBS beendet.
Der daraufhin in einer Verdiinnung von 1:800 in 10 % ZNS aufgetragene
Sekundarantikérper Cy3 mouse-anti-rabbit verblieb fiir 45 Minuten in der feuchten
Kammer auf den Zellen. Ungebundener Sekundarantikérper wurde durch einen
erneuten flinffachen PBS-Waschschritt entfernt. Als nachster Schritt erfolgte eine
zehnminiitige Nachfixierung der Zellen auf den Objekttragern in 3,5 %
Paraformaldehyd. Zum Schutz des Fluoreszenzfarbstoffes vor zu schnellem
Ausbleichen (,Bleaching“) wurden die Zellen abschliefdend mit Vectashield (Vector

Laboratories, Burlingame, USA) bedeckt und mit Deckglasern versiegelt.

Im Mikroskop (Axiovert 200, Zeiss, Germany) wurden in den Proben einzeln
liegende Zellen im Durchlicht ausgewahlt und mit gefiltertem Licht der Wellenldnge
488 nm bestrahlt. Alle Bilder wurden in der gleichen Intensitdt und Zeit (100 ms)
den Strahlen ausgesetzt. Diese Bilder wurden mit einer am Mikroskop angebrachten
Digitalkamera (RT-SE-Spot, Visitron, Germany; Meta-Vue-Software, Universal
Imaging Corporation, USA) ) aufgenommen. Die erhaltenen Bilder wurden unter
Zuhilfenahme der Image | Software (http//rsb.info.nih.gov/ij/) ausgewertet. Es
wurden die Zellflache sowie die minimalen, mittleren und maximalen Grauwerte
innerhalb der als Zelle definierten Flache als Maf$ fiir die Fluoreszenzintensitat
erhoben. Von dieser Intensitat wurde die mittlere Hintergrundfluoreszenz,
gemessen an drei gewahlten zellfreien Arealen des Bildausschnittes, abgezogen. Da
depolymerisierte und somit freie Mikrotubuli bei den Farbeschritten durch die
permeabilisierte Zellmembran ausgewaschen werden, werden nur polymerisierte
Mikrotubuli angefarbt. Der mittlere Grauwert pro Flache der Zellen ist damit ein

indirektes Maf? fiir die Menge an polymerisierten Mikrotubuli.
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3.4 Western Blot

Zur Bestatigung dieser Ergebnisse wurde der Gehalt an Mikrotubuli nach
Stimulation mit Capsaicin und im Vergleich dazu auch nach Gabe von Nocodazol

und Ethanol mittels Western Blot quantifiziert.

Die Anlage und Vorbereitung der Zellkulturen sowie die Inkubation mit HGF
erfolgte analog zu der Versuchsanordnung fiir die Inmunfluoreszenz, beschrieben
unter 2.3. Die Versuche wurden bei einem extrazelluldren pH 6,5 und pH 7,0
durchgefiihrt.

Es erfolgte das vorsichtige Abkratzen der Zellen mittels eines Schabers zur
vorsichtigen Sammlung der Zellen mittels Zentrifugation. Die Zellen wurden mit
Hank’s Balanced Salt Solution (HBSS) aufgenommen und iiber 5 Minuten inkubiert
mit den entsprechenden Versuchsmedien: Nocodazol (20pmol/1) und Capsaicin
(200nmol/1) sowie einer entsprechenden Ethanol- und Leerkontrolle.
Anschlief3end erfolgte die Inkubation iiber eine Minute mit 0,25ml
Permeabilisierungspuffer und die Zentrifugation bei 150g tiber 5 Minuten unter
Raumtemperatur. Die Experimente wurden sowohl mit digitoninhaltigem und -

freiem Permeabilisierungspuffer durchgefiihrt.

100 mM Pipes (pH 6,8)
2 mM EGTA
0,4 mM MgCl
20% Glycerol 20%

100pg/ml Digitonin

2x Complete Protease Inhibtor Cocktail™ (Roche)

Tabelle 2 Zusammensetzung des Permeabilitatspuffers

Sowohl der Uberstand als auch das Pellet konnten in gleichen Proteinmengen
aufgetragen und im Westernblot analysiert und mit a Mikrotubulin 1:25.000 als

Erstantikérper und Goat- Anti Mouse 1:50.000 als Zweitantikorper gefarbt werden.

Da depolymerisierte und somit freie Mikrotubuli durch die permeabilisierte

Zellmembran ausgewaschen und im Uberstand nachgewiesen werden, ist damit die
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Tubulinmenge dort ein indirektes Maf3 fiir den Polymerisationsgrad der
Mikrotubuli. Somit lisst eine hohe Tubulinmenge im Uberstand auf eine hohe
Menge freien Tubulins in der Zelle schlief3en, es liegt ein geringer
Polymerisationsgrad vor. Umgekehrt fiihrt eine hohe Mikrotubuluspolymerisation
zu einer geringen Menge Tubulin im Uberstand und einer schmalen Bande im

Western Blot.

3.5 Statistik

Die Ergebnisse sind als Mittelwerte + Standardabweichung (SEM) des Mittelwertes
angegeben. Zur Uberpriifung der Signifikanz der Ergebnisse wurde der Student t-
Test verwendet. Ergebnisse wurden als signifikant unterschiedlich bei einer
Fehlerwahrscheinlichkeit p < 0,05 % angesehen und sind in den Abbildungen
gekennzeichnet (*). Die Gesamtzahl der ausgewerteten Zellen einer Versuchsreihe

ist jeweils angegeben.



4 Ergebnisse

4.1 Migrationsexperimente

Das Wanderungsverhalten migrierender HepG2-Zellen wurde liber 5 Stunden
videomikroskopisch aufgezeichnet. Die zuriickgelegte Strecke des Zellmittelpunktes
und die Geschwindigkeit dieser Translokation wurde als Maf3 fiir die Migration
bestimmt. Um den Effekt des Capsaicins auf die Migration zu erfassen, wurde
Capsaicin in einer Konzentration von 100nmol/1 zugegeben. Diese Experimente
wurden mit Umgebungsmedien unterschiedlichen pH-Wertes wiederholt. Ziel der
Versuchsreihe war es, die Abhdngigkeit der Stimulation der Migration durch

Capsaicin vom extrazellularen pH-Wert darzustellen.

4.1.1 Translokation

Die Strecke, die der Zellmittelpunkt im Verlauf des gesamten Experimentes
zurlcklegt, wird als Translokation bezeichnet. Die Translokation von HepG2-Zellen
ist pHe-abhédngig. Dies zeigte sich in den durchgefiihrten Experimenten: Unabhdngig
von der Zugabe von Capsaicin fallt die Translokation der Zellen bei einem
extrazellularen pH 6,5 wesentlich geringer aus als bei den hheren pH-Werten. Bei
pHe 7,5 ist eine deutliche Steigerung der migratorischen Aktivitdt um mehr als den

Faktor drei im Vergleich zur Translokation bei pHe 6,5 festzustellen.

Die Zugabe von Capsaicin zeigt einen eindeutigen Effekt auf die Translokation der
Zellen. Unabhdngig vom pH-Wert wird die Translokation stimuliert. Das Ausmaf3
dieser Stimulation ist allerdings eindeutig abhédngig vom pH-Wert des

Umgebungsmilieus.

An Hand von Trajektorien ist diese Stimulation der Migration durch Aktivierung des
TRPV1-Kanals mittels Capsaicin gut zu verdeutlichen. Dabei zeichnet die
,Irajektorie” die Bewegungslinie des Zellmittelpunktes liber die
Untersuchungsflache im Verlauf eines Experimentes nach. In der folgenden Grafik

sind die gesamten Trajektoren einer Untersuchung dargestellt:
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—Q0O—— Kontrolle

——@ —— Capsaicin 100 nM
50 pm

Abbildung 1 Trajektoren migrierender HepG2 Zellen.

Durch Capsaicinstimulation erhoht sich die zurtickgelegte Strecke der migrierenden Zellen. Der
Radius der Kreise zeigt je die mittlere in 5h zurlckgelegte Translokation an. Der Beginn aller
Trajektoren wird dann auf einen gemeinsamen Startpunkt verschoben. Als Beispiel aufgefihrt
sind Trajektoren bei einem extrazellularen pH. 7,0.

Eindeutig ist die deutlich weitere Translokationsstrecke der durch Capsaicin

stimulierten Zellen zu erkennen.

Im Weiteren sind exemplarisch die Trajektoren einer einzelnen Zelle dargestellt.
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200 min

100 min

300 min

300 min

Abbildung 2
Migrierende HepG2
Zelle mit eingezeich-
netem Trajektor nach
Kanalaktivierung
durch Capsaicin
Abgebildet ist eine
HepG2- Zelle zum
Startpunkt des
Experimentes sowie
nach 100, 200 und 300
Minuten. Der Mittel-
punkt der Zelle ist
durch einen Punkt
markiert. Alle zehn
Minuten wurde ein
Bild erstellt. Die von
diesem  Mittelpunkt
Uber die Zeit
zurlickgelegte Strecke
ist als Trajektor
eingezeichnet. Die
hier abgebildeten Ex-
perimente wurden bei
einem extra-zelluldren
pHe 7,0 durchgefihrt.

Abbildung 3
Migrierende HepG2
Zelle mit eingezeich-
netem Trajektor,
Kontrollzelle ohne
Kanalaktivierung
Analog zu Abbildung 2
durchgefihrte  Dar-
stellung.
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Die Translokationsmafie sind in folgender Tabelle zusammengefasst.

Kontrolle SEM | Capsaicin 100nm | SEM Differenz
pHe 6,5 6,4 1,5 8,6 1,2 2,2
pHe 6,8* 18,6 2,0 27,7 4,3 91
pHe 7,0* 12,4 1,9 23,6 3,7 11,2
pHe 7,2 (#) 15,7 1,7 30,3 4,4 14,6
pHe 7,5 22,3 0,7 23,7 31 1,4

Tabelle Translokation in pm
(#) Die Migrationsexperimente fiir pH. 7,2 wurden unter den gleichen Untersuchungs-
bedingungen durch Judith Waning durchgefiihrt, Vergleiche hierzu: WANING et. al. 2007

Der stimulierende Effekt des Capsaicin ist bei pHe 7,2 mit einem Zuwachs der Trans-
lokation von durchschnittlich 14,6um tiber 5 Stunden am deutlichsten und ebenso
bei pHe 6,8 (9,1um) und pHe 7,0 (11,2 um) zu erkennen und weist eine gewisse
Konstanz auf. Mit einer Zunahme der Translokation von 2,2pum bei pHe 6,5 und
1,4um bei pHe 7,5 ist der Effekt in diesen Umgebungsmilieus nicht signifikant zu

erkennen.
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5 4 ———QO—— Kontrolle
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6,5 6,8 7,0 7,2 7,5
pH

Abbildung 4 Translokation abhédngig von pH. ohne und mit Stimulation des TRPV1-Kanals.
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Bei pHe 6,5 ist die Translokation sowohl der Kontrollzellen als auch die der
capsaicinstimulierten Zellen mit 6,4pm bzw. mit 8,6um deutlich erniedrigt. Bei pHe
7,5 ist auf schon relativ hohem Translokationsniveau der Kontrollzellen mit 22,3 um
eine signifikante Steigerung der Translokation durch Zugabe von Capsaicin (auf

23,7pum) nicht mehr moglich.

17,5 A

15 4

12,5 H

10 4

75 A

2,5 ~

Veranderung der Translokation durch TRPV1 Aktivierung (pum)

6,5 6,8 7,0 7,2 7,5
pH

Abbildung 5 Zunahme der Translokation

4.1.2 Geschwindigkeit

Ein dhnlicher Effekt sowohl des extrazellularen pH als auch der Stimulation des
TRPV1-Kanals durch Capsaicin ist bei der Geschwindigkeit zu beobachten. Hierbei
wird zwischen den einzelnen Bildern, die im Abstand von zehn Minuten gemacht
werden, die Geschwindigkeit des Zellmittelpunktes in Mikrometer pro Minute
berechnet. Anders als bei der Translokation, bei der nur Start- und Endpunkt der
Migration beurteilt werden, wird somit bei der Geschwindigkeit jede Zellbewegung

in die Berechung mit einbezogen. Somit werden auch kleinere Bewegungen,
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Richtungsanderungen und ,Zittern®, also Bewegungen um einen Punkt herum, der

Zellen feiner beurteilt.

Kontrolle SEM | Capsaicin 100nM | SEM Differenz
pHe 6,5 0,05 0,01 |0,07 0,01 [0,02
pHe 6,8 0,15 0,01 |0,17 0,02 |0,02
pHe 7,0* 0,11 0,01 |0,17 0,02 |0,06*
pHe 7,2* (#) 0,13 0,01 {0,19 0,02 |0,06*
pHe 7,5 0,2 0,01 |0,18 0,02 |-0,02

Tabelle 3 Geschwindigkeit in um/min
(#) Die Migrationsexperimente fiir pH. 7,2 wurden unter den gleichen Untersuchungs-
bedingungen durch Judith Waning durchgefiihrt, Vergleiche hierzu: WANING et. al. 2007

Auch hier ist eine herabgesetzte migratorische Aktivitat bei pHe 6,5 zu beobachten.
Im Gegensatz zur Translokation ist bei pHe 6,5, 6,8 und 7,5 keine signifikante
Beeinflussung der Geschwindigkeit durch Capsaicin zu beobachten. Bei pHe 7,0 und
pHe 7,2 mit je einer Zunahme von durchschnittlich 0,06pum/min die Geschwindigkeit

der Zellen durch die Zugabe von Capsaicin signifikant erhoht.
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0,05 A
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6,5 6,8 7,0 7,2 7,5
pH

Abbildung 6 Geschwindigkeit abhdngig von pH ohne und mit Stimulation des TRPV1-Kanals.
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4.1.3 Flache

Durch die erhobenen Parameter ist auch die projezierte Zellflache in der Aufsicht
betrachtet worden. Hier ergab sich ein signifikanter Unterschied lediglich bei pHe
7,5 zwischen den Capsaicin ausgesetzten Zellen und den Kontrollzellen. Durch den

Einfluss von Capsaicin werden die Zellen bei pHe 7,5 signifikant grofder als die

Vergleichszellen.
Kontrolle Capsaicin 100nM
pHe 6,5 685 59 761 58
pH. 6,8 645 47 743 60
pHe 7,0 1014 69 828 75
pHe 7,5* 593 52 757 58

Tabelle 4 Auflagefliche der Zellen in pm?
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Abbildung 7 Auflageflache
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4.1.4 Strukturindex

Mittels des Strukturindexes wird die Form der Zellen ndherungsweise beschrieben.
Hierbei bedeutet ein Sturkurindex, der sich der Zahl 1 annahert, eine zunehmend
kreisformige Zellform, ein Strukturindex, der sich der Zahl 0 annéhert, beschreibt
eine eher dendritische Form der Zelle. Somit kann der Sturkturindex unter anderem

eine Aussage Uber die Auspragung von Lamellipodien oder Filopodien treffen.

In den durchgefiihrten Experimenten konnte den Strukturindex betreffend kein
signifikanter Unterschied durch eine Stimulation des TRPV1-Kanals beobachtet
werden. Weder der extrazellulare pH-Wert noch die Stimulation des TRPV1-Kanals
fiihrt zu der Ausbildung von Zellauslaufern und beeinflusst somit die Morphologie

der Zelle - soweit mit dem Strukturindex beurteilbar - nicht.
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4.2 Polymerisationsgrad der Mikrotubuli

Durch die Bestimmung der Fluoreszenzintensitat angefarbter Mikrotubuli und
durch Western Blot-Analyse wird im folgenden Abschnitt der Gehalt an
polymerisierten Mikrotubuli in caspsaicinstimulierten Zellen im Vergleich zu einer
Kontrollgruppe und im Vergleich zu einer Nocodalzol-Gruppe bestimmt. Nocodazol
fiihrt zu einer Depolymerisation des Mikrotubulus Zytoskeletts (LiAo et. al. 1995).
Eine Veranderung des Gehaltes an polymerisierten Mikrotubuli kann als Hinweis
gelten, dass der TRPV1-Kanal iiber eine Depolymerisation der Mikrotubuli Einfluss
auf die migratorische Aktivitat der HepG2-Zellen nimmt. Die Verdnderung des
Polymerisationsgrades der Mikrotubuli kann also einen méglichen Wirk-

mechanismus der TRPV1-Kanile auf die Migration der HepG2-Zellen darstellen.

4.2.1 Fluoreszenzmikroskopie

In den im Folgenden beschriebenen fluoreszenzmikroskopischen Experimenten
wird der Gehalt an polymerisierten Mikrotubuli an Hand der Mikrotubulus-
assoziierten Fluoreszenzintensitit verglichen. Dabei wurden die Zellen unter dem
gleichen Regime wie bei den Migrationsexperimenten bei pHe 6,5, pHe 7,0 und pHe
7,5 entweder mit Ethanol als Kontrollgruppe oder mit Capsaicin behandelt. Zudem
wurden die Zellen einer Versuchsreihe bei pHe 7,0 Nocodazol ausgesetzt. Nocodazol
fiihrt zu einer deutlichen Herabsetzung des Turnovers der dynamischen
Mikrotubuli mit einer deutlichen Depolymerisation (VASQUEZ et. al. 1997).

Der mittlere Grauwert der Zelle wurde ermittelt und als Indikator fiir die Fluores-

zenzintensitat und somit den Gehalt an polymerisierten Mikrotubuli gewertet.

Kontrolle Capsaicin 100 nM | Nocodazol 10 nM
pHe 6,5* 0,024 0,045
pHe 7,0* 0,037 0,027 0,017
pHe 7,5 0,033 0,025

Tabelle 5 Fluoreszenzintensitdt abhangig von extrazellulirem pH, Kanalaktivierung und
Kontrolle mit Nocodazol
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Kontrolle

Capsaicin

Nocodazol

Abbildung 7 Polymerisationsgrad der Mikrotubuli bei pH. 7,0

Mikrotubulusfarbungen bei pHe 7,0 von Zellen ohne Stimulation des TRPV1-Kanals (oben), nach
Stimulation mit Capsaicin (mitte) und nach Mikrotubulisdepolymerisation durch Nocodazol (unten)
bei gleicher Belichtungsintensitdt und —dauer. Links sind die gesamten Zellen abgebildet, rechts die
entsprechenden, vergroRerten Ausschnitte.

Es zeigt sich ein deutlicher Unterschied des Gehaltes an polymerisierten Mikrotubuli mit einem
hohen Gehalt bei den Kontrollzellen, einer Abnahme bei den mit Capsaicin stimulierten Zellen bis
zu lediglich vereinzelt sichtbaren Mikrotubuli bei den Nocodazolzellen.
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Die Stimulation des TRPV1-Kanals mittels Capsaicin hat einen Effekt auf den Gehalt
der polymerisierten Mikrotubuli einer HepG2-Zelle. Dieser Effekt ist abhangig vom

extrazelluldaren pH.

Im sauren Milieu bei pHe 6,5 fiihrt eine Stimulation des TRPV1-Kanals zu einer
Zunahme des Gehaltes an Mikrotubuli. Der mittlere Grauwert nahm nach
Stimulation mit 100nM Capsaicin von 0,024 auf 0,045 zu. Bei pHe 7,0 kommt es nach
Stimulation des TRPV1-Kanals jedoch zu einem gegenteiligen Effekt, der mittlere
Grauwert nimmt von 0,037 auf 0,027 ab. Der Depolymerisationsgrad durch TRPV1-
Kanalaktivierung ist allerdings geringer ausgepragt als der Depolymerisationsgrad
durch Nocodazol. Bei pHe 7,5 ist kein signifikanter Unterschied im Gehalt an
Mikrotubuli zu erkennen.

Folgende Grafik verdeutlicht die oben genannten Ergebnisse:

Polymerisation
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Mittlerer Grauwert (10 -3)

=]
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g O Kontrolle

>
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Abbildung 8 Polymerisation und Depolymerisation von Mikrotubuli nach TRPV1-Stimulation
Der pH-Wert des Mediums variiert in den verschiedenen Versuchen. Bei pHe 7,0 und pH. 7,5
flihrt die Stimulation des TRPV1 durch Capsaicin zu einer Mikrotubulus-Depolymerisation und
somit zu einer Abnahme des mittleren Grauwertes, bei pH, 6,5 fihrt TRPV1-Aktivierung zu einer
Mikrotubulus-Polymerisation.
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Die Stimulation des TRPV1-Kanals beeinflusst den Polymerisationsgrad von
Mikrotubuli, die von Goswami et al. gewonnenen Erkenntnisse konnten also
bestatigt werden. Allerdings beeinflusst der extrazelludre pH-Wert diesen Prozess
und zwar sogar so weit, dass der TRPV1-Kanal seinen Einfluss auf das
Mikrotubulusskelett umkehrt und es bei pHe 6,5 nach Kanalaktierung zu vermehrter
Polymerisation kommt. Der TRPV1-Kanal integriert hier also verschiedene auf die
Zelle einflief3ende Informationen (Ligandenabhangige Kanalaktivierung und
extrazellulares pH) und wandelt diese in intrazelluldre Modifikation des

Zytoskelettes um.

4.2.2 Western Blot

Diese Daten wurden mittels Western Blot-Analyse tiberpriift. Die Depolymerisation
der Mikrotubuli in der Zelle fiihrt zu vielen freigesetzten Mikrotubulus-Monomeren
im Zytosol. Diese finden sich als lésliche Proteine im Uberstand wieder, die
entsprechende Bande im Westernblot zeigt sich bei zunehmendem
Depolymerisationsgrad prominent. Der Westernblot kann somit als
semiquantitativer Vergleich zur Bewertung der Ergebnisse der Immunfluoreszenz-

Darstellung hinzugezogen werden.

[ | O o (o] [ | O o o
@® Capsaicin 100 nM
- . O  Ethanolkontrolle
"—. .~‘-— ) ey —
- O Nocodazol 10 uM
- DMSO
p— S Leerkontrolle

pH 6,5 pH 7,0
Abbildung 9 Western Blot

Zu erkennen ist dies an den beiden Nocodazol-Banden. Die Depolymerisation der
Mikrotubuli durch Nocodazol fithrt zu vielen Mikrotubulusmonomeren, die aus der
Zelle gelost werden kéonnen und in einer breiten Bande im Westernblot erscheinen.
Dies ist unabhdngig vom extrazellularen pH-Wert.

Bei pHe 7,0 zeigt sich die Bande der mit Capsaicin behandelten Zellen im
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Westernblot deutlich verbreitert im Vergleich zur Ethanolkontrolle. Capsaicin fiihrt
also bei pHe 7,0 zu einer Depolymerisation der Mikrotubuli.

Bei pHe 6,5 zeigt sich ein umgekehrter Effekt: Mit Capsaicin stimulierte Zellen
weisen einen hoheren Polymerisationsgrad der Mikrotubuli auf als die Ethanol-
Vergleichszellen, die Bande im Western Blot erscheint dezenter.

Im Vergleich der beiden Capsaicin Banden ist die Bande bei pHe 7,0, im Vergleich
der Ethanol-Kontrollgruppen ist die Bande bei pHe 6,5 deutlicher ausgepragt, dies

spricht jeweils fiir einen geringeren Polymerisationsgrad.

Zusammengefasst fithrt die Stimulation mit Capsaicin bei einem extrazellularen pH-
Wert von 6,5 zu einem erhdhten Polymerisationsgrad und bei pHe 7,0 Zu einem
niedrigeren Polymerisationsgrad als in den entsprechenden Kontrollzellen. Der
Depolymerisations-grad von Nocodazol ist deutlich h6éher. Auch die Unterschiede
im Polymerisationsgrad zwischen den jeweiligen Ethanol- und Capsaicin-
Versuchsreihen finden sich im Western Blot analog zu den Ergebnissen der
Immunfluoreszenz-Darstellung. Somit werden die Ergebnisse der

Immunfluoreszenz-Darstellung durch die Western Blot Analyse bestatigt.

Folgende Grafik soll den Polymerisationsgrad der Mikrotubuli - abgelesen an der

Balkendicke im Western Blot - vermitteln:
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Abbildung 10 Graphische Anndherung an die Mikrotubulus-Protein-Quantifizierung im
Uberstand und somit den Polymerisierungsgrad abhingig von extrazellulirem pH-Wert,
Kanalaktivierung und Kontrolle mit Nocodazol.

Der Polymerisierungsgrad ist an Hand der im Western Blot ermittelten Balkenintensitat
aufgezeichnet. Die Intensitat des Western Blots ist nicht quantitativ auf der y-Achse abgebildet.
Je dliinner der Western Blot-Balken, desto mehr Mirotubuli sind in der Zelle polymerisiert. Die
Grafik zeigt im Vergleich zu Abbildung 9 die Bestatigung der Immunfluoreszenz-Ergebnisse
durch den Western Blot.



5 Diskussion

In den durchgefiihrten Untersuchungen zeigt sich eine Abhangigkeit der Migration
von der Stimulation des TRPV1-Kanals, die durch das extrazellulare pH modifiziert
wird. Der TRPV1-Kanal verandert im Rahmen seiner Aktivierung - ebenfalls
abhingig vom extrazelluliren pH - den Polymerisationsgrad der Mikrotubuli. Uber
welche Mechanismen die Kanalaktivierung Einfluss auf das Migrationsverhalten von
HepG2 Zellen nimmt, ist bisher unklar, es sollen im Folgenden einige mogliche

Mechanismen dargestellt werden.

5.1 Stimulation Uber Modulation des Zytoskelettes

Die Vermutung ist naheliegend, dass auch das Zytoskelett als Bestandteil der
Migrationsmaschinerie und im Besonderen das mikrotubuldre System, dessen

Dynamik ja durch den TRPV1-Kanal beeinflusst wird, hier modulierend wirkt.

In der Immunfluoreszenz-Darstellung und im Western Blot konnte gezeigt werden,
dass der extrazellulare pH-Wert die Veranderungen des Polymerisationsgrades
derMikrotubuli nach Kanalaktivierung bestimmt. Bei pHe 6,5 kommt es durch
Kanalaktivierung zu einem deutlich erhéhten Polymerisationsgrad der Mikrotubuli
- gleichzeitig kann in den entsprechenden Migrationsexperimenten keine
Beeinflussung der Translokation und der Geschwindigkeit nachgewiesen werden.
Bei pHe 7,0 kommt es hingegen - bei deutlich vermindertem Polymerisationsgrad
der Mikrotubuli - zu einer eindeutigen Stimulation der Migration. Bei pHe 7,5 kann
durch Capsaicin weder eine signifikante Modulation der Migrationsmaf3e noch des
Polymerisationsgrades der Mikrotubuli beobachtet werden, jedoch scheinen die bei
pHe 7,0 beobachteten Veranderungen tendenziell vermindert vorgefunden zu
werden.

Auf den Punkt gebracht wiirde daraus folgen: Abhdngig von extrazellularem pH und
Kanalaktivierung fiihrt eine Mikrotubuluspolymerisation zu Migrationsinhibition,

eine Depolymerisation zu Migrationssteigerung.
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Bereits in der Einleitung ist umfassend auf die Beeinflussung der Migration durch
das Mikrotubulusskelett hingewiesen und eine umgekehrte Abhangigkeit der
Migrationseigenschaften vom Polymerisationsgrad der Mikrotubuli proklamiert
worden: in der Mehrzahl der Zelltypen ist Migration abhangig von der
Polymerisation der Mikrotubuli (VASILEV et. al. 1970), sie sind entscheidend fiir die
Aufrechterhaltung einer Polaritat (L1 & GUNDERSEN 2008). Diesen Einfluss tiben die
Mikrotubuli -noch einmal kurzgefasst- tiber verschiedene Bereiche der
Migrationsmaschinerie aus: So haben die Mikrotubuli Einfluss auf den Turnover der
Fokalen Adhasionen. Durch dynamische Mikrotubuli wird das ,Sliding” und die
Auflosung fokaler Adhasionen am hinteren Ende der Zelle kontrolliert (KAVERINA et.
al. 1999).

Zerstorung der Mikrotubuli fiihrt tiber globale Aktivierung von Rho zu einer
Aufhebung der Zellpolaritat. Rho modizifiert die protrusiven Eigenschaften des
Aktinnetzwerkes in der Zellfront und kontrolliert die kontraktilen Eigenschaften

der Stressfasern am hinteren Teil der Zelle (ENoM0TO 1996 und REN et. al. 1999).

Die Auflésung der Mikrotubuli fithrt Rho- und GEFh1-vermittelt zum einen zu
vermehrter Kontraktilitdt der Stressfasern - dies konnte Bedeutung in der
Retraktion des Zellschweifes haben - und zur Stabilisierung von fokalen
Adhdsionen (BERSHADSKY et. al. 1996), letzteres ist wichtig an der Basis des
Lamellipodiums und der in Migrationsrichtung nachfolgenden Zellregion.

In vielen motilen Zellen ist eine Stimulation der Mobilitdt eher durch
Mikrotubuluspolymerisation zu beobachten. Die Abhéngigkeit der Migration von
Mikrotubuli ist vermindert bei schnell wandernden Zellen, die nur geringe fokale
Adhasionen aufweisen. In schnell migrierenden Neutrophilen ist durch eine Rho-
vermittelte Erh6hung der Kontraktilitit nach Zerstérung des Mikrotubulusskelettes
sogar eine vermehrte Migration zu beobachten (NiGGLI 2003). Einzelne Bestandteile
der Migrationsmaschinerie, die durch Mikrotubulusdepolymerisation aktiviert

werden, scheinen also die Migration zu stimulieren.

. Migrationsstimulation iber vermehrte Kontraktilitat

Es ist gut moglich, dass die hier beobachte migrationsstimulierende Eigenschaft

einer Mikrotubulusdepolymerisation im Sinne einer erh6hten Kontraktilitat auch in
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langsamer wandernden Zellen eine Rolle spielt. Die durch Nocodazol
hervorgerufene Depolymerisation der Mikrotubuli in langsamer wandernden Zellen
scheint vor allem durch eine verminderte Losung fokaler Adhasionen das

Migrationsverhalten zu reduzieren.

Wie in der Immunfluoreszenz-Darstellung und im Western Blot gezeigt, ist der
Depolymerisationsgrad durch die Aktivierung des TRPV1-Kanals nicht so
ausgepragt wie die Depolymerisation durch Nocodazol. Das heif3t, es kommt nicht
zu einer vollstdndigen Depolymerisation der Mikrotubuli. Es ist nicht bekannt, ob
ein bestimmter Schwellenwert der Depolymerisation fiir die einzelnen Elemente
der Migrationsmaschinerie besteht und ob dieser sich bei den einzelnen Elementen
der Migrationsmaschinerie unterscheidet. So konnte eine Uberlegung sein, dass der
quantitative Unterschied im Polymerisationsgrad bereits promigratorische Stimuli
- wie die gesteigerte Kontraktilitat — aktivieren kann, die Depolymerisation aber
noch nicht ausreichend ist, um durch eine Stabilisierung von Fokalen Adhdsionen
die Migration zu vermindern. Allerdings sprechen von Liao et al. durchgefiihrte
Experimente gegen diese Vermutung: So konnte in Fibroblasten eine geringe, den
Gehalt an Mikrotubuli noch nicht reduzierende Menge an Nocodazol bereits das
Migrationsausmaf’ verringern (LiA0 et. al. 1995). Eine verminderte
Depolymerisation im Vergleich zu Nocodazol scheint also die Migrationssteigerung

durch TRPV1 nicht zu erklaren.

Gegebenenfalls ist auch nur eine lokale Depolymerisation der Mikrotubuli in
Betracht zu ziehen, sollte der TRPV1-Kanal einer bestimmten Verteilung in HepG2
Zellen unterliegen. So ist es moglich, dass der TRPV1-Kanal nach Aktivierung die
Mikrotubulusdynamik nur moduliert oder Zellregion-spezifisch reguliert.

Aus diesem Grund ist die Betrachtung der Verteilung des TRPV1-Kanals interessant

und konnte ein Feld zukiinftiger Untersuchungen sein.

. Lokale Aktivierung des TRPV1-Kanals

Stock et al. beschrieben bei Melanomzellen einen perizellularen pH Gradienten an
der Zelloberflache von Melanomzellen mit einem niedrigeren pHe am fithrenden Pol

der Zelle und einem erhéhtem pHe am hintern Ende (Stock et. al. 2007).
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Sollte auch bei HepG2-Zellen ein dhnlicher perizellularer pH-Gradient vorgefunden
werden, so ist es moglich, dass der TRPV1-Kanal nur an bestimmten Regionen der
migrierenden Zelle eine Wirkung auf die Migrationsmaschinerie hat oder weiter
noch, dass er an unterschiedlichen Regionen auch eine unterschiedliche Wirkung

hat.

Postuliert man einen zellregionspezifischen Einfluss des TRPV1-Kanals auf
unterschiedliche Teilhaber der Migrationsmaschinerie, so ergabe sich folgendes

Zellmodell:

Am vorderen Pol der Zelle ist die extrazellulare Protonenkonzentration erh6ht. Hier
konnte eine Kanalaktivierung also - entsprechend der Ergebnisse der
Immunfluoreszenzversuche - zu einem vermehrten Polymerisationsgrad der
Mikrotubuli fithren. Wie eingangs beschrieben, ist die Protrusion und
Lamellipodienbildung vornehmlich durch Aktin vermittelt. Hier spielen die
Mikrotubuli eine untergeordnete Rolle, sie finden sich in einer geringeren
Konzentration und mit verminderter Dynamik. Allerdings existieren tatsachlich
auch in diesem Bereich der Zelle einzelne stabilisierte Mikrotubuli (GUNDERSEN &
BULINSKI 1988), und es werden einige, die Bildung eines Lamellipodiums

unterstiitzende Faktoren diskutiert (SMALL et. al. 2002):
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Abbildung 11 Modell einer Zelle mit pH Gradienten in der Nanoumgebung.

Der pH-Wert in der direkten Nanoumgebung der Zelle nimmt vom Lamellipodium bis zum
Uropodium zu (je dunkler die Zellumrandung, desto geringer der pH-Wert). Daraufhin fihrt am
Lamellipodium eine TRPV1-Kanalaktivierung zu Mikrotubuluspolymerisation (Mikrotubuli sind
als dicke Linien gezeichnet). Dies fihrt am Lamellipodium Rac 1-vermittelt zu dessen Protrusion
(Aktinnetzwerk grau eingezeichnet), zur Ausbildung von Filopodien, zudem fungieren die
Mikrotubuli als Leitbahnen fiir den Transport von Membranvesikeln zum Lamellipodium. Im
Bereich der Zellmitte kommt auf Grund des erhéhten pH-Wertes in der Nanoumgebung zu einer
Mikrotubuluspolymerisation mit Verstarkung der fokalen Adhdsionen und einer erhdhten
Kontraktilitat. Am Uropodium begtinstigen Mikrotubuli den Turnover fokaler Adhasionen.

Zum einen ist die Lamellipodienbildung abhangig von der Versorgung des
Lamellipodiums mit Plasmamembran, in der Bereitstellung dieser spielen
Mikrotubuli eine entscheidende Rolle (TOOMRE et. al. 1999). Zum anderen stimuliert
die Mikrotubuluspolymerisation Rac1, dadurch wiederum wird die Protrusion des
Lamellipodiums gestarkt (WATERMAN-STORER et. al. 1999).

Wie in der Einleitung beschrieben ist der TRPV1-Kanal unabhangig von seiner
Kanalfunktion und seiner Aktivierung an der Initiierung des Ausbaus filopodialer

Strukturen beteiligt. Die Uberexprimierung des TRPV1-Kanals fithrt in Neuronen zu
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einem vermehrten Ausbau filopodialer Strukturen (Goswami & HucHo 2007). Durch
Kanalaktivierung kommt es im Rahmen der Mikrotubulusdepolymerisation zum
Abknicken und zur Auflésung filopodialer Strukturen, wie Goswami et al.
beobachteten. Gerade im Bereich des Lamellipodiums kénnte bei einem niedrigen
extrazellularen pH und vermehrtem Polymerisationsgrad der Mikrotubuli aber ein
gegenteiliger Effekt mit einer Stabilisierung der Mikrotubuli denkbar sein. Somit

konnte die Stabilitat filopodialer Strukturen an der Zellfront begiinstigt werden.

Im Bereich des Zellkérpers nimmt das extrazelluldre pH zu; es kommt zu
vermehrter Mikrotubulusdepolymerisation. Diese fiihrt — wie oben angefiihrt - zu
vermehrter Kontraktilitdt und einer Verstarkung und Vergrofderung Fokaler
Adhadsionen. Zwei fiir die Migration elementare Prozesse also, die zu einer

Stimulation der Migration fiihren.

Am Zellschweif ist der pH-Wert zunehmend alkalisch, hier ist der Einfluss der
Kanalaktivierung auf den Polymerisationsgrad der Mikrotubuli nur gering. Die fiir
die Migration so wichtige Losung fokaler Kontakte durch
Mikrotubuluspolymerisation ware an dieser Stelle durch den TRPV1-Kanal also

nicht beeinflusst, vor allem aber auch nicht verhindert.

Die Bestdtigung dieses grob gezeichneten Modells ist allerdings ausstehend, viele
Faktoren sind noch nicht eingehend betrachtet: Der pH-Gradient an der
Zelloberflache fiel in den Untersuchungen von Stock et al. bei Melanomzellen
wesentlich geringer aus als die pH-Unterschiede in den durchgefiihrten
Experimenten. Es ist nicht klar, ob und in welcher Auspragung ein solcher pH-
Unterschied tiberhaupt bei HepG2-Zellen zu beobachten ist. Auch ist die Verteilung
des TRPV1-Kanals auf der Zelloberflache von HepG2-Zellen nicht bekannt.
Schliefilich ist nicht klar, in welchem pH-Bereich und wie sensibel der Umschwung
von einer Polymerisation der Mikrotubuli zu einer Depolymerisation nach TRPV1-

Aktivierung stattfindet.

Vom mesenchymalen zum améboiden Migrationstypus — Verdnderung des
Migrationsverhaltens

Nichtsdestotrotz existieren Beobachtungen, die die Hypothese unterstiitzen, dass

die TRPV1-Kanalaktivierung iiber eine Depolymerisation der Mikrotubuli die
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Migrationsaktivitat verstarkt. Stathmin (auch OncoProtein 18 (OP18) oder
Metablastin) wird in vielen Tumoren ausgeschiittet und fiihrt in diesen iliber eine
Depolymerisation des Mikrotubulusskeletts zu einer deutlich vermehrten Migration
mit einer zunehmenden Abrundung der Zelle (BELLETTI et. al. 2008). Die genauen zu
Grunde liegenden Mechanismen sind noch nicht bekannt. Jedoch scheint die
Uberexprimierung von Stathmin die Malignitit eines Tumors deutlich zu erhohen
und kann demnach als prognostischer Faktor dienen (CurMi et. al. 2000 und

BELLETTI et. al. 2008).

Es zeigte sich, dass vor allem die Migration im dreidimensoinalen Raum durch
Mikrotubulusdepolymerisation gesteigert wird (BELLETTI et. al. 2008). Fiir das
Wanderungsverhalten in einer dreidimensionalen extrazellularen Matrix ist ein
vermehrt ,amoboides” Wanderungsverhalten zutraglich (FrRIEDL & WoLF 2003 und
SAHAI & MARSHALL 2003), dieses kdnnte durch Mikrotubulusdepolymerisation und

die oben genannte ,Abrundung der Zelle“ hervorgerufen werden.

Auch in T-Zellen verandert die Depolymerisation von Mikrotubuli das
Migrationsverhalten. Jiingst konnte gezeigt werden, dass sich durch
Depolymerisation der Mikrotubuli der migratorische Phanotyp der T-Zellen weg
von einem Phdnotyp mit Lamellipodium und Uropodium und stabiler Richtung hin
zu einem Phdnotyp mit runderer ,amoéboiden” Zellform, vermehrtem , Blebbing*
und vermehrter Richtungsinderung wandelt (TAKESONO et. al. 2010). Ahnliche

Ergebnisse konnten zuvor bei Neuronen aufgezeigt werden (BAUDOIN et. al. 2008).

Friedl und Wolf (FRIEDL & WOLF 2010) etablierten ein ,,multiscale tuning model®, das
diese Verdnderungen beschreibt. Laut diesem Konzept kontrollieren Dimension,
Dichte, Steifheit und Orientierung der extrazelluliren Matrix gemeinsam mit
Zelldeterminanten wie Zell-Zell- und Zell-Matrix-Adhasion, zytoskelettaler Polaritat
und Rigiditat und die perizellulare Proteolyse abhdngig voneinander den Modus der
Migration einer Zelle und die Auspragung der Migration.

Unterschieden werden bei einzeln wandernden Zellen auf der einen Seite eine
amoboide Migrationsmorphologie mit verminderten Zell-Matrix-Kontakten und
deutlich ausgebildetem propulsiven Migrationsmodus, verbunden mit einer eher

runden Zellform mit nur wenigen Ausldufern, jedoch der deutlichen Ausbildung
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eines Lamellipodiums mit Filopodien. Als Beispiel sind hier schnell wandernde
Leukozyten anzubringen.

Auf der anderen Seite wird eine mesenchymale Migrationsmorphologie
beschrieben. Typischerweise findet man dieses Migrationsverhalten beispielsweise
bei Fibroblasten und undifferenzierten Tumorzellen, die Migrationsgeschwindigkeit
ist deutlich geringer als die des amo6boiden Migrationstypus. Charakteristika sind
eine hohere Bindung an die extrazellulare Matrix und eine starker ausgepragte
Zellkontraktilitat, morphologisch sind diese Zellen elongiert und weisen deutliche

Zellextensionen auf.

Auch wird Bildung von Zellprotrusionen durch die Stabilitat der Mikrotubuli
kontrolliert. Eine vermehrte Stabilitat der Mikrotubuli ist eher mit einem
mesenchymalen Migrationstyp verbunden, eine verminderte Stabilitdt mit einer
hoheren Depolymerisationsbereitschaft der Mikrotubuli - zum Beispiel durch

Stathmin verursacht - unterstiitzt eher einen amoéboiden Migrationsmodus.

Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Experimente weisen darauf hin, dass auch der
TRPV1-Kanal durch eine Depolymerisation der Mikrotubuli die Migration
stimuliert. Eine signifikante Veranderung des Strukturindexes konnte in den
Experimenten zwar nicht erwiesen werden, allerdings konnte durch
Kanalaktivierung bei besonders rasch migrierenden Zellen eine oben beschriebene
amoboide Zellmorphologie beobachtet werden. Der TRPV1-Kanal konnte somit auf
eine ganz dhnliche Weise wie Stathmin wirken und iiber eine
Mikrotubulusdepolymerisation das Wanderungsverhalten der HepG2-Zellen von
einem typischen mesenchymalen Migrationstypus zu einem eher pseudopodial

amoboiden Migrationstypus modulieren.

Hingewiesen sei an dieser Stelle auch auf die bereits in der Einleitung erwahnten
Arbeit von GoswAMI & HucHO (2007), die dhnliche Beobachtungen bei neuronalen
und nicht-neuronalen Zellen machten und diese These unterstiitzen: Die vermehrte
Expression von TRPV1 fiihrte zu einer deutlich erh6hten Anzahl und Lange
filopodialer Strukuren mit einer signifikanten Kolokalisation der stabilen
Mikrotubuli und der TRPV1-Kanale. Es konnte ein vermehrtes Abknicken und

Abbau der filopodialen Strukturen nach Kanalaktivierung nachgewiesen werden.
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Die Experimente in dieser Arbeit wurden auf einem diinnen Collagen1 und somit im
zweidimensionalen Raum durchgefiihrt. In zukiinftigen Arbeiten konnte die
Stimulation der Migration im dreidimensionalen Extrazellularraum eingegangen
werden. Insgesamt ist die Parallelitit in der Stimulation der Migration zwischen
Stathmin und auch der Aktivierung des TRPV1-Kanals augenscheinlich und ein

interessantes Feld fiir weitergehende Untersuchungen.

Diese Parallelitiat weist auch neue Bedeutungen auf, die dem TRPV1-Kanal im
Rahmen der Migration und der Metastasierung von Tumorzellen zukommt. So ist es
denkbar, dass auch die Expression und die Aktivitat des TRPV1-Kanals dhnlich dem
Stathmin als prognostischer Faktor betrachtet werden kdnnte. Sollten sich die
Vermutungen bestatigen, bietet der TRPV1-Kanal ein Feld fiir die Erforschung

weiterer onkologischer Therapeutika.

5.2 Verminderte Zellmobilitat bei extrazellularer Azidose: Sind

Integrine und HGF verantwortlich?

Ahnlich wie bei anderen Zellen, zeigt sich in dieser Arbeit auch bei HepG2-Zellen
eine Abhangigkeit der migratorischen Aktivitiat von der extrazellularen
Protonenkonzentration mit einer deutlichen Verminderung bei pHe 6,5. Dies ist

unabhéngig von der Stimulation des TRPV1-Kanals zu beobachten.

Die bei saurem pH gemessene Abnahme der migratorischen Aktivitat konnte bei
HepG2-Zellen mit einer verstarkten Bindung an die extrazelluldre Matrix tiber
a2f1-Integrine erklart werden. In den von Waning (WANING et. al. 2007)
durchgefiihrten Experimenten zeigte sich die durch TRPV1-Aktivierung stimulierte
Migration der HepG2-Zellen abhdngig von der Anwesenheit von HGF. Die Rolle, die
das durch Endothelzellen ausgeschiittete Zytokin HGF dabei spielt, ist bisher unklar.
Diskutiert werden zum einen eine Aktivitatssteigerung von Kaliumkanalen, die iiber
eine hyperpolarisiertes Membranpotential zu einem vermehrten Einstrom von
(positiv geladenen) Kalziumionen fiihren. Aufderdem durch eine durch HGF
hervorgerufene vermehrte Expression von a21-Integrin in HepG2-Zellen. Diese
fiihrt liber eine vermehrte Bindung an Kollagen I zu einer Abnahme des

Wanderungsverhaltens der Zellen (KAwAKAMI-KIMURA et. al. 1997). Die Bindung von
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a2f1-Integrin an Kollagen [ weist eine Abhdngigkeit vom extrazellularen pH auf
(EBLE & TucKWELL 2003). Gerade bei niedrigem extrazellulirem pH-Wert, wie in den
Experimenten bei pHe 6,5, scheint diese verstarkte Bindung einen mafdgeblicheren
Einfluss auf das Migrationsverhalten haben, als die méglichen stimulierenden
Effekte durch die TRPV1-Kanal-Aktivierung. Somit kann der fehlende stimulierende

Effekt der Kanalaktivierung auf die Migration bei pHe 6,5 erklart werden.

Diese Interpretation wird durch Beobachtungen an Melanomzellen gestiitzt, bei
denen ebenfalls eine pHe-abhangige, a231-Integrin-vermittelte Migration gezeigt
wurde (STOCK et. al. 2005). Hier ist insbesondere die Ahnlichkeit auffillig, die die
Translokations- und Geschwindigkeitskurven abhdngig vom extrazellularen pH-

Wert aufweisen.

5.3 Veranderungen der Kanalsensibilitat durch einen niedrigen
PHe

Die von Waning et al. beschriebene Stimulation des Migrationsverhaltens von
HepG2-Zellen durch Aktivierung des TRPV1-Kanals mittels Capsaicin konnte in den
vorliegenden Versuchen bestatigt werden. Ich konnte in meinen Experimenten
zeigen, dass der stimulierende Effekt der TRPV1-Kanalaktivierung auf die Migration
vom extrazelluldren pH abhdngig ist. Der TRPV1-Kanal kann somit verschiedene auf
die Zelle einflief3ende Stimuli - wie eine Ligandenbindung und den extrazelluldren

pH-Wert - in abgestufte migratorische Aktivitit umsetzen.

Die Kanalaktivierung durch den Liganden Capsaicin beeinflusst die Migrations-
maschinerie einer Zelle iiber den Einstrom von Kalzium. Eine zunehmende Azidose
des Extrazelluldrraumes erniedrigt die fiir eine Aktivierung des Kanals notige
Konzentration an Capsaicin deutlich, die Sensibilitat des Kanals wird erhéht
(ToMINAGA et. al. 1998 und CATERINA et. al. 1997). Eine Verminderung des
extrazellularen pH von 7,5 auf 7,2 kdonnte somit zu einer vermehrten
Kanalaktivierung und einem vermehrtem Einstrom von Kalziumionen in die Zelle
mit einer folgenden Stimulation der Migration mit sich bringen. Bei weiter

sinkendem extrazellularem pH vermindert sich allerdings die Zunahme der
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Translokation im Vergleich zu den Kontrollzellen, sie ist bereits bei pHe 7,2

maximal.
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Im Rahmen dieser Arbeit konnte nicht endgiiltig geklart werden, tiber welche
Einflussfaktoren und Effektoren die TRPV1-Aktivierung Zellmigration stimuliert.
Auch in Zusammenhang mit den in unserem Institut zuvor erfolgten Arbeiten zeigt
sich in dieser Arbeit jedoch, dass gerade die letztgenannten Einflussfaktoren pHe-
abhangige Integrinbindung und Kanalsensibilisierung das Migrationsverhalten
entscheidend modulieren. Bei pHe 6,5 scheint eine durch das niedrige pHe
verstarkte Integrinbindung zu einer deutlichen Abnahme des
Wanderungsverhaltens der Zelle zu fithren, bei zunehmendem pHe 7,0 und pHe 7,2
nimmt dann am ehesten der zunehmende Kalziumeinstrom in die Zelle durch die
vermehrte Kanalstimulation entscheidenden Einfluss auf die Stimulation der
Migration. Der TRPV1-Kanal ist in der Lage, verschiedene Stimuli verarbeiten zu

konnen und abhingig davon die Migration zu modulieren.

Die in der Arbeit gefundenen Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass der TRPV1-
Kanal tiber die Modifikation des Mikrotubulusskeletts Einfluss auf das
Migrationsverhalten und die Migrationsmorphologie von HepG2 Zellen nehmen
kann. Gerade durch Kanalaktivierung hervorgerufene Veranderungen der
Migrationsmorphologie und die Bedeutung filopodialer Strukturen zeigen in diesem

Bereich ein spannendes Feld zukiinftiger Forschungen.
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