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Einfluss des Calcium-aktivierten Kalium-Kanals Kc.3.1
auf die Migration von Pankreas-Sternzellen

Storck, Hannah Maria

Pankreas-Sternzellen spielen eine zentrale Rolle in der Progression des duktalen
Pankreasadenokarzinoms. Angeregt durch Mediatoren der Tumorzellen gehen sie von ihrem
physiologisch ruhenden in einen aktivierten Zustand {iber. Die aktivierten Sternzellen sind nun
ihrerseits in der Lage, auf die Tumorzellen zu wirken. Uber Wachstumsfaktoren und Zytokine
beeinflussen sie z.B. deren Proliferation und Metastasierung und verursachen die
charakteristische Desmoplasie des Pankreaskarzinoms.

Sternzellen sind hinsichtlich ihrer Ausstattung mit lonenkanélen, die eine wichtige Rolle bei
der Progression von Tumoren einnehmen, bislang vollkommen uncharakterisiert. Im Rahmen
dieser Arbeit wurden die Sternzellen erstmals auf die Expression von Kc.3.1-Kanédlen
untersucht. Der Kanal wurde mittels Western-Blot, Immunfluoreszenz und Patch-Clamp-
Analyse nachgewiesen. Sein Wirken auf den Ca?"-Haushalt und die Migrationsfahigkeit von
Sternzellen wurde untersucht.

In ,,normal* kultivierten Zellen scheint der Kanal keine besondere Rolle zu spielen, seine
Hemmung mittels des Kanalblockers TRAM-34 wirkte sich weder auf den Ca”'-Haushalt,
noch auf die migratorische Fahigkeit der Zellen aus. Im Gegensatz dazu zeigte die Blockade in
Sternzellen, die vor den Untersuchungen mit Uberstiinden von Karzinomzellen behandelt und
dadurch aktiviert wurden, einen deutlichen Effekt: Die durch Aktivierung erhdhte intrazellulére
Ca?*-Konzentration sank unter Einfluss von TRAM-34 erheblich ab. Dies verdeutlicht den
starken Einfluss des Kci3.1-Kanals auf den Ca’*-Haushalt aktivierter Sternzellen. In den
Migrationsversuchen wurde beobachtet, dass die Geschwindigkeitserhéhung der aktivierten
Sternzellen unter Blockade des Kca3.1-Kanals nicht mehr vorhanden war. Der Kc.3.1-Kanal
nimmt folglich Einfluss auf die stimulatorische Fahigkeit des konditionierten Karzinomzell-
Mediums.

Die Ergebnisse verdeutlichen die Relevanz des Kanals hinsichtlich der Interaktion zwischen
Sternzellen und Pankreaskarzinomzellen. Je mehr iiber Ionenkanéle in Sternzellen und deren
Einfluss auf die Tumoraktivitit bekannt wird, desto hoher wird die Wahrscheinlichkeit, in
Zukunft iiber diese Einfluss auf die Entwicklung des Karzinoms nehmen zu kénnen.
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1. Einleitung

1.1 Das Pankreaskarzinom

Jeder vierte Todesfall in Deutschland geht auf maligne Tumoren zuriick. Zu den zehn
hiufigsten Tumoren zdhlt das Pankreaskarzinom. Weniger als 8% der Erkrankten in
Deutschland tiberleben ab dem Zeitpunkt der Diagnosestellung die néchsten fiinf Jahre.
Damit hat das Pankreaskarzinom die niedrigste Uberlebensrate unter allen Krebs-

erkrankungen 7692,

Das Pankreas (Bauchspeicheldriise) ist eine retroperitoneal im Oberbauch gelegene
Driise. Funktionell lisst es sich in zwei Teile gliedern: Zum einen sezerniert es
Hormone (endokriner Anteil, 2%), die den Kohlenhydratstoffwechsel regulieren. Zum
anderen gibt es als wichtigste Verdauungsdriise des Korpers eine Vielzahl von Enzymen
an den Diinndarm ab (exokriner Anteil, 98%). Letztere werden von sogenannten
Azinus-Zellen in die Ausfithrungsgidnge (Ducti pancreatici) sezerniert. Mehr als 80%
der im Pankreas beschriebenen Neoplasien erscheinen phénotypisch als duktale Zellen.
Sie werden deshalb als ,,duktale Adenokarzinome des Pankreas™ (engl.: pancreatic

ductal adenocarcinoma, PDAC, allg.: Pankreaskarzinom) bezeichnet 3°.

Aus welchen Ursprungszellen sich das Pankreaskarzinom differenziert, ist ungeklért. Es
werden duktale Zellen und Azinus-Zellen, aber auch Insel- und Stammzellen als
mogliche Differenzierungs-Quellen diskutiert. Vor allem intraepitheliale Neoplasien
(PanINs) scheinen zur Ausbildung des Tumors zu fithren 46 74, In mehr als 60% der Félle
finden sich die Pankreaskarzinome im Pankreaskopf. Das Corpus und die Cauda
pancreatici sind in 18% betroffen, die verbleibenden Anteile sind diffus lokalisiert °.
Makroskopisch erscheint das Pankreaskarzinom als stark sklerotische Masse mit
schlecht abzugrenzenden Réndern. Haufig sind Nachbargewebe, inklusive Lymph-
knoten, Milz und Peritonealhdhlen mit eingenommen, Metastasen finden sich vor allem
in Leber und Lunge. Mikroskopisch ist infiltrierendes driisenférmiges epitheliales

Tumorgewebe zu erkennen (duktaler Phianotyp) 34.
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Der Tumor ist von einem ausgeprigten Bindegewebsstroma umgeben. Dieses entsteht
durch die desmoplastische Reaktion zwischen den malignen Zellen und den
Bestandteilen des umgebenden Stromas. Besonders eine Zellart des Stromas interagiert
ausgesprochen stark mit den Tumorzellen und nimmt dadurch grof8en Einfluss auf die
Desmoplasie: die Pankreas-Sternzellen 7°.

Molekularpathologisch sind im Pankreaskarzinom eine Vielzahl von mutierten Genen
beschrieben. So wird in 90% der Fille eine Aktivierung des Onkogens K-Ras2
festgestellt. Eine Unterdriickung der Tumorsupressorgene pl6/CDKN2A, DPC4/
SMAD4 und TP53 ist ebenfalls sehr hdufig beobachtet worden 3+°7,

Die Atiologie des Pankreaskarzinoms ist weitgehend unbekannt, allerdings sind
Alkohol- und Nikotin-Abusus sowie Fettleibigkeit als Risikofaktoren eingestuft. Auch
genetische Pridisposition kann zum Pankreaskarzinom fiihren, durch Verwandtschaft
ersten Grades mit Erkrankten zdhlt man zur Risikogruppe. Verschiedene Erkrankungen,

z.B. chronische Pankreatitis und Diabetes mellitus (Typ 2), begiinstigen die Entstehung!.

Die Erkrankung verlduft lange Zeit symptomlos. Aus diesem Grund wird die Diagnose
meist erst zu einem Zeitpunkt gestellt, an dem eine kurative Therapie bereits nicht mehr
moglich ist. Die ersten Krankheitsanzeichen sind hdufig unspezifische Symptome wie
Gewichtsverlust und abdominale Schmerzen bzw. Riickenschmerzen. Bedingt durch das
invasive Wachstum der Tumorzellen folgt hiufig eine Verengung der Gallengédnge, die
sich symptomatisch als Ikterus &ufert. Verdnderungen im exokrinen Gewebe konnen
Verdauungsstorungen zur Folge haben. Die Diagnosestellung erfolgt durch abdominelle
Sonographie, Computertomographie und/oder endoskopische retrograde Cholangio-
pankreatikographie. Zur Bestidtigung der Diagnose wird hiufig die Bestimmung des
Tumormarkers CA 19-9 herangezogen 3. Neuere Forschungen beschiftigen sich damit,
ob Mesothelin, ein Glykoprotein, das von Pankreaskarzinomzellen {ibermifBig
exprimiert wird und sich im Plasma nachweisen lésst, eine friihzeitige Erkennung des

PDAC erlaubt 198,

Potenziell kurativ ist allein die chirurgische Entfernung (R0O-Resektion), diese ist jedoch

nur bei 20% der Patienten durchfiihrbar. So erfolgt meist eine palliative Therapie. In
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einigen Fillen konnen primér irresektable Tumoren durch neoadjuvante Radio-
chemotherapie resezierbar gemacht werden. Da die Rezidivrate (lokal oder als
Fernmetastase) jedoch post-operativ sehr hoch ist, erfolgt im Anschluss eine adjuvante
Therapie: Erprobt sind Kombinationen aus Radiochemotherapie, sowie alleinige
Chemotherapien. Nach aktuellen Erkenntnissen sind letztere am erfolgreichsten und
auch die Therapie der Wahl bei fortgeschrittenen, inoperablen Tumorleiden. Eine
Drainage der Gallenwege und eine Schmerztherapie sind ebenfalls Teil der palliativen

Therapie >! 106,

1.2 Pankreas-Sternzellen

Das Pankreaskarzinom ist neben seiner schnellen Progression und der spédten Diagnose
durch die ausgepriagte desmoplastische Reaktion gekennzeichnet. Es wird eine
Akkumulation der Proteine der Extrazelluliren Matrix (EZM) beobachtet, bedingt durch
einen Verlust der Balance zwischen deren Auf- und Abbau.

Das umgebende Gewebe eines Tumors spielt eine aktive Rolle in der Progression,
Metastasierung und Therapieresistenz eines Tumors. Es bietet den Tumorzellen ein
Geriist und schiitzt es vor Angriffen des Immunsystems, wodurch Wachstum,
Differenzierung, Uberleben und Beweglichkeit der Tumorzellen unterstiitzt werden 1033,
Deshalb ist die Entstehung und Zusammensetzung dieses Gewebes inzwischen ebenso
von Interesse wie die Molekularbiologie der Tumorzellen selbst ¢3¢, So wurde auch der
zelluldare Mechanismus hinter der desmoplastischen Reaktion des Pankreaskarzinoms in
den vergangenen Jahren genauer untersucht. Es stellte sich heraus, dass die Sternzellen

des Pankreas (Pancreatic Stellate Cells, PaSCs) die Hauptakteure dieser Reaktion sind °.

1.2.1 Sternzellen im physiologischen Kontext

Pankreas-Sternzellen sind ortsstindige Zellen des exokrinen Pankreas. Sie wurden von
Watari et al. 1982 durch Vitamin-A-Gabe an Ratten entdeckt: Vitamin-A akkumuliert in
Fett-Tropfchen und ldsst diese autofluoreszieren. Im Zytoplasma von Sternzellen

kommen solche Fett-Tropfchen vor, und so wurden sie fiir Watari et al. erstmals
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sichtbar 194, Analog zu den Schwester-Zellen in der Leber (Ito-Zellen) wurde ein
Mitwirken der pankreatischen Sternzellen bei der Fibrose des Pankreas vermutet. Diese
spielt eine zentrale Rolle bei vielen Erkrankungen des Pankreas, wie z.B. der
Chronischen Pankreatitis und dem Pankreaskarzinom. Es dauerte viele Jahre, ehe fiir
diese Vermutungen experimentelle Grundlagen geschaffen werden konnten: 1998
wurden erstmals Sternzellen aus tierischem Pankreas-Gewebe (Ratte) und mensch-
lichem Pankreas-Gewebe isoliert und anschlieBend kultiviert 3 8.

Es folgte eine genauere Charakterisierung der Sternzellen: Sie sind neben den
Azinuszellen im Pankreasgewebe lokalisiert, ihren Namen tragen sie aufgrund ihrer
langen Zellfortséitze, mit denen sie die Azinuszellen ,,umarmen®. Auch periductal und
perivaskulér sind sie zu finden.

Einem spezifischen Zelltypen lassen sich die Sternzellen nicht zuordnen. Vielmehr sind
sie, riickfiihrend auf die Expression von verschiedenen Proteinen des Zytoskeletts
(Intermediédrfilamenten), die alle auf unterschiedliche Zelltypen schliefen lassen,
offenbar ,multipotent: Desmin ist typisch fiir Muskelzellen, Vimentin kommt
iiberlicherweise in Fibroblasten und Endothelzellen vor, GFAP ist charakteristisch fiir
Astrozyten. Alle wurden in Sternzellen nachgewiesen und lassen ein breites Spektrum
von mdoglichen Eigenschaften offen 3 81768,

Sternzellen nehmen physiologisch Einfluss auf die Zusammensetzung der extra-
zelluliren Matrix (EZM). Sie sezernieren beispielsweise Matrixmetalloproteasen
(MMPs) und deren Gegenspieler (TIMPs), Enzyme, die den Auf- und Abbau von EZM-
Proteinen beeinflussen 7. Auch Kollagen als wichtigste Komponente der EZM wird von
den Sternzellen synthetisiert 8. Neben dem Einfluss auf die EZM konnte beobachtet
werden, dass die Sternzellen geschiadigte und nekrotische Zellen in ihrer Umgebung
phagozytierten. Eine genauere Charakterisierung dieser moglicherweise immuno-
logischen Funktion der Sternzellen erfolgt aktuell. Ebenfalls wird derzeit ein Einfuss
der Sternzellen auf die Regulation der Cholecystokinin-induzierten Abgabe des
pankreatischen Verdauungssekrets an den Diinndarm untersucht. Als weiteres
Charakteristikum der Sternzellen wird eine moglicherweise vorhandene Funktion als

Progenitor-Zelle diskutiert 7.
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1.2.2 Aktivierte Sternzellen

Beeinflusst durch verschiedene Faktoren konnen die Sternzellen von ihrem sog.
ruhenden Zustand in einen aktivierten Zustand {ibergehen: Sie verdndern sich sowohl in
threm Erscheinungsbild als auch funktionell: Morphologisch ist zu beobachten, dass
sich der Kern vergroBert und die Masse des endoplasmatischen Retikulums zunimmt.
Die Anzahl der beschriebenen Fett-Tropfchen nimmt hingegen ab. Funktionell geht die
Aktivierung der Sternzellen mit einer gesteigerten Produktion von EZM-Komponenten
(Kollagen I und III, Fibronektin, Laminin) einher. Auerdem exprimieren die Zellen
fortan das zytoskelettale Protein alpha-smooth-muscle-actin (a-SMA), weshalb sie auch
als Myofibroblasten-dhnliche Zellen bezeichnet werden 83°. Neben der Freisetzung von
EZM-Komponenten sezernieren aktivierte Sternzellen weiterhin MMPs und TIMPs und
sind phagozytotisch aktiv. Uber diese Eigenschaften hinaus proliferieren sie stark und

migrieren schneller als inaktive Sternzellen 247390 101,

Von besonderem Interesse sind die Faktoren, die zur Aktivierung der Sternzellen fiihren.

Es sind verschiedene Mechansimen beschrieben worden:

1. Aktivierung durch Alkohol und dessen Metaboliten: Ethanol und sein Abbauprodukt

Acetaldehyd aktivieren die Sternzellen zum einen auf direktem Wege, zum anderen
durch den resultierenden oxidativen Stress in der Zelle °.

2. Aktivierung durch Zytokine und Wachstumsfaktoren: Werden umgebende Zellen der

Sternzellen geschidigt, z.B. durch Alkohol oder Entziindungsprozesse (Pankreatitis),
sezernieren diese eine Vielzahl von Zytokinen und Wachstumsfaktoren. Bei den
geschiadigten Zellen kann es sich z.B. um Azinus-Zellen oder Zellen der
Ausfithrungsgidnge handeln. Aber auch Leukozyten oder Tumorzellen sind in der
Lage, die Sternzellen durch Mediator-Freisetzung zu aktivieren. Die aufgezédhlten
Zellen sezernieren beispielsweise die Wachstumsfaktoren TGF-8 und PDGF. Ersterer
stimuliert in den Sternzellen die Synthese von EZM-Proteinen und MMPs, PDGF
wirkt proliferativ. Auch die proinflammatorischen Zytokine IL-1, IL-6 und TNF-a
konnen von den genannten Zellen ausgeschiittet werden. Sie aktivieren ebenfalls die

Kollagen-Synthese und kénnen zudem die Expression von a-SMA steigern 42978,
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Neben diesen parakrinen Wegen ist ein weiterer Mechanismus der Aktivierung

nachgewiesen worden:

3. Autokrine Aktivierung: Sternzellen sind in der Lage, Mediatoren zu sezernieren,

durch die sie selbst auf autokrinem Weg aktiviert werden. Dazu zidhlen verschiedene
Zytokine, Hormone und Wachstumsfaktoren, z.B. TGF-B, Interleukine, Aktivin-A
und Endothelin-1 2 %0 67 8 Dijese autokrine Aktivierungsschleife ermoglicht den
Sternzellen nach initialer Aktivierung ihren Status auch ohne weitere Stimulation

durch fremde Zellen aufrecht zu halten.

Alle beschriebenen Mediatoren sind exogene Faktoren. Im Zellinneren miissen die
Signale der Mediatoren umgesetzt werden, um schlielich einen der o.g. Effekte zu
erzeugen. Die intrazelluldren Signalwege sind in den letzten Jahren zunehmend genauer
untersucht worden: Im Zellinneren werden die Signale der exogenen Mediatoren z.B.
hiufig an sog. Mitogen-aktivierte Proteinkinasen (MAPK) geleitet, darunter ERK1/2
(extracellular signal regulated kinase), JNK (c-jun-Terminal-Kinase) und p38-Kinase.
Viele weitere Signalwege sind inzwischen beschrieben. Thre Aktivierung fiihrt {iber
Verdnderungen in der Gen-Expression zu den oben beschriebenen Prozessen (z.B.

Proliferation, Protein-Synthese etc.) 42.

1.3 Die Sternzellen und das Pankreaskarzinom im Zusammenhang

Die Sternzellen spielen eine wichtige Rolle in der Progression des Pankreaskarzinoms:
Sie nehmen Einfluss auf die Ausbildung des charakteristischen fibrotischen Stromas der
Karzinomzellen. Die von letzteren freigesetzten Mediatoren TGF-B1 und FGF-2 regen
die Kollagen-Produktion in den Sternzellen an, dieses ist einer der Hauptbestandteile
des Stromas 3 938,

Auch tiber die fibrotische Reaktion hinaus stehen die Sternzellen in enger Interaktion
mit den Tumorzellen. Sie beeinflussen sich gegenseitig in vielen Prozessen:
Beispielsweise stimuliert das von den Sternzellen sezernierte PDGF die Proliferation
der Tumorzellen. Des Weiteren sind sie in der Lage, die Apoptose der Tumorzellen zu

unterdriicken. Die Proliferation der Sternzellen wiederum wird durch Mediatoren der
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Tumorzellen angeregt (vermittelt iiber ERK-1/2 und COX-2) 12 115116 Gegenseitig iiben
beide Zellarten einen fordernden Effekt auf die Zellmigration aus, die Tumorzellen
werden durch die Sternzellen zur Invasion in das umliegende Gewebe stimuliert 192 103,
Auch die Metastasierung der Tumorzellen wird von den Sternzellen unterstiitzt. Letztere
stimulieren zudem die Angiogenese des Tumors !'2. Die Interaktion zwischen den
Zellen ist in Abbildung 1 zusammenfassend dargestellt.

Die zentrale Rolle der Sternzellen in der Tumorprogression des Pankreaskarzinoms ist
offensichtlich. Je mehr iiber die Interaktionen zwischen ihnen und den Tumorzellen
bekannt wird, desto groBer wird die Wahrscheinlichkeit, {iber diese in die

Tumorprogression eingreifen zu konnen.

- Proliferation 1

- Proliferation 1 TGF-R4 - Migration 1
- fibrotische FGF-2 - Metastasierung 1
Aktivitat 1 . PDGF - Invasion 1
- Migration 1 N - Angiogenese 1
(B)
-~ - Apoptose-Hemmung 1
(©)
Sternzellen Tumorzellen

Abb. 1 (nach Omary et al. 2007): Interaktion zwischen Pankreas-Sternzellen und
Pankreaskarzinomzellen. Uber verschiedene Wachstumsfaktoren (A) regen sich Sternzellen und

Tumorzellen gegenseitig zu zahlreichen Prozessen an (B, C).

1.4 Ionentransportproteine, Migration und der Calcium-abhingige Kalium-

Kanal Kca3.1

Bisher génzlich uncharakterisiert sind die Sternzellen hinsichtlich ihrer Ausstattung mit
Ionentransport-Proteinen. Dabei sind lonenkanédle fiir zahlreiche zelluldre Vorgénge
essentiell. Durch ihre Transportprozesse liber die zellulire Membran nehmen sie
vielfaltigen Einfluss auf die Zelle, z.B. auf ihr Volumen und ihr Membranpotenzial 33 33,
So spielen sie z.B. physiologisch und auch pathophysiologisch eine wichtige Rolle in

der Zellmigration.
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Migration bezeichnet den Prozess der aktiven Fortbewegung von Zellen im Gewebe.
Sie ist wichtig fiir eine Vielzahl von Vorgidngen im menschlichen Organismus.
Physiologisch nimmt sie beispielsweise Einfluss auf die Immunabwehr, die Wund-
heilung und zahlreiche embryologische Abldufe 43 30 3%, Pathophysiologisch hat die
Migration vor allem in der Tumorprogression einen wichtigen Stellenwert: Die
Fernmetastasierung von Tumorzellen setzt unter anderem das Ausbrechen der Zellen
aus dem urspriinglichen Tumorgewebe und deren Einwanderung in Blut- und
LymphgefiaBe voraus. AuBBerdem miissen zur Versorgung des Tumors neue Blutgefile
gebildet werden. Zellmigration ist Voraussetzung fiir beide Prozesse %6 113,

Auf zelluldrer Ebene charakterisiert ein sich wiederholender Ablauf von verschiedenen
Vorgéngen die Migration: An die initiale Polarisation der Zelle schlieBt sich das
Vorschieben des vorderen Pols (Protrusion) an. Es folgt die Ausbildung neuer
Kontaktpunkte mit der Unterlage und schlielich das Nachziehen des hinteren Zellpols
(Retraktion) 4. Die morphologische Zellpolarisierung und die damit einhergehende
funktionelle Asymmetrie zwischen Vorder- und Hinterseite der Zelle sind Voraus-
setzung fiir die gerichtete Bewegung: Die Vorderseite bildet sich aus einer blattartigen
Membranlamelle, genannt Lamellipodium, sie gibt die Bewegungsrichtung vor und
kann sich dynamisch auf- und abbauen. Der hintere Teil der Zelle (=Zellkdrper und sog.
Uropod) beinhaltet den Zellkern und alle weiteren Organellen.

Das zytoskelettale Grundgeriist der Zelle ist einer der Hauptakteure im Migrations-
prozess. Es unterscheidet sich in seiner Zusammensetzung zwischen den Polen. Im
vorderen Zellteil dominiert vor allem das Strukturprotein Aktin 136575, Uber sog. fokale
Kontakte (iiberwiegend bestehend aus Integrin), interagiert die Zelle unterschiedlich
stark ausgeprégt mit der extrazelluldren Matrix 19 17, Durch Aktinpolymerisation wird
die Zellmembran im Lamellipodium nach vorn geschoben (Protrusion). Es bilden sich
neue fokale Kontakte zur Matrix. Durch die folgenden (myosin-getriebenen)
Filamentkontraktionen im Zellkorper, die sich iiber die neu ausgebildeten Kontakt-
stellen auf die Matrix libertragen, kann sich die Zelle nach vorne ziehen. Dies erfordert
das gleichzeitige Losen der Integrin-Matrix-Kontakte am hinteren Zellteil, damit dieser

dem vorderen Teil ,,folgen* kann (Retraktion) 373962,
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Diese grob dargestellten Migrationsmechanismen sind im Einzelnen sehr fein reguliert.
Vor allem sind sie abhingig vom umgebenden pH-Wert und vom Zusammenspiel
verschiedenster Ionenkanile 8 30 83 94 Beide Parameter konnen direkt auf Prozesse der
Migration wirken, so z.B. auf die Interaktion der Zellen mit der EZM %3. Alternativ
konnen sie indirekt Einfluss auf die Migrationsvorgidnge nehmen: Hier spielt die
Regulation des Zellvolumens iiber die Verteilung von lonen im Intra- und Extra-
zellularraum eine wichtige Rolle %°. pH-Wert und Ionenverteilung miissen also sehr
genau kontrolliert und gesteuert werden. Dies ist wiederum die Aufgabe von
Ionenkanélen und -transportern. Zahlreiche dieser lonenkandle und -transporter sind

inzwischen beziiglich ihres Einflusses auf die Migration sehr gut beschrieben 7.

Ionenkanile riicken hinsichtlich der Entwicklung von Tumoren in den letzten Jahren
verstirkt ins Zentrum des Interesses, da sie u.A. die Tumorzellproliferation be-
giinstigen #8. Auch im Zusammenhang mit dem Pankreaskarzinom konnte eine Wirkung
von lonenkanélen auf die Proliferation beobachtet werden: Der Kc.3./-Kanal wurde in
den Karzinomzellen nachgewiesen und sein Proliferations-férdernder Einfluss
beschrieben 4!, Der Kanal gehort zu den Calcium-aktivierten Kalium-Kanélen, einer
Kanal-Familie, die iiber Einwirkung auf das Membranpotenzial Calcium-abhingige
Prozesse in erregbaren und unerregbaren Zellen beeinflussen kann. Aktiviert durch
einen Anstieg der intrazelluliren Calcium-Konzentration ermdglicht er den Ausstrom
von Kalium-Ionen aus der Zelle. Die hierdurch hervorgerufene Membran-Hyper-
polarisation in Richtung des Kalium-Gleichgewichtspotenzials hat je nach Zelltyp
unterschiedliche Konsequenzen: In erregbaren Zellen werden spannungsabhidngige
Calcium-Kanile durch die Hyperpolarisation von ihrer Aktivierungsschwelle entfernt,
sodass die intrazellulire Calcium-Konzentration wieder absinkt. In nicht-erregbaren
Zellen konnte im Gegensatz dazu gezeigt werden, dass nach Hyperpolarisation durch
den Kalium-Ausstrom die treibende Kraft fiir den Calcium-Einstrom gesteigert ist 7 100,
Eingeteilt werden die Calcium-aktivierten Kalium-Kanile in drei Untergruppen: ,,Large,
small und intermediate conductance calcium-activated K*-Channels®. Zu letzteren z&hlt
mit einer Leitfahigkeit von 20-100 pS der Kc.3.1-Kanal 4. Der Kanal wurde bislang in

einer Vielzahl von Zellen nachgewiesen, darunter Erythrozyten, Endothelzellen,
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Fibroblasten, Lymphozyten, epitheliale und Tumor-Zellen. Nach seinem ,,Entdecker*
wird er auch Gardos-Kanal genannt, weitere Bezeichnungen sind 1Kcal, SK41 und IK1.
Der Kanal setzt sich aus vier, zu einem Tetramer zusammengelagerten, alpha-
Untereinheiten zusammen, die jeweils sechs Transmembransegmente aufweisen (Abb.
2). Bereits ein geringer Anstieg der intrazelluldren Calcium-Konzentration aktiviert den
Kanal iiber folgenden Mechanismus: Das Calcium-bindende Protein Calmodulin
interagiert mit dem C-Terminus (Carboxyl-Ende) des Kanals. Bindet Calcium an das
Calmodulin, bewirkt dies eine Konformationsédnderung in allen vier Untereinheiten des
Kca3.1-Kanals und dadurch dessen Offnung 2°. Neben der Aktivierung via Calcium
kann der Kanal iiber verschiedene Phosphorylierungswege reguliert werden,
nachgewiesen sind bislang Einfliisse durch die Proteinkinasen A und C, die
Phosphatidylinositol-3-Kinase (indirekte Wirkung) und die Nukleotid-Diphosphat-
Kinase NDPK (direkte Phosphorylierung am C-Terminus (Histidin 358)). Auflerdem
kann durch Modulation des Einbaus neu synthetisierter Kca3.1-Kanidle bzw. ihres
Abbaus aus der Membran ihr Wirken verstérkt bzw. vermindert werden. Auf Ebene der

Transkription kann dariiber hinaus die Expression des Kanals beeinflusst werden !2.

A K+
aulen R S B
. . Membran

aulen / :7:9] innen KO | S | -
16_':/ P = NHa .

s et Calmodulm\)._
innen o - -

Ca?*

COOH

Abb. 2 (nach Wulff et al. 2010 & Franciolini et al. 2012): Schematischer Aufbau des Kc.3.1-
Kanals. Der Kanal setzt sich aus vier Untereinheiten zusammen (Homotetramer, A), die
wiederum mit je 6 Transmembrandomdnen die Zellmembran durchdringen (sog. alpha-
Untereinheit, B). Am C-Terminus (Carboxyl-Ende) der Transmembrandoméne interagiert der
Kanal mit dem Calcium-bindenden Protein Calmodulin: Bindet Calcium an das Calmodulin,
bewirkt dies eine Konformationsénderung in allen vier Untereinheiten des Kca3.1-Kanals. Auch
iiber direkte Phosphorylierung (ebenfalls am C-Terminus, Histidin 358 ,,H358“) kann eine

Konformatiosdnderung hervorgerufen werden.
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Pharmakologisch kann die Aktivitdt des Kanals iiber eine Vielzahl von Substanzen
gehemmt und aktiviert werden, was eine gute Charakterisierung der Kanalfunktion
ermoglicht. Fiir die vorliegende Arbeit wichtige Inhibitoren sind TRAM-34, ein
synthetisches Triarylmethan und das ebenfalls synthetische Clotrimazol. Als Kanal-
Aktivator wird 1-EBIO eingesetzt 77 11,

Uber seine gezielte Blockade konnten dem Kca3.1-Kanal vielerlei Funktionen zu-
geordnet werden. Physiologisch ist er z.B. in die Volumenregulation von Erythrozyten
involviert und nimmt Einfluss auf die Vasodilatation ' 18, Auch patho-physiologisch
konnte dem Kca3.1-Kanal vielerlei Mitwirken zugeschrieben werden: Durch seine
dehydrierende Wirkung auf Erythrozyten, bereits bei geringem Anstieg der
intrazellularen Calcium-Konzentration, hat der Kanal eine zentrale Position in der
Pathogenese der Sichelzellandmie !'. In Lymphozyten wurden durch die Dehydrierung
Verformungen bis hin zur Apoptose beobachtet '°. Auch die durch den Kanal stimulierte
Angiogenese kann sich pathologisch auswirken 26. In der Niere unterstiitzt er die
Progression von fibrotischen Reaktionen 27.

Dariiber hinaus nimmt der Kca.3.1-Kanal eine besondere Stellung in der Tumor-
progression ein, die erwihnte proliferationsfordernde Wirkung im Pankreaskarzinom
konnte in vielen weiteren Tumorarten nachgewiesen werden 2! 32 7!, Ebenfalls eine Rolle
spielt der Kanal in den Prozessen der Migration. Seine Expression wurde in zahlreichen
migrierenden Zellen belegt, und seine Hemmung durch spezifische Blocker, z.B.
TRAM-34 oder Clotrimazol, fithrte meist zur Abnahme der migratorischen Aktivitit 12
1444 83 8599 Im Zuge des Migrationsprozesses kommt es am vorderen Zellpol zur
Aufnahme von Natriumchlorid (iiber den Na*/H*-Austauscher (NHE) und tiber den CI-/
HCOs-Austauscher). Osmotisch bedingt stromt Wasser mit in die Zelle ein, was ein
Anschwellen zur Folge hat. Durch die Schwellung und die folgende Vorwértsbewegung
des Lamellipodiums wird die Zellmembran im hinteren Zellteil unter Spannung gesetzt.
Dies fiihrt hier zur Offnung mechanosensitiver Calcium-Kanile und einem dadurch
bedingten Anstieg der intrazelluliren Calcium-Konzentration im hinteren Zellteil.

Dieser wiederum aktiviert nun lokal Calcium-abhidngige Kalium-Kanéle, z.B. Kca3.1-
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Kanile. Der folgende Kalium-Ausstrom zieht osmotisch Wasser mit sich, das Volumen
im hinteren Zellteil nimmt ab, und es kommt zur Retraktion. Entscheidend ist die
periodische Aktivitdt des Kanals, ndmlich immer nur dann, wenn bedingt durch
Volumeninderungen die Calcium-Konzentration zunimmt 4° 32 86,

Durch sein Wirken auf den Calcium-Haushalt tragt der Kca.3.1-Kanal auch zu weiteren
Calcium-abhéngigen Prozessen der Migration bei, z.B. zur Polymerisation des Aktins,
zur Ausbildung der fokalen Kontakte und zur Kontraktion im hinteren Zellteil im Zuge
der Retraktion 224780 114,

Die vielen Untersuchungen des Kca3.1-Kanals sind deshalb bedeutsam, weil seine
Regulation Einfluss auf vielerlei Prozesse nehmen kann. Die gezielte pharma-

kologische Angreifbarkeit des Kanals fiihrte inzwischen zu therapeutischem Nutzen !0,

1.5 Zielsetzung

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, die Pankreas-Sternzellen erstmals auf die Expression
des Ionenkanals Kc,3.1 zu untersuchen und dessen Wirken in den Sternzellen,
besonders in Hinsicht auf deren Migrationsverhalten zu erforschen. Parallel soll die
Rolle des Kca3.1-Kanals in der Interaktion der Sternzellen mit Pankreaskarzinomzellen
beobachtet werden.

Der Kca3.1-Kanal spielt in zahlreichen Zellen und (patho-)physiologischen Prozessen
eine Rolle. Sein Einfluss auf Tumorzellen des Pankreaskarzinoms wurde beschrieben.
Auch der Einfluss der Sternzellen auf das Pankreaskarzinom ist bekannt, sie fordern
unter anderem die Migration und Proliferation der Tumorzellen. Diese Prozesse sind
ebenfalls vom Kca3.1-Kanal abhidngig. So ist es von Interesse, ob dieser Kanal in den
Sternzellen ebenfalls exprimiert wird, und dariiber hinaus, ob der Einfluss der
Tumorzellen mit dem Kanal im Zusammenhang steht. Die Moglichkeit des sehr
spezifischen pharmakologischen Angriffs auf den Kanal, z.B. durch den Inhibitor
TRAM-34, bietet eine gute Gelegenheit, seine Aufgaben in den Sternzellen zu
untersuchen und die Auswirkungen der Blockade auf die Interaktion mit den

Tumorzellen zu beobachten.
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So soll zunédchst die Expression des Kanals in den Sternzellen durch verschiedene
Methoden untersucht werden. Dabei soll auch die Expression im Zusammenhang mit
Pankreasdenokarzinomzellen gepriift werden. Die Tumorzellen sezernieren in vivo
zahlreiche Mediatoren, die Einfluss auf die Sternzellen nehmen. Diese Situation gilt es
in vitro nachzustellen, um dadurch bedingte Verdnderungen zu beobachten. Hierzu soll
konditioniertes Medium von kultivierten Pankreasadenokarzinomzellen gesammelt und
mit den Sternzellen zusammengebracht werden.

Im Anschluss sollen die Messungen der intrazelluldren Calcium-Konzentration und die
spezifische Hemmung des ggf. vorhandenen Kanals Informationen {iiber dessen
Aktivitdt in den Sternzellen liefern. Auch hier soll durch konditioniertes Medium der
Karzinomzellen deren Wirkung auf die Sternzellen betrachtet werden.

SchlieBlich soll die physiologische Migration der Sternzellen mit der Migration unter
Einfluss des Tumorzelliiberstands verglichen werden. Dariiber hinaus soll hierbei nun
erstmals die Auswirkung der Kc.3.1-Hemmung auf das Migrationsverhalten untersucht
werden.

Uber eine gezielte Beeinflussung des Kanals konnte das Verhalten der Sternzellen in
bestimmten Punkten gesteuert werden und damit, im weitesten Sinne, auch indirekt

Einfluss auf das Pankreaskarzinom genommen werden.
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2. Material und Methoden

2.1 Zellkultur

Die in den Versuchen verwendeten Pankreas-Sternzellen stammen aus einer
immortalisierten Zelllinie, Rlt-Psc #43. Zur Stimulation dieser Zellen in den ver-
schiedenen Versuchen dienten zwei weitere Zelllinien, isoliert aus humanen duktalen
Pankreasadenokarzinomen: Panc-1 3 und Colo-357 4.

Jede Zelllinie wurde in einem spezifischem Medium in Zellkulturschalen (Falcon, 10

cm) kultiviert. Die Zusammensetzung dieser Medien ist in Tabelle 1 aufgefiihrt.

Rlt-Psc-Medium Panc-1-Medium Colo-357-Medium
- DMEM & F12 im Verhiltnis 1:1 | - DMEM - DMEM & RPMI im Verhiltnis 1:1
- 10% FCS - 10% FCS - 10% FCS

Tab. 1: Zusammensetzung der Zell-Kultur-Medien

Die Zelllinien wurden spétestens alle vier Tage subkultiviert (je nach Konfluenz des
Zellrasens). Hierfir wurde zunichst das alte Medium aus der Kulturschale abgesaugt
und die Zellen mit Phoshphatpuffer (PBS) gewaschen. Anschlieend wurden mit Hilfe
von Trypsin (0,05%) und EDTA (0,02%) die Adhdsion am Untergrund und die Zell-
Zell-Kontakte geldst. Die geldsten Zellen wurden nun in frischem Medium neu ausgesét
und unter optimalen Bedingungen im COz-Inkubator (5% CO2) bis zur maximal siebten
Passage weiter kultiviert.

Das konditionierte Medium der Karzinomzellen wurde nach 72 Stunden Kultur durch
Abnahme des Mediums von Colo-357- bzw. Panc-1-Zellen bei ca. 80% konfluentem

Zellrasen gewonnen.

2.2 Western Blot

Zum Nachweis des Kca3.1-Kanals wurde die Methode des Western Blots herangezogen.
Die Durchfiihrung gliedert sich in mehrere Teilschritte, die im Folgenden erldutert

werden.
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2.2.1 Durchfiihrung

Lysat-Herstellung

Um einen Proteinnachweis durchfiihren zu kénnen, musste zunédchst das Gesamtprotein
aus den zu untersuchenden Zellen gewonnen werden. Hierzu wurde aus einer zu 80%
konfluent bewachsenen Zellkulturschale ein Proteinlysat hergestellt: Zundchst wurde
das Medium der Zellen abgesaugt und die Zellen in einem dreigdngigen Waschschritt
mit kaltem Phoshphatpuffer (PBS, 4°C) gewaschen. Alle Arbeitsschritte erfolgten auf
Eis.

500 pl eines Lyse-Puffers (Zusammensetzung s. Tab. 2) wurden auf die Zellen gegeben,
diese mit Hilfe eines Zellschabers abgekratzt und in ein Reaktionsgefal tiberfiihrt. Zum
Homogenisieren der Zellen wurde das Lysat mittels einer Kaniile drei mal auf- und
abgezogen. AnschlieBend wurde die Probe bei 4°C fiir 30 Minuten auf einem Schiittler
lysiert. Nach abschlieBender Zentrifugation (5 Minuten, 4°C, 13.000 U/Min) erhielt
man so die im Uberstand geldsten Proteinbestandteile der Zellen. Die Bestimmung der

Gesamtprotein-Menge erfolgte photometrisch mit dem ,,BCA Protein Assay Kit“.

50 mM Tris-HCI pH 7,6

0,I5M NaCl

10 mM Nonidet-P40

3,5mM SDS (Natriumdodecylsulfat)

10%  Natrium-Deoxycholat

1 Tabl. PhosSTOP Roche (auf 10 ml Puffer)

1 Tabl. CompleteMini Roche (auf 10 ml Puffer)

Tab. 2: Zusammensetzung des Ripa-Lyse-Puffers

SDS-Polyacrilamidgelektrophorese (SDS-Page)

In diesem Schritt wurden die Proteine in einem elektrischen Feld nach ihrer GrofSe
aufgetrennt. Zunichst wurde im BIORAD-Gieflstand ein Sammelgel entsprechend der
Zusammensetzung in Tabelle 3 gegossen. Zur Glittung der Oberfliche wurde es mit
Butanol iiberschichtet, welches nach 30-miniitiger Auspolymerisation wieder entfernt
wurde. Es folgte die Uberschichtung mit dem Sammelgel, in das ein Zehn-Taschen-

Gelkamm gesteckt wurde. Nach erneuter Auspolymerisation konnte das Gel nun mit
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den Protein-Proben und einem GroéBenmarker (Thermo Scientific) befiillt werden. Die
Proben wurden zuvor mit einem Auftragspuffer versetzt und fiinf Minuten bei 95°C
denaturiert. Eingespannt in eine SDS-Elektrophoresekammer und umgeben von einem
Laufpufter (s. Tab. 4) wurde nun iiber dem Gel ein elektrisches Feld angelegt (80 V).

Der Laufpuffer, der Auftragspuffer und das Gel enthielten SDS (Natriumdodecylsulfat),
ein anionisches Detergenz, das die Proteine im Lysat gleichméBig negativ auflud.
Bedingt durch die angelegte Spannung wanderten die negativ geladenen Proteine nun
threr Grofe entsprechend unterschiedlich schnell vom Minus- zum Plus-Pol. (GréBere

Proteine konnen schwerer durch die Gel-Maschen wandern als kleinere.)

5% Sammelgel 10% Trenngel
Aqua bidest. 1,3 ml 1,25 ml
Rotiphorese-Gel A 0,375 ml 1,62 ml
Rotiphorese-Gel B 0,15 ml 0,67 ml
Tris/ SDS (Natriumdodeclsulfat) | 0,5 ml (5 M) 1,3 ml (1,5 M)
10% APS (Ammoniumpersulfat) | 25 pl 25 ul
Temed 2,5 ul 3,75 ul

Tab. 3: Zusammensetzung des Sammelgels und des Trenngels

Elektrophoretischer Transfer mittels TankBlot-Verfahren (Blotting)

In diesem Versuchsschritt wurden die aufgetrennten Proteine vom Gel auf eine PVDF-
Membran transferiert. Hierzu wurde das Gel luftblasenfrei auf die zuvor in Methanol
aktivierte Membran gelegt, von in Transferpuffer (s. Tab. 4) getrankten Filterpapieren
umschlossen, und schlielich in die ebenfalls mit Transferpuffer gefiillte Transferbox

eingespannt. Bei konstanter Spannung von 20 V wurden die Proteine iiber Nacht auf die

PVDF-Membran transferiert.

Transferpuffer Laufpuffer TBS-T

10 mM  Tris 4mM  Tris 1,37 mM NaCl

100 mM Glycin 200 mM Glycin 200 mM Tris

10 % Methanol 1% SDS 0,1% Tween 20
pH 8,0 pH 8,3 pH 6,7

Tab. 4: Eingesetzte Pufferlosungen
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Detektion der Proteine durch spezifische Antikdrper und Auswertung

Prinzip

Das spezifische Antigen-Muster eines jeden Proteins ermdglicht dessen Detektion
mittels Antikdrpern. An das zu detektierende Protein bindet ein spezifischer
Primédrantikérper, der wiederum durch einen Zweitantikérper nachgewiesen wird.
Letzterer ist mit einem Enzym konjugiert (HRP-Meerrettich-Peroxidase), das die
Oxidation von Luminol katalysiert. Diese Oxidation wird durch Chemolumineszenz

sichtbar gemacht.

Farbung

Zunidchst mussten unspezifische Bindungsstellen der Proteine durch eine Blockier-
16sung (5% Magermilchpulver in Tris buffered saline Tween, TBS-T, s. Tab. 4) 60
Minuten lang bei Raumtemperatur abgesittigt werden. Danach konnte die Membran mit
einem spezifischen Primdrantikorper gegen das nachzuweisende Protein, in diesem Fall
Kca3.1 (s. Tab. 5), inkubiert werden: Der verdiinnte Antikdrper wurde zusammen mit
der Membran in eine Kunststoff-Folie eingeschweiflit und iiber Nacht bei 4°C ge-
schwenkt. Am Folgetag wurden ungebundene Erstantikorper durch dreimaliges
Waschen mit TBS-T entfernt, im Anschluss erfolgte die einstiindige Inkubation mit dem
Zweitantikorper bei Raumtemperatur. Auch nach dieser Inkubation wurde die Membran

dreimal je 15 Minuten mit TBS-T gewaschen.

Detektion

Im letzten Schritt wurde die Membran fiinf Minuten lang mit Luminol (SuperSignal
West Femto Maximum Sensitivity Substrate) inkubiert. Durch die ablaufende Chemi-
lumineszenz-Reaktion konnten die Proteine in einem Gel-Dokumentations-System
(BIORAD) sichtbar gemacht und detektiert werden.

Die entstandenen Bandenmuster wurden mit Hilfe des PC-Programms Quantity One
densitometrisch ausgewertet. Durch Vergleich mit Proteinbanden eines sog. House-
keeping-Proteins (hier: Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase, GAPDH) konnten
die Ergebnisse untereinander verglichen werden: Houskeeping-Proteine werden

unabhingig von regulatorischen Einfliissen exprimiert. Setzt man das zu untersuchende
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Zielprotein ins Verhiltnis zum Housekeeping-Protein, wird ein quantitativer Vergleich

zwischen verschiedenen Proben mdglich.

Primérantikorper (Verdiinnung) | Sekundirantikorper (Verdiinnung)

Kca3.1 Rabbit anti-Kca3.1 (1:2000) Goat-anti Rabbit POD (1:1000)

GAPDH Mouse anti-GAPDH (1:3000) Goat-anti Mouse POD (1:100000)

Tab. 5: Zum Western Blot eingesetzte Antikorper und deren Konzentration (verdiinnt in 5%
Magermilchpulver in TBS-T)

2.3 Immunfluoreszenz, durchgefiihrt von Sarah Sargin

Die Immunfluoreszenz ermdglicht, dhnlich wie der Western Blot, den Nachweis von
Proteinen iiber die Bindung spezifischer Antikdrper. Im Gegensatz zum Western Blot
werden hier jedoch die Zellen nicht lysiert, sondern man arbeitet mit unbeschadigten
Zellen, an denen die rdumliche Verteilung des nachzuweisenden Proteins bildlich

dargestellt wird.

2.3.1 Durchfiihrung

Auf mit verdiinnter Basalmembran (1:10 in RPMI, Zusammensetzung der Basal-
membran-Beschichtung s. Tab. 8) beschichteten Gléschen (Assiston, 20 mm) wurden
die Sternzellen im Rlt-Psc-Medium ausgesét. Die Zellen wurden nach dreimaligem
Waschen in PBS (3,5%, 4°C) eine Stunde lang, ebenfalls in PBS, fixiert. Nach 10-
miniitiger Inkubation mit 100 mM Glycin/PBS (0,75 g/ 100 ml) und erneutem Waschen
konnte die Zellmembran permeabilisiert werden. Dieser Schritt ist deshalb wichtig, da
erst eine perforierte Membran das Eindringen der Antikorper in die Zelle erlaubt und
dadurch dessen anschlieBendes Binden an die intrazelluldr gelegenen Strukturen des
Kca3.1-Kanals ermoglicht. Die Permeabilisierung erfolgte durch 0,5% Triton/ 1% SDS/
PBS fiir 10 Minuten, anschliefend wurden die Zellen erneut gewaschen. Analog zur
Methode des Western Blots mussten unspezifische Bindungsstellen fiir die Antikdrper
zundchst mit einem Blockierungs-Reagenz (10% Ziegennormalserum) abgesittigt

werden. Danach erfolgte die einstiindige Inkubation mit dem Erstantikorper (s. Tab. 6),
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nach fiinfmaligem Waschen in PBS jene mit dem Zweitantikdrper (45 Minuten). Das an
den Zweitantikorper gekoppelte Fluorochrom wurde nach erneutem Waschen, Fixieren
und Eindecken der Zellen mit Vectashild-Eindeckmedium im Epifluoreszenz-
Mikroskop detektiert. Dieses Mikroskop verfiigt liber spezielle zweigeteilte optische
Filter: der erste Filter (Anregungsfilter) 1dsst nur Licht mit der fiir den Fluoreszenz-
farbstoff spezifischen Anregungs-Wellenldnge passieren (in diesen Versuchen Wellen-
linge 488 nm). Das emittierte Fluoreszenzlicht wird vom zweiten Filter, dem
Emissionsfilter gesammelt, Farbteiler trennen das Anregungslicht vom Fluroreszenz-
licht, und letzteres wird zur Darstellung iiber eine Kamera (in unseren Versuchen) auf
den PC geleitet.

Sichtbar werden also Zellproteine, an denen sowohl Erst- als auch Zweitantikdrper
gebunden haben. Um auszuschliefen, dass mdoglicherweise der Zweitantikdrper un-
spezifisch an den Zellen gebunden hat, wurde stets eine Negativ-Kontrolle ohne
Inkubation mit dem Erstantikorper durchgefiihrt. Die entstandenen Bilder lieBen einen

Rickschluss auf die Priasenz und Lokalisation des Kc,3.1-Kanals zu.

Primérantikorper (Verdiinnung) Sekundirantikorper (Verdiinnung)

Rabbit Anti-Kca3.1 (1:2000) Goat-Anti Rabbit Alexa 488 (1:1000)

Tab. 6: Zur Immunfluoreszenz eingesetzte Antikdrper und deren Konzentration (verdiinnt in

Ziegennormalserum)

2.4 Patch-Clamp-Analyse, durchgefiihrt von der Arbeitsgruppe Prof. Budde,
Institut fiir Physiologie I, WWU Miinster

Die Sternzellen wurden mit Hilfe der 1976 von Neher und Sakman 32 entwickelten
Patch-Clamp-Technik auf das funktionelle Vorkommen des Kca3.1-Kanals untersucht.
Mit der Methode lassen sich Strome iiber der Plasmamembran messen und dadurch
einzelne Tonenkanile charakterisieren.

Eine Mikropipette aus Glas (Borsilikat) wird auf die Zellmembran der zu unter-
suchenden Zelle aufgesetzt. Durch Anlegen eines Unterdrucks wird ein Stiick der

Membran (sog. ,,Patch®) angesaugt und eine mechanisch und elektrisch dichte
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Verbindung zwischen der Pipette und der Zelle geschaffen (,,seal). Ausgehend von
diesem sogenannten ,,Cell-attached“-Modus kann durch weiteres Ansaugen die Zell-
membran an dieser Stelle durchbrochen und dadurch in die sogenannte Ganz-Zell-
Konfiguration iibergegangen werden (Abb. 3). Es besteht nun eine direkte Verbindung
zwischen Pipette und Zellinnerem, sodass das Zytoplasma der Zelle durch Losungs-
zugabe moduliert werden kann. Ebenfalls angepasst werden kann die Badlosung, in der
sich die Zelle befindet.

Uber eine Elektrode aus chloriertem Silberdraht, die mit der Pipette verbunden ist, und
eine weitere Elektrode im umgebenden Zellbad konnen die Strome iiber der
Zellmembran abgeleitet werden. Mit Hilfe eines elektronischen Verstirkers wird das
Membranpotenzial auf eine definierte Spannung (sog. Haltepotenzial Vy) festgelegt,

und der hierbei flieBende Strom registriert.

Pipette

Pipettenldsung —
Patch S

lektrode

Intrazellularraum

Zellmembran mit
lonenkanalen

A Cell-Attached-Modus B Ganz-Zell-Konfiguration

Abb. 3: Mess-Konfigurationen Patch-Clamp. A zeigt den sog. ,,Cell-Attached“-Modus, bei dem
ein Stiick der Zellmembran angesaugt und eine dichte Verbindung zwischen dieser und der
Pipette geschaffen wird. Durch stirkeres Ansaugen wird die Ganz-Zell-Konfiguration (B)
erreicht: die Zellmembran ist durchbrochen und eine direkte Verbindung zwischen Intra-

zellularraum und Pipette geschaffen.

Durch pharmakologische Beeinflussung kann die Aktivitdt von einzelnen Ionenkandlen
gesteigert oder gehemmt werden, was eine Verdnderung des Membranwiderstandes
bewirkt. Gemill des Ohmschen Gesetzes (I=U/R) dndert sich auch der Strom, wodurch
ein Riickschluss auf die Aktivitit einzelner Kandle moglich wird: Wird ein Kanal
beispielsweise pharmakologisch stimuliert, nimmt er stirkeren Einfluss auf das

Membranpotenzial der Zelle, das sich in Abhidngigkeit der Permeabilititen und der
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Gleichgewichtspotenziale einzelner Ionen ergibt. Néhert sich also ein lon seinem
Gleichgewichtspotenzial durch erh6hte Kanalaktivitét an, verschiebt sich das Membran-
potenzial in Richtung dieser GroBe. Als zu vergleichender Parameter wird das
Umkehrpotenzial herangezogen, also jene Spannung unter der weder lonen ein- noch

ausstromen, sodass kein Nettostrom messbar ist.

2.4.1 Durchfiihrung

Die Pankreas-Sternzellen wurden auf Zellkulturschalen (10 mm) ausgesit. Nach drei-
stiindiger Adhésionszeit wurden sie in die Patch-Clamp-Vorrichtung eingespannt und
mit Badlosung (s. Tab. 7) umspiilt. Eine Zelle wurde ausgewéhlt und mit der
Patchpipette angesaugt. Zwischen den beiden Elektroden wurde ein definiertes
Potenzial (Haltepotenzial Vu: -40 mV) angelegt und der flieBende Strom iiber einen
Verstiarker und die gekoppelte Computersoftware detektiert.

Zunichst wurde die Zelle mit einer Kontrolllosung iiberspiilt, im Anschluss wurde der
Kca3.1-Aktivator 1-EBIO (50 pM, gelost in DMSQO) appliziert, abschlieBend der
Kanalhemmer Clotrimazol (1 puM, geldst in DMSO). Die sich dadurch verdndernden
Stromamplituden und Umkehrpotenziale wurden im Vergleich mit der Kontroll-
messung ausgewertet. Mit Hilfe der Nernst-Gleichung (Abb. 4) konnte das Gleich-
gewichtspotenzial der Kalium-Ionen fiir die verwendeten Pipetten- und Bad-Losungen
berechnet und mit den Umkehrpotenzialen der Sternzellen unter den verschiedenen
Bedingungen verglichen werden, wodurch ein Riickschluss auf die Aktivitit des Kca3.1-

Kanals mdglich wurde.

Badlosung Pipettenldsung
140 mM NaCl 140mM KCI
S5mM KCI ,3mM EGTA
ImM CaCh 10mM  HEPES
ImM MgCl 1,217 mM CaCl;
10 mM HEPES 1 mM MgCl,
- Die freie [Ca?*]i betrdgt 1uM -
pH 7.4 bei 37°C

Tab. 7: Zusammensetzung der Losungen fiir die Patch-Clamp-Experimente
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o RxT (X,
X=Fxz " "X

Abb. 4: Nernst-Gleichung zur Berechnung des Gleichgewichtspotenzials eines lons. Ex:
Gleichgewichtspotenzial des Ions X; R: allgemeine Gaskonstante; T: absolute Temperatur; F:
Ladung pro Mol (Faraday-Konstante); z: Ladungszahl des lons; [X]: Konzentration des Ions im

Extra- bzw Intrazellularraum

2.5 Calcium-Messungen mittels Fura-2

Mit Hilfe des Fluoreszenz-Farbstoffes Fura-2 wurde die zytosolische Calcium-
Konzentration der Sternzellen unter verschiedenen Bedingungen gemessen.

Die zugrundeliegende Methode nach Grynkiewicz et al. 2® basiert auf der Erkenntnis,
dass Fura-2 Calcium-lonen mit hoher Spezifitit bindet. Fura-2 ist ein fiinffach negativ
geladenes Anion, abgeleitet vom Calcium-Chelator EGTA. Zwischen die negativ
geladenen Carboxylgruppen kann sich ein Calcium-lon einlagern, wodurch sich das
Anregungsspektrum und das Fluoreszenzverhalten des Molekiils verdndern: Abbildung
5 ist zu entnehmen, dass Fura-2 zwei Anregungsmaxima mit gegensétzlichem Fluoreszenz-
verhalten besitzt: Bei einer Wellenldnge von 340 nm steigt die Fluoreszenzintensitit mit
steigender Calcium-Konzentration, bei 380 nm sinkt sie. Bei sinkender Calcium-

Konzentration verhalten sich die Fluoreszenzintensititen umgekehrt.

Abb. 5 (nach Grynkiewicz et al.,
1985): Anregungsspektrum von
Fura-2 [1 uM] bei 20°C in Puffer-
losungen mit variierender freier
[Ca?"] (zwischen <] nM & >10 uM).

Kurvenmaximum fiir hohe [Ca?'] bei

Fluoreszenzintensitat

340 nm, fiir Ca?*- freie Pufferlosung

Ll T 1
300 330 340 360 380 400| (=ungebundenes Fura-2) bei 380 nm.
Wellenldnge [nm]

Der Vergleich der Fluoreszenzintensititen (bzw. des emittierten Lichts) bei unter-
schiedlichen Anregungswellenldngen ermdglicht ratiometrisch den Riickschluss auf die

Calciumkonzentration.
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Das geladene und dadurch polare Fura-2-Molekiil kann die Zellmembran nicht
durchdringen, weshalb ein mit Acetomethylgruppen verestertes, lipophiles Derivat
(Fura-2-AM) zur Versuchsdurchfithrung eingesetzt wird. Die Estergruppen werden
innerhalb der Zelle durch Esterasen abgespalten, was zur Folge hat, dass sich kein
Diftusionsgleichgewicht zwischen intra- und extrazelluldren Fura-2-AM einstellt.
Immer mehr Fura-2-AM dringt in die Zelle ein, es wird zu Fura-2 abgebaut, welches die

Zelle nicht verlassen kann und deshalb akkumuliert.

2.5.1 Durchfiihrung

Versuchsvorbereitung

Die Sternzellen wurden auf mit Basalmembran (s. Tab. 9) beschichteten Glasboden-
schalen (Willco, 10 mm) ausgesit. Vorgelegt wurden je nach Versuchsreihe 2 ml
Panc-1-Uberstand, Colo-357-Uberstand oder RIt-Psc-Medium. Nach dreistiindiger
Adhisionszeit wurden 200 pl des Mediums abgenommen, im Dunkeln 6 pl Fura-2-AM-
Farbstoft darin aufgenommen und die Lésung wieder auf die Zellen gegeben. Nach 20-

mintitiger Inkubationszeit im Brutschrank konnten die Versuche begonnen werden.

Versuchsablauf

Die Glasbodenschale wurde in das Fluoreszenzmikroskop Axiovert 200 (Zeiss,
Deutschland) eingespannt und ein Ausschnitt mit getrennt liegenden Zellen (ca. fiinf pro
Messung) fokussiert. Im Zeitintervall von 10 Sekunden wurden Aufnahmen unter
Anregung des Fura-2-Farbstoffs mit monochromatischem Licht der Wellenldnge 340
nm bzw. 380 nm erstellt (Visichrome Polychromator, Company Visitron Systems) und
die Emissionsintensititen der Zellen bei 500 nm erfasst. Uber das angeschlossene
Perfusionssystem wurden die Zellen mit verschiedenen im Wasserbad vorgewarmten
Superfusionslosungen umspiilt (Zusammensetzung s. Tab. 8). Die An- und Absaug-
schlduche gewihrleisteten durch einen gleichméfBigen Zustrom bei konstantem
Absaugen eine kontinuierliche Umspililung mit frischer Losung. In der initialen
Kontrollphase wurde Hepes-gepufferte Ringer-Losung zugefiihrt. Nach dieser etwa 10

Minuten andauernden Phase wurden die Zellen mit Losungen, die durch ihre



2. Material und Methoden 24

Zusammensetzung (ggf. inkl. Hemmstoff) eine spezifische Wirkung auf die Zellen
austiiben sollten, umspiilt.

Abschliefend wurde die Kalibrierung der Messung durch Zugabe definierter Calcium-
Konzentrationen durchgefiihrt: zundchst wurde eine calciumfreie Losung (,,Null-
calcium®) um die Zellen gespiilt, der ein Calcium-Ionophor (Ionomycin) zugesetzt war,
sodass alle Calcium-lonen aus der Zelle ausstromen konnten. Im Anschluss wurden die
Zellen komplett mit Calcium beladen, indem sie mit einer Hochcalciumlésung (SmM),
ebenfalls mit lonomycin versetzt, umspiilt wurden. Hiermit wurde erreicht, dass Fura-2
minimal bzw. maximal mit Calcium geséttigt wurde, die entsprechenden Fluoreszenz-
intensititen konnten zur Eichung der Messwerte genutzt werden. Uber die an das
Mikroskop gekoppelte Computersoftware MetaFluor (Visitron Systems, Deutschland)

konnte die Messung am PC gesteuert werden.

Auswertung

Die wihrend der Versuchsphase gemessenen Fluoreszenzintesititen wurden mit den
Eichwerten ins Verhiltnis gesetzt und die Calciumkonzentration ratiometrisch
berechnet. Hierzu wurden die Versuchsbilder erneut im MetaFluor-Programm
aufgerufen. Pro Zelle wurde eine Messregion (,,Region of Interest: ROI*) festgelegt, die
in einem moglichst groen Bereich auBlerhalb des Zellkerns gewdhlt wurde. Um die
mogliche Hintergrundfluoreszenz durch Eigenfluoreszenz der Versuchskomponenten
herauszurechnen, wurde auch eine Messregion auf3erhalb der Zellen gelegt. Ein erneutes
Durchlaufen der Versuchsbilder lieferte je Versuchszeitpunkt und Anregungs-
wellenldnge die entsprechenden Emissionsintensititen der ROI. Aus diesen Werten
wurde nach folgender Formel die jeweilige Calcium-Konzentration berechnet (nach

Grynkiewicz et al. 28):

R_Rmin

Rmax_R xB

[Ca™*], =K x

K steht fiir die Dissoziationskonstante von Fura-2 und wird aus der Literatur tibernom-
men (224 nM). Die iibrigen Parameter wurden aus den experimentell ermitteten Werten

berechnet: R ist der Quotient der Fluoreszenzintensititen von Fura-2 bei 340 und 380
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nm, R . undR . geben die Fluoreszenzverhiltnisse in Calcium-freier Losung (Null-
calcium) bzw. bei mit Calcium geséttigtem Fura-2 (Hochcalcium 5 mM) an. B steht fiir
den Quotienten der Fura-2-Intensititen unter Nullcalcium und 5 mM Calcium bei 380
nm.

Die gemessenen Emissionsintensitdten des Hintergrundes wurde jeweils von R subtra-
hiert. Die berechneten Calcium-Konzentrationen wurden mit dem Programm Microsoft

Excel 2007 ausgewertet und graphisch dargestellt.

Hepes Ringer-Losung

122,5 mM NaCl (bzw. 77,9 mM fiir Hochkalium-Ldsung)
54mM  KCI (bzw. 50 mM fiir Hochkalium-Ldsung)
,2mM CaClz

0,8mM MgCl,

10mM  HEPES

5,5mM  Glukose

pH 7,4 bei 37°C

Nullcalcium-Lésung Hochcalcium-Losung
122,5 mM NaCl 122,5 mM NaCl
54mM KCl 54mM KCI
0,8mM MgCl, 5 mM CaCla (Wasserfrei)
10mM  HEPES 0,8mM  MgCl>
5mM  EGTA 10mM  HEPES

pH 7,4 bei 37°C pH 7.4 bei 37°C

Tab. 8: Zusammensetzung der Superfusionslosungen

2.5.2 Messungen unter Zugabe des Kca3.1-Kanalblockers TRAM-34

In dieser Versuchsreihe wurden durch Panc-1- und Colo-357-Uberstand stimulierte
sowie unstimulierte Sternzellen gemessen. Nach der Kontrollphase mit reiner Ringer-
Losung wurden die Zellen mit einer Ringer-Losung umspiilt, der 10 pmol/l des Kca 3.1-
Kanalblockers TRAM-34, gelost in DMSO, zugesetzt waren. Um einen Einfluss des
Losungsmittels auszuschlieBen, wurde im gleichen Verhiltnis DMSO zur Kontroll-

Ringer-Losung gegeben.
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2.5.3 Messungen unter Superfusion einer Hochkalium-Ldsung und TRAM-34

Auch in dieser Versuchsreihe wurden unstimulierte und durch Panc-1- und Colo-357-
Uberstand stimulierte Zellen gemessen. Der Kontrollphase schloss sich eine Umspiilung
der Zellen mit einer Hochkalium-Losung an. Diese enthielt 50 mmol/l Kaliumchlorid.
Um die Osmolaritdt der Losung konstant zu halten, war die Konzentration von Natrium-
chlorid um 44,6 mmol/l erniedrigt. Nach beobachtetem Wirkungseintritt wurde erneut
die Kontrolllosung zugefiihrt. Hatten sich die Zellen den Kontrollbedingungen wieder
angepasst, wurde eine mit TRAM-34 versetzte Ringer-Losung zugefiihrt, diesmal auf
500 nM verdiinnt. Das Losungsmittel DMSO wurde auch zur Kontrolllosung

zugegeben.

2.6 Migrationsexperimente

Das Migrationsverhalten der Sternzellen wurde mittels Zeitraffer-Videomikroskopie
untersucht. Die Zellen wurden auf einen beschichteten Untergrund gegeben und ihre
Bewegungen {iber einen bestimmten Zeitraum beobachtet. Die Beschichtung des
Untergrunds wurde in den verschiedenen Versuchsreihen variiert, ebenfalls Versuchs-
reihenabhidngig wurden die Zellproben mit TRAM-34, einem Hemmstoff des Kca3.1-

Kanals, versetzt.

2.6.1 Durchfiihrung

Versuchsvorbereitung

Zunichst wurden Zellkulturflaschen (Falcon) mit Matrices beschichtet, um den Zellen
eine gute Migrationsgrundlage zu bieten. Zur Nachstellung der (patho-) physiologischen
Umgebung der Sternzellen, wurden die Versuche auf Matrices durchgefiihrt, die in ihrer
Zusammensetzung entweder den Komponenten der Basalmembran oder der desmo-
plastischen Umgebung der Sternzellen im pathophysiolgischen Kontext dhnelten (s.
Tab. 9). Nach 24-stiindiger Auspolymerisation der Matrixkomponenten wurden die
Flaschen je nach Versuchsreihe mit 2 ml entsprechendem Medium/ Uberstand befiillt

und ggf. ein Hemmstoff zugefiigt. Je nach Konfluenz der Versuchszellschale wurden
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1-4 Tropfen Sternzellsuspension in die Flaschen gegeben, gerade so viel, dass die Zellen
einzeln und gleichmiBig auf der Matrix zu liegen kommen konnten. Die Zellen wurden
zum Adhirieren drei Stunden im COz-Inkubator (5% CO.) belassen. Eine Unter-
schreitung dieser Zeit hitte zu mangelnder Adhésion der Zellen gefiihrt. Um dies

auszuschlieen, war eine genaue Einhaltung der Zeitrdume unabdingbar.

Versuchsablauf

Nach den drei Stunden im COs-Inkubator waren die Zellen zur Beobachtung mit den
Mikroskopen Axiovert 40c und Axiovert 25 (Zeiss, Deutschland) bereit. Diese sind
eigens flir die Migrationsexperimente mit Videokameras (Sony und Hamamatsu, Japan)
und mit beheizbaren Warmekammern ausgestattet worden. Es wurde eine Temperatur
von 37°C eingestellt. Die Zellflaschen wurden in die vorgeheizten Wiarmekammern
gestellt und bei 20-facher VergroBerung ein zufilliger Bildausschnitt gewéhlt, der nach
Moglichkeit fiinf Zellen zeigte. Parallel wurden vier Versuche durchgefiihrt, wobei
darauf zu achten war, dass sich die gewdhlten Bildausschnitte hinsichtlich der Zelldichte
in etwa glichen. Die zufdllige Auswahl der Zellen und der vergleichbare Dichtegrad
gewihrleisteten, dass es sich um einen reprisentativen und dadurch vergleichbaren
Ausschnitt der jeweiligen Zellpopulation handelte. Die mit den Mikroskopen ge-
koppelte Computer-Software WASABI bzw. HiPic (Hamamatsu, Japan) wurde zu
jedem Versuch so programmiert, dass sie im fiinf-Minuten-Intervall {iber einen Gesamt-
zeitraum von drei Stunden Standbilder der Zellbewegung anfertigte. Diese wurden

gespeichert und standen nach Beendigung des Versuches zur Auswertung bereit.

Basalmembran-dhnliche Matrix

208 ul 5x RPMI (52 g/1, Endkonzentration 10,8 g/l)

208 wl 5x HEPES (50 mmol/l, Endkonzentration 10,4 mmol/l)
15 ul 1M NaOH (1 mol/1)
25 pl Laminin (1 mg/ml, Endkonzentration 25 pg/ml)
25 pl Fibronectin (1 mg/ml, Endkonzentration 25 pg/ml)

320 pl Collagen IV (0,45 mg/ml, Endkonzentration 144 pg/ml)

pH 7,4
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Desmoplastische Matrix

200 pl 5xRPMI (52 g/1, Endkonzentration 10,4 g/I)
200 wl 5x HEPES (50 mmol/l, Endkonzentration 10 mmol/l)
~15 pul 1M NaOH (1 mol/T)
200 pl H20 dest.
120 pl Laminin (1mg/ml, Endkonzentration 120pg/ml)
40 pl Fibronectin (1mg/ml, Endkonzentration 40 pg/ml)
12 pl Collagen 1V (0,45 mg/ml, Endkonzentration 5,4pug/ml)
10 ul Collagen III (1,2 mg/ml, Endkonzentration 12pg/ml)
200 pl Collagen I (4 mg/ml, Endkonzentration 800 pg/ml

pH 7,4

Tab. 9: Zusammensetzung der Migrationsflaschen-Beschichtungen, Menge fiir eine Versuchs-

reihe (entspricht 4 Flaschen)

Auswertung

In den entstandenen Bildsequenzen wurden mit Hilfe des Programms AMIRA die
Konturen der einzelnen Zellen erfasst. Anhand dieser konnten iiber die NIH Imagel
Software die Koordinaten fiir jede Zelle als xy-Datensétze erfasst werden. Aus diesen
wurden verschiedene Parameter ermittelt: Zur Bestimmung der Translokation zwischen
Start- und Endpunkt wurde die Entfernung zwischen den Mittelpunkten des Anfangs-
und Endbildes einer Zelle gemessen. Die insgesamt zuriickgelegte Strecke wurde durch
Addition der Teilstrecken (nach Pythagoras: As=\(x>+y?)) berechnet. Die Mittelungen
der Einzelgeschwindigkeiten als Funktion der Zeit (v=s/t) ergaben die Geschwindigkeit
der Zellen pro Minute. Die Flache der Zellen als weiterer Parameter ergab sich aus der
Pixelanzahl des von der Zellkontur eingeschlossenen Bereiches. Dariiber hinaus konnte
der Strukturindex (SI) erfasst werden, der die Morphologie einer Zelle anhand deren
Umfangs p und deren Fliche A beschreibt (SI=(4]]A)/p?%, SI=1 bei runden Zellen und

SI—0 bei Zellen mit vielen Ausldufern).

2.6.2 Migration unbehandelter und stimulierter Pankreas-Sternzellen

Die Sternzellen wurden in mit desmoplastischer bzw. Basalmembran-Matrix be-

schichteten Zellkulturflaschen ausgesit. Vorgelegt wurden je nach Versuch Sternzell-
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Medium oder Karzinomzell-Uberstand der Zelllinien Colo-357- bzw. Panc-1. Nach

dreistiindiger Adhésionszeit wurde die Zeitraffer-Mikroskopie gestartet.

2.6.3 Migration unbehandelter und stimulierter Pankreas-Sternzellen unter Zugabe des
Kca3.1-Kanalblockers TRAM-34

Die Durchfithrung erfolgte wie unter 2.6.2, jedoch wurden nach der dreistiindigen
Adhésionszeit 10 uM des Kanal-Blockers TRAM-34 (gelost in DMSO) hinzugefiigt.
Nach 15-miniitiger Einwirkzeit wurden die Filme gestartet. Um einen Einfluss des
Losungsmittels DMSO auszuschlieen, wurden vergleichend ebenfalls Versuche mit

reinem DMSO-Zusatz durchgefiihrt.

2.7 Statistische Analyse

Alle Daten wurden durch mehrfache Durchfiihrung der Versuche (N>3) ermittelt. Es
wurden pro Versuch mindestens 15 Zellen (n>15 bei den Calcium-Messungen, n >20
bei den Migrationsexperimenten) aus > drei Zellpassagen analysiert. Die Ergebnisse
wurden als Mittelwerte inklusive der Standardabweichung der Mittelwerte (SEM) mit
Microsoft Excel 2007 dargestellt und ausgewertet.

Die Signifikanz-Priifung wurde mittels des t-Tests durchgefiihrt. Bei einer Irrtums-
wahrscheinlichkeit von p<0,05% (Signifikanzgrenze o« ) wurden die Ergebnisse als

signifikant unterschiedlich eingestuft (in den Abbildungen gekennzeichnet mit *).
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3. Ergebnisse

3.1 Nachweis der Expression des Kca3.1-Kanals

3.1.1 Western-Blot-Analyse

Die Expression des Kca3.1-Kanals in den Pankreas-Sternzellen konnte durch Western-
Blot-Analyse bestéitigt werden. Nach Behandlung der Sternzell-Lysate mit einem
Antikorper gegen den Kca3.1-Kanal konnte eine eindeutige Bande auf Hohe des
erwarteten Molekulargewichts des Kanals (46 kDa) detektiert werden. In den mit
Karzinomzell-Uberstand stimulierten Zellen wurde ebenfalls ein Signal detektiert
(Stimulationszeit: 48 Stunden). Abbildung 6 zeigt die Ergebnisse der Western-Blot-
Analyse. Die Dichtemessung der detektierten Banden und deren quantitativer Vergleich
mittels des unter allen Bedingungen gleichméBig exprimierten Housekeeping-Proteins
GAPDH ergaben keine unterschiedlich stark ausgeprigte Expression zwischen

unstimulierten und stimulierten Zellen.

A B é 2,0 7 Proteinexpression im Vergleich
Kca3.1 - 50 kDa : ©
Ca9. £
e 3 g 15
s 40 kDa 5 .
X 10
©
40 kDa §
onror M — o
B o
Unstimuliert Panc-U Colo-U 8 Unstimuliert Panc-U Colo-U

Abb. 6: Western-Blot-Analyse der Sternzellen. A: Die Behandlung der Proteinlysate der
unstimulierten und mit Karzinomzell-Uberstand stimulierten Zellen mit Antikdrpern gegen den
Kca3.1-Kanal und deren anschlieBende Detektion ergaben deutliche Banden auf Hohe von 46
kDa. Die Kontroll-Analyse mittels GAPDH und die vergleichende densitometrische Quanti-
fizierung zeigte keine Unterschiede in der Expressions-Rate zwischen den verschiedenen

Versuchsbedingungen. B: Statistische Auswertung der densitometrischen Quantifizierung.
, Panc-U/ , ,Colo-U*=mit Uberstand der Zelllinie Panc-1 bzw Colo-357 vorbehandelte Zellen. n=3.

3.1.2 Immunfluoreszenz

Diese weitere Methode sollte iiber die Western-Blot-Ergebnisse hinaus die Expression
des Kca3.1-Kanals belegen. Es wurden erneut Versuche mit unbehandelten und

vorbehandelten Zellen durchgefiihrt.



3. Ergebnisse 31

Durch Anregung des Fluorochroms, das an den Zweit-Antikorper gebunden war,
wurden von den Sternzellen Bilder erstellt, die das Vorhandensein des Kca3.1-Kanals

zeigen. In Abbildung 7 ist je ein Bild aus jeder Versuchsbedingung dargestellt.

1 B Panc-1

A Unistimuliet

C CoId-é 57 # Abb. 7: Immunhistochemische Darstellung des

X Kca3.1-Kanals in Sternzellen. A zeigt die
Expression des Kanals in einer unbehandelten
Sternzelle. Auf Bild B ist eine mit Uberstands-
Medium der Karzinomzell-Linie Panc-1 vor-
behandelte Zelle dargestellt, die Sternzelle in C
§ wurde mit Colo-357-Uberstand stimuliert. Alle
| Bilder zeigen ein ubiquitdr auf den Zellen vor-
i kommendes Verteilungsmuster, man erkennt

 viele, punktformig erscheinende Kanalproteine.

3.2 Funktioneller Nachweis des Kca3.1-Kanals mittels Patch-Clamp-Analyse

Der funktionelle Nachweis des Kca3.1-Kanals erfolgte mittels der Patch-Clamp-
Methode. In der anfianglichen Kontrollphase konnte ein deutlicher Auswairtsstrom
gemessen werden. Dessen Umkehrpotenzial Eey lag bei -41,8 £ 0,7 mV. Anhand der
verwendeten Kalium-Konzentrationen in Bad- und Pipettenldsungen errechnete sich

nach der Nernst-Gleichung folgendes Gleichgewichtspotenzial fiir Kalium:

E=-61- 191129 = g8 3 mv

[5]
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Die Behandlung mit dem Kca3.1-Aktivator 1-EBIO hatte eine Zunahme der
Stromamplitude iiber der Zellmembran zur Folge. Das Umkehrpotenzial verschob sich
von -41,8 = 0,7 mV auf -65,2 £ 3,0 mV (s. Abb. 8). Dies lésst schlieBen, dass 1-EBIO
zu erhohter Aktivitit des Kca3.1-Kanals fiihrte, und damit einhergehend der Kalium-
Ausstrom zunahm und die Membran weiter in Richtung des Kalium-Gleich-
gewichtspotenzials (-88,3 mV) polarisierte. Das anschlieBende Hinzufiigen des Kc.3.1-
Kanal-Blockers Clotrimazol verschob das Umkehrpotenzial wieder in Richtung des
Ausgangswertes (-51,7 = 2,4 mV). Ebenfalls bedingt durch die Hemmung nahm der
Beitrag des Stromflusses durch den Kca3.1-Kanal zum Gesamtstrom ab, eine Senkung
der Amplitude war zu verzeichnen.

Die beschriebenen Effekte durch die zwei etablierten Kanalmodulatoren auf die
Stromamplitude und das Umkehrpotenzial beweisen das Vorkommen funktionsféhiger

Kca3.1-Kanile in der Plasmamembran der Sternzellen.
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3.3 Calcium-Messungen mittels Fura-2

Die Einflussnahme des zuvor in den Sternzellen nachgewiesenen Kc.3.1-Kanals auf die
Calcium-Konzentration in den Zellen wurde mittels intrazelluldrer Calcium-Messungen
untersucht. Die Messungen wurden sowohl an unstimulierten als auch an stimulierten

Pankreas-Sternzellen durchgefiihrt.

3.3.1 Calcium-Haushalt der Sternzellen unter Zugabe des Kca3.1-Kanalblockers
TRAM-34

In der initialen Kontrollphase wurde nach Anpassung der Zellen an die Perfusions-
bedingungen eine konstante Calcium-Konzentration von 90,2 + 6,1 nM gemessen.
Unter anschlieBender Zufuhr von 10 pM TRAM-34 zeigten sich im zeitlichen Verlauf
keine Verdnderung der intrazelluldren Calcium-Konzentration.

Abbildung 9 gibt durch Darstellung beispielhafter Einzelmessungen einen Eindruck der

Calcium-Messungen.
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200
160
S 120 -
c ,“‘\“ ;;/vtu"/u . ’ , » - " e sdh
& 80 - \ N \/ - - v T 7 AN —
§ w_:“_.‘:’_ o K‘J
40
0
0 50 100 150 200 250 300 350 400
t(s)

Abb. 9: Messung der intrazelluldren Calcium-Konzentration an unstimulierten Sternzellen.
Jede Kurve représentiert die Messung einer frei gewahlten Stelle an einer Zelle. Nach konstant
bleibenden Werten in der Kontrollphase erfolgte die Zufuhr von 10 uM TRAM-34, einem
Hemmstoff des Kca3.1-Kanals.
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Die Messungen an stimulierten Zellen ergaben schon wéhrend der Kontrollphase einen
deutlichen Unterschied zu den Messungen an unstimulierten Zellen: Die intrazelluldre
Calcium-Konzentration war im Mittel deutlich hoher (Panc-1-stimuliert: 109,1 + 9,8
nM, Colo-357-stimuliert: 148,3 = 21,4 nM).

Auch die Zufuhr von TRAM-34 zeigte an stimulierten Zellen eine Wirkung, die sich
deutlich von der an unstimulierten Zellen unterschied. Schon nach kurzer
Uberspiilungszeit war ein Absinken der Calcium-Konzentration zu verzeichnen: Sie fiel
gemittelt um 20% (Panc-1-stimuliert: 87,0 £ 8,2 nM) bzw. 45% (Colo-357-stimuliert:
95,6 = 10,2 nM) ab. Die Abnahme der intrazelluldren Calcium-Konzentration nach
Blockade des Kca3.1-Kanals ist konsistent mit einer durch TRAM-34 induzierten
Depolarisation des Membranpotenzials.

Im Vergleich des Einflusses der zwei verschiedenen Karzinomzell-Uberstinde war
festzustellen, dass die Blockade des Kca3.1-Kanals durch TRAM-34 in Panc-1-Uber-
stand-stimulierten Zellen im Mittel einen seichteren Abfall der Calcium-Konzentration
bewirkte als in Colo-357-Uberstand-stimulierten. Letzterer trat zeitlich etwas ver-
zogerter ein (Abb. 10). Im Gegensatz zu den Versuchen an unstimulierten Zellen konnte
in diesen Versuchsreihen ein deutlicher Einfluss des Kanals auf den Calcium-Haushalt

der Sternzellen beobachtet werden.
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Abb. 10: Messung der intrazelluléren Calcium-Konzentration an stimulierten Sternzellen. Nach
initialer Kontrollzeit wurden die Zellen mit 10 uM TRAM-34 umspiilt. Dies bewirkte bei den
dreistiindig mit Karzinomzelliiberstand der Linie Panc-1 (A) bzw. Colo-357 (B) vor-

behandelten Sternzellen ein Absinken der intrazelluldren Calcium-Konzentration.

Im direkten Vergleich der gemittelten Messwerte zwischen Kontroll- und vor-
behandelten Zellen wird die beschriebene Beobachtung sehr deutlich (Abb. 11): Die
unstimulierten Zellen zeigen kein signifikantes Ansprechen auf die TRAM-34-Zufuhr.
Im Gegensatz dazu errechnet sich bei den mit Panc-1-Uberstand behandelten Zellen ein
signifikanter Abfall der Calcium-Konzentration nach TRAM-34-Zugabe. Dasselbe gilt
fiir die mit Colo-357-Uberstand stimulierten Zellen, hier ist der Abfall sogar noch
deutlicher. Ebenfalls ist erkennbar, dass die unterschiedlichen Bedingungen bereits von
vornherein zu verschiedenen Calcium-Konzentrationen in den Zellen fiihren. Diese ist
in den stimulierten Zellen im Mittel hoher als in den unstimulierten, bei den Colo-357-

stimulierten Zellen ist dieser Unterschied am stirksten ausgepragt.
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Abb. 11: Calcium-Messungen an Sternzellen ohne und mit Hemmung des Kc.3.1-Kanals. (A)
Dargestellt sind die gemittelten Calcium-Werte in unstimulierten (griin) und mit Panc-1-
Uberstand (hellblau) bzw. Colo-357-Uberstand (dunkelblau) stimulierten Zellen. Nach
Vorbehandlung mit Colo-357-Uberstand ist die initiale Calcium-Konzentration am hdchsten.
Ebenfalls unter dieser Bedingung ist die stirkste Reaktion auf TRAM-34-Zufuhr zu beobachten.
Bei den unstimulierten Zellen hingegen ist keine Anderung im zeitlichen Verlauf zu erkennen.
(B) Die intrazellulire Calcium-Konzentration in unbehandelten Sternzellen mit bzw. ohne
TRAM-34-Einfluss unterscheidet sich nicht signifikant. Nach Vorbehandlung mit den
Karzinomzell-Uberstinden hingegen ist eine signifikante Abnahme der Calcium-Konzentration
bis nahezu auf die Werte der unstimulierten Zellen zu erkennen. Der Unterschied zwischen
initialer Calcium-Konzentration zwischen unstimulierten und stimulierten Zellen ist zwar
erkennbar, statistisch signifikant ist er aber nur unter Colo-357-Stimulation. n=30 Zellen pro

Bedingung, aus > 4 Experimenten.
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3.3.2 Calcium-Haushalt der Sternzellen unter Superfusion einer Hochkalium-Ldsung,

Zugabe des Kca3.1-Kanalblockers TRAM-34

Um den Zusammenhang zwischen dem Membranpotenzial und dem Calcium-Haushalt
darzustellen, wurden die Sternzellen in dieser Versuchsreihe mit einer Losung, die im
Verhiltnis zum physiologischen Extrazellularraum um ein vielfaches mehr Kalium (50
mM) enthielt, umspiilt. Die hierdurch erzwungene Depolarisation des Membran-
potenzials wirkte sich, wie in Abbildung 12 (A) erkennbar, auf den Calcium-Haushalt
aus. Es resultierte ein abruptes Absinken der intrazelluldren Calcium-Konzentration.
Dieses Verhalten zeigte sich unter allen drei Bedingungen. Durch das anschlieBende
Uberspiilen mit physiologischer Ringer-Losung normalisierte sich die extrazellulire
Kalium-Konzentration wieder und fithrte unter allen drei Bedingungen zu einem
Wiederanstieg der intrazelluldren Calcium-Konzentration.

Analog zu den Versuchen der vorangegangenen Versuchsreihen war durch Zufuhr von
TRAM-34, auch in geringerer Konzentration (500 nM), ein Absinken der Calcium-
Konzentration in den mit Karzinomzell-Uberstand behandelten Sternzellen zu
verzeichnen. Ebenfalls wie in den vorherigen Versuchen war die durchschnittlich ge-
messene Calcium-Konzentration in den stimulierten Zellen hoher. Die beschriebenen
Ergebnisse sind in Abbildung 12 als Balkendiagramm (B) zusammengefasst. Deutlich
erkennbar sind die starken Abnahmen der Calcium-Konzentrationen durch Zugabe der
Hochkalium-Losung, es sind im Mittel Abfille von bis zu 30 % (Colo-357-Uberstand)

gemessen worden.
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Abb. 12: Calcium-Messungen an Sternzellen, Einfluss von Hochkalium-Lésung und
TRAM-34. (A) Darstellung der gemittelten Calcium-Werte im Verlauf. Die Zufuhr der
Hochkalium-Lésung bewirkte eine starke Abnahme der intrazelluldren Calcium-
Konzentration. AnschlieBende Zufuhr von Ringer-Losung lief die Calcium-Konzentration
wieder ansteigen, abschlieBende Uberspiilung mit TRAM-34 (500 nM) fiihrte zum
erneuten Absinken- kaum ausgeprigt bei unstimulierten, stirker ausgepridgt bei
stimulierten Zellen. (B) Der jeweils erste Balken zeigt die gemittelten Werte vor, der
zweite unter Zugabe der Hochkalium-Losung, der dritte Balken reprisentiert die [Ca®'];
unter erneuter Uberspiilung mit Ringer-Lésung, der vierte Balken stellt die Ergebnisse

unter TRAM-34-Einfluss dar. n > 15 Zellen pro Bedingung aus > 5 Experimenten.
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3.4 Migrationsexperimente

Nach umfangreicher Analyse der Expression und Aktivitit des Kca3.1-Kanals wurde
dessen Einflussnahme auf die Migration von Pankreas-Sternzellen untersucht. Hierzu
wurden verschiedene Parameter (Gesamtstrecke, Translokation, Geschwindigkeit,
Flache, Strukturindex) erfasst. Abbildung 13 zeigt exemplarisch den zuriickgelegten

Weg einer Sternzelle in einem Zeitraum von drei Stunden.

Abb. 13: Migration einer Sternzelle. Die Abbildung zeigt die Wanderung einer Sternzelle {iber

einen Zeitraum von drei Stunden. Die Zellbewegung erfolgte von rechts unten nach links oben.
Der griine Pfeil (=sog. Trajektorie der Zelle) stellt die gesamte zuriickgelegte Strecke der Zelle
dar. Der gelbe Pfeil ist der Abstand zwischen Start- und Endposition des Zellmittelpunkts, die

Verschiebung zwischen diesen beiden Punkten wird Translokation genannt.

3.4.1 Migration unbehandelter und stimulierter Pankreas-Sternzellen

In dieser Versuchsreihe wurde die Migration von Pankreas-Sternzellen unter Variation
der Matrix und des zugegebenen Mediums beobachtet: Es wurden Versuche auf
Basallamina-dhnlicher, sowie auf desmoplastischer Matrix durchgefiihrt. Zugegeben
wurde entweder Rlt-Psc-Medium (,,unbehandelt”) oder konditioniertes Medium der

Karzinomzell-Linien Panc-1 bzw. Colo-357.
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Geschwindigkeit

Bei den unbehandelten Zellen betrug die durchschnittliche Geschwindigkeit der
Sternzellen auf mit Basalmembran-Matrix beschichtetem Untergrund 0,31 + 0,04 pum/
min. Die dreistiindige Stimulation mit Panc-1-Karzinomzell-Uberstand resultierte in
einem deutlich verdnderten Verhalten der Sternzellen: Sie wanderten schneller als die
unbehandelten Zellen. Durchschnittlich erreichten sie eine Geschwindigkeit von 0,49 +
0,04 um/min, was einer Geschwindigkeitszunahme um beinahe 50% gegeniiber den
unbehandelten Zellen entspricht. Eine noch stirkere Zunahme der Geschwindigkeit
konnte durch die dreistiindige Stimulation der Sternzellen mit Colo-357-Uberstand
beobachtet werden. Sie waren mehr als doppelt so schnell wie die unstimulierten Zellen
(0,31 + 0,04 pum/min vs. 0,65 £ 0,09 um/min).

Auf desmoplastischer Matrix migrierende Sternzellen waren insgesamt etwas schneller.
Der zuvor beschriebene Effekt des Karzinomzell-Uberstands auf die Sternzell-
Migration auf Basalmembran konnte auch auf desmoplastischer Matrix reproduziert
werden, wenn auch in geringerer Auspriagung. Der errechnete Unterschied lag bei einer
um ca. 30% gesteigerten Wandergeschwindigkeit. Die beschriebenen Ergebnisse sind in

Abbildung 14 dargestellt.
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Abb. 14: Geschwindigkeiten der Sternzellen auf Basalmembran- (A) und desmoplastischer
Matrix (B). Die Balken reprisentieren die Mittelwerte der Geschwindigkeit in pm/min. Die
unstimulierten Sternzellen (griin) waren auf beiden Untergriinden im Mittel signifikant
langsamer als die mit Karzinomzell-Uberstand (blau) behandelten Zellen. Auf desmoplastischer
Matrix migrierten die Zellen auBer unter Colo-357-Uberstand etwas schneller als auf

Basalmembran. n > 20 Zellen je Bedingung bei > 4 Experimenten.
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Gesamtstrecke und Translokation

Die zuriickgelegte Gesamtstrecke der unbehandelten Sternzellen betrug im Mittel 101,0
+ 8,9 um. Die schneller migrierenden, stimulierten Sternzellen legten eine Strecke von
129,5 + 12,8 pm unter Panc-1-Uberstand und eine Strecke von 170,2 + 19,6 pm unter
Colo-357-Uberstand zuriick, also deutlich weiter als die unbehandelten Zellen. Die
Translokation ergab hingegen unter allen Versuchsbedingungen eine mittlere Ver-
schiebung um 50 pm. Eine Erkldrung bringt die Betrachtung der Geradlinigkeit der
Zellbewegung, genannt Direktionalitéit: Sie ist ein MaB fiir die Persistenz der Migration
einer Zelle, also fiir die Fahigkeit, eine einmal eingeschlagene Migrationsrichtung iiber
einen langeren Zeitraum beizubehalten. Durch den Vergleich zwischen Translokation
und tatsdchlich zuriickgelegter Strecke gibt sie Auskunft iiber die Richtungsinderungen
einer Zelle. Die unstimulierten Zellen dndern auf ihrem Weg weniger stark bzw. seltener
ihre Richtung als die stimulierten Zellen. So erklért sich, dass letztere in gleicher Zeit
zwar direkt zwischen Start- und Endpunkt keine lingere Strecke zuriicklegen als die
unbehandelten Sternzellen, jedoch durch hohere Geschwindigkeit und stérkeres
Abweichen vom direkten Weg deutlich mehr fatsdchliche Strecke wandern. Verdeutlicht
wird dies auch durch den genauen Vergleich einzelner Trajektorien: Die unbehandelten
Zellen weichen weniger vom direkten Weg zwischen Start- und Endpunkt ab, sie
migrieren geradliniger, die Direktionalitdt ihrer Bewegung ist hoher als die der

stimulierten Zellen (Abb. 15 D).
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Abb. 13: Gesamtstrecke und Translokation der Sternzellen auf Basalmembran. A.B,C: Jede
Trajektorie beschreibt die zuriickgelegte Gesamtstrecke einer Sternzelle im Verlauf von drei
Stunden. Alle Trajektorien sind auf denselben Startpunkt normiert. Die Radius der Kreise steht
jeweils fiir die im Mittel erreichte Translokation zwischen Start- und Endpunkt der Sternzellen,
diese betrug unter allen Bedingungen ca. 50 um. Der Vergleich der Trajektorien mit der
Translokation (D) liefert Informationen zur Direktionalitit der Zellen: In griin dargestellt sind
die Gesamtstrecken zweier beispielhafter unbehandelter Zellen, in blau die der behandelten.
Die gestrichelten Pfeile markieren den Weg, der als Translokation beschrieben wird. Es wird
deutlich, dass die unbehandelten Zellen deutlich weniger vom direkten Weg abweichen als die
stimulierten Zellen, sie migrieren geradliniger. In E ist die statistische Auswertung dargestellt.

n > 20 Zellen je Bedingung bei > 4 Experimenten.
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ZellgroBe und Morphologie

Die Fldache der Sternzellen unterschied sich zwischen den verschiedenen Versuchs-
bedingungen nicht signifikant (Abb. 16 A). Auch eine Verdnderung der Zell-Morpho-
logie konnte nicht beobachtet werden: Unter allen Versuchsbedingungen wurde anhand
Umfang und Flache der Zellen im Mittel ein Strukturindex um 0,5 errechnet, was
aussagt, dass die Zellen weder absolut rund sind noch ausschlieflich zu einer stark

dendritischen Morphologie tendieren (Abb 16 B).

1. Unstimuliert

B ........................................
4000 10 -
L
= 3000 x 0.8 7
[
£ ]
= 0,6 - .
@ 2000 E .
u_‘é 504 1
TS -
1000 (7))
0,2 A
0 0
Unstimuliert Panc-U Colo-U Unstimuliert Panc-U  Colo-U

Abb. 16: ZellgroBe und Morphologie der Sternzellen. A: Die Abbildung zeigt exemplarisch eine
unbehandelte (hellgriin), eine mit Panc-1-Uberstand (hellblau) und eine mit Colo-357-Uberstand
(dunkelblau) vorbehandelte Pankreas-Sternzelle in der Aufsicht. Die ZellgroBe betréagt 3289 um?
(1), 3320 um? (2) bzw. 3571 pm? (3). Die Zellen sind weder kreisrund noch bilden sie sehr viele
Zellauslaufer. B: Die in A erkennbare GréBe und zweidimensionale Morphologie ist typisch fiir
Pankreas-Sternzellen, die Fldche unstimulierter Zellen betrdgt im Mittel 3193 pum?, der
Strukturindex liegt bei Werten um 0,5. Ein signifikantes Abweichen von dieser Grofle und
Morphologie nach Vorbehandlung mit Panc-1- bzw. Colo-357-Uberstand wurde nicht fest-
gestellt. n > 20 Zellen je Bedingung bei > 4 Experimenten.
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3.4.2 Migration unbehandelter und stimulierter Pankreas-Sternzellen unter Zugabe des

Kca3.1-Kanalblockers TRAM-34

Die Blockade des zuvor nachgewiesene Kca3.1-Kanals mittels TRAM-34 sollte in
dieser Versuchsreihe Auskunft iiber dessen Einfluss auf das Migrationsverhalten der

Sternzellen liefern.

Geschwindigkeit

Zunichst wurde ein Einfluss des Dimethylsulfoxid (DMSO), in dem der Hemmstoff
TRAM-34 gelost wurde, durch vergleichende Migrationsversuche ausgeschlossen: Die
mit DMSO versetzten Zellen migrierten weder schneller, noch langsamer als die
Kontrollzellen (Abb. 17).

In Folge wurde den unstimulierten Zellen TRAM-34 zugefiigt, ein signifikanter Effekt
dessen konnte nicht beobachtet werden, die Inaktivierung des Kca3.1-Kanals machte die
Zellen nur unwesentlich langsamer (Geschwindigkeitsminderung um ca. 3%).

Der Geschwindigkeitsanstieg der Sternzellen unter Panc-1-Uberstand wurde durch
Zugabe von TRAM-34 unterdriickt: Anstatt der erreichten Geschwindigkeit von 0,69 +
0,07 um/min ohne TRAM-34 erreichten die Zellen mit TRAM-34 nur 0,45 + 0,04 pm/
min, was der Geschwindigkeit der unstimulierten Zellen entspricht.

Die Colo-357-Stimulation rief wie in vorherigen Versuchen die stirkste Geschwindig-
keitszunahme hervor, die Zellen waren mit einer mittleren Geschwindigkeit von 0,98 +
0,09 um/min mehr als doppelt so schnell wie die unbehandelten Zellen. Die Blockade
des Kca3.1-Kanals durch TRAM-34 hob zwar diese Geschwindigkeitszunahme nicht
ginzlich auf, jedoch war der Anstieg weitaus weniger ausgeprigt als ohne TRAM-34-
Zugabe (mit TRAM-34: 62% schneller als die unstimulierten Kontrollzellen vs. ohne
TRAM-34: 117% schneller als die unstimulierten Kontrollzellen).
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Abb. 17: Geschwindigkeiten der Sternzellen, Einfluss des Hemmstoffes TRAM-34. Das
Losungsmittel DMSO hat keinen Einfluss auf die Bewegung der unstimulierten Zellen, der
Blocker TRAM-34 ebenfalls nicht (griin). Nach Vorbehandlung mit dem Panc-1-Uberstand
(hellblau) migrieren die Sternzellen schneller. Der Einfluss des TRAM-34 ist sehr deutlich, die
Geschwindigkeit nimmt signifikant bis auf die Werte der unstimulierten Zellen ab. Die mit
Colo-357-Uberstand vorbehandelten Sternzellen (dunkelblau) zeigen dasselbe: Der Uberstand
stimuliert die Zellen zur Migration, die Blockade des Kc.3.1-Kanals mindert diesen Effekt.

n=20 Zellen je Bedingung aus > 3 Experimenten.

Gesamtstrecke und Translokation

Zwischen den unstimulierten Zellen mit und jenen ohne TRAM-34-Zusatz wurden
keine signifikanten Unterschiede in den zuriickgelegten Gesamtstrecken gemessen, sie
bewegten sich in drei Stunden wie in der vorherigen Versuchsreihe im Mittel ca. 100
um (Abb. 18).

Der stimulierende Effekt des Pankreaskarzinomzell-Uberstands wurde in dieser
Versuchsreihe reproduziert: unter Vorbehandlung wurde gemittelt eine um 45 pm
(Panc-1) bzw. 100 pm (Colo-357) lingere Gesamtstrecke als bei den unstimulierten
Zellen gemessen (Abb. 19). Unter TRAM-34-Zugabe wurde die Streckenzunahme
hingegen nicht mehr gleichermaBBen erreicht: Unter Colo-357-Einfluss inklusive

TRAM-34-Zusatz war die Gesamtstrecke im Vergleich zu den unstimulierten Zellen nur
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noch 42 um linger (ohne TRAM-34: 100 pm linger). Die mit Panc-1-Uberstand
stimulierten Zellen kamen unter der Blockade gar nicht mehr signifikant weiter voran
(zuriickgelegte Strecke im Mittel: 95,0 + 7,2 pum). Die Ergebnisse der Strecken-
messungen stehen in logischer Korrelation mit den Ergebnissen der Geschwindig-
keitsmessungen (die Zugabe von TRAM-34 fiihrte unter stimulierten Bedingungen zu
einer Abnahme der Geschwindigkeit, einhergehend mit einer Verminderung der
zurlickgelegten Strecke).

Die Translokation unterschied sich nicht signifikant zwischen den unstimulierten und
den mit Panc-1-Uberstand stimulierten Zellen: Sowohl mit als auch ohne TRAM-34-
Zugabe verschoben sich die Zellen entlang eines Vektors der Linge von ca. 50 pm. Dies
ist deutlich kiirzer, als die tatsdchlich zuriickgelegte Strecke, was in Bezug auf die
Direktionalitit bedeutet, dass die Zellen vom direkten Weg zwischen Start- und
Endpunkt stark abgewichen sind.

Die Translokation der mit Colo-357-Uberstand stimulierten Zellen war deutlich weiter
als unter den {iibrigen Bedingungen (110,7 = 16,1 um), korrelierend mit der héheren
Geschwindigkeit und der ldngeren Gesamtstrecke. Unter TRAM-34 war die
stimulatorische Eigenschaft des Colo-357-Uberstands nicht zu beobachten. Die
beschriebene Erhohung der Gesamtstrecke unter Stimulation mit Karzinomzell-
Uberstand und deren Unterdriickung durch die Blockade des Kca3.1-Kanals durch
TRAM-34 werden durch die Darstellung der einzelnen Trajektorien zu den jeweiligen
Bedingungen sehr deutlich (Abb.17).

Das Verhiltnis zwischen Translokation und Gesamtstrecke ldsst sich mit Hilfe des
Direktionalitatskoeffizienten rechnerisch darstellen: Ist die Entfernung zwischen Start-
und Endpunkt T gleich der insgesamt zuriickgelegten Strecke G, ist die Zelle ohne
Abweichung vom direkten Weg migriert: T:G= 1. Je starker die insgesamt zuriickgelegte
Strecke vom direkten Weg abweicht, desto kleiner wird der Direktionalitdtskoeffizient
(T:G<1). Unter TRAM-34 nimmt der Direktionalititskoeffizient der Sternzellen ab
(Unstimuliert T:G= 0,43 £+ 0,05 ohne vs. 0,32 + 0,04 mit TRAM-34; stimuliert: T:G=
0,63 = 0,10 ohne vs. 0,47 + 0,05 mit TRAM-34). TRAM-34 reduziert also durch die

Blockade des Kca3.1-Kanals die Direktionalitdt der Sternzellen, sie scheinen punktuell
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»festgeklebt® und drehen sich um die eigene Achse, anstatt sich geradlinig

fortzubewegen.
A DMSO B TRAM-34
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T

100 I 3100 4
£ 5
2 80 S 80 -
2 X
S 60 % 60
= c T
40 g 40 L .

20 20 A

0 0
- DMSO TRAM-34 - DMSO TRAM-34

Abb. 18: Gesamtstrecke und Translokation der unstimulierten Sternzellen. A zeigt die
zuriickgelegten Gesamtstrecken der Sternzellen unter DMSO-Einfluss, den Zellen in B wurde
der Hemmstoff des Kca3.1-Kanals TRAM-34, gelost in DMSO, zugefiigt. Der Radius der
Kreise markiert jeweils die gemittelte Translokation der Zellen. In C ist die statistische Aus-
wertung der Translokation und der Gesamtstrecke unter den verschiedenen Bedingungen

aufgefiihrt, signifikante Unterschiede wurden nicht festgestellt. n=20 Zellen je Bedingung aus
> 3 Experimenten.
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A Panc-1-Uberstand + TRAM-34
o Y
B Colo-357-Uberstand + TRAM-34

C
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Abb. 19: Strecke und Translokation der stimulierten Sternzellen, Einfluss von TRAM-34. Unter A
sind links die zuriickgelegten Wege der Panc-1-stimulierten migrierenden Sternzellen zu sehen
(+DMSO). Rechts sind die Wege der Sternzellen, ebenfalls unter Panc-1-Uberstand, und mit Zugabe
von TRAM-34 (T-34) abgebildet. Der Unterschied ist eindeutig, die zuriickgelegte Strecke ist unter
TRAM-34-Einfluss deutlich reduziert. Die links unten (B) sehr weit laufenden Zellen stehen unter
Einfluss von Colo-357-Uberstand und DMSO. Rechts davon sind die Wege ebenfalls unter
Colo-357-Uberstand migrierender Zellen dargestellt, hier jedoch unter Zugabe von TRAM-34,
wodurch die Wegstrecke im Mittel stark gemindert ist. Der Radius der Kreise steht jeweils fiir die
Translokation, die unter TRAM-34-Zugabe verringert ist. Unter C ist die statistische Auswertung der
Ergebnisse dargestellt. n=20 Zellen je Bedingung aus > 3 Experimenten.
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4. Diskussion

4.1 Einleitung

Dem Calcium-abhédngigen Kalium-Kanal Kc.3.1 werden in der Literatur vielfdltige
Funktionen zugeschrieben, so zum Beispiel ein Einfluss auf den Calcium-Haushalt und
den damit verbundenen intrazelluldren Prozessen %0, Des weiteren wird sein Mitwirken
an den Vorgiangen der Migration beschrieben 7°.

Ziel der Arbeit war es, erstmals die Expression und die Funktion des Kca3.1- Kanals in

immortalisierten Pankreas-Sternzellen zu untersuchen. Es wurden

1. Western-Blot-, Immunfluoreszenz- und Patch-Clamp-Analysen zur Untersuchung der
Expression und Aktivitét des Kanals, sowie
2. intrazelluldre Calcium-Messungen und Migrationsexperimente zur funktionellen

Untersuchung des Kanals durchgefiihrt.

Pankreas-Sternzellen stehen in einem engem Zusammenhang mit Pankreaskarzinom-
zellen: Uber die Sekretion von Mediatoren stimulieren die beiden Zelltypen unter
anderem die gegenseitige Migration 7. In allen Versuchsreihen wurde der Einfluss von
Pankreaskarzinomzellen untersucht. Durch das Zusammenbringen der Sternzellen mit
Karzinomzelliiberstand sollten mogliche Effekte reproduziert werden. Um stets ein
,Zufallsergebnis® auszuschlieBen wurden in allen Versuchsreihen parallel zwei
unterschiedliche Karzinomzell-Linien verwendet. Da sich Sternzellen in vitro nach
einiger Zeit selbst aktivieren, wurde streng darauf geachtet, dass die Sternzellen

maximal nur bis zur siebten Passage verwendet wurden.

4.2 Untersuchung der Expression und Aktivitat des Kca3.1-Kanals

Mittels Western-Blot-Analyse wurde die Expression des Kca3.1-Kanals untersucht. In
unstimulierten Zellen wurde eine deutliche Bande auf Hohe des erwarteten
Molekulargewichts sichtbar. Die mehrfache Reproduktion unter variierendem Einsatz

der Antikorper-Menge prézisierte die Aussagekraft der Western-Blots.
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Untersuchungen der Kanalexpression wurden auch in mit Karzinomzell-Uberstand-
stimulierten Zellen durchgefiihrt. Um einen direkten Vergleich mit den unbehandelten
Zellen machen zu koénnen, wurde bereits bei der Lysatherstellung auf die gleichen
Vorbedingungen geachtet: Eine Sternzell-Kolonie wurde gesplittet und auf drei
verschiedene Zellkulturschalen verteilt. Jeder Schale wurde das spezifische Medium
hinzugefiigt und nach der Wachstumszeit wurden aus allen drei Kulturen zum gleichen
Zeitpunkt Protein-Lysate angefertigt. Um zu verifizieren, dass die Ergebnisse nicht
bedingt durch feine Unterschiede in der Auftragsmenge verfialscht wurden, wurde jeder
Versuch auch gegen ein sog. Housekeeping-Gen (ein Gen, dass unter allen Bedingungen
gleichmédBig exprimiert wird), durchgefiihrt. Dadurch lieen sich die Proteinmengen
vergleichend abschitzen. Die Versuche ergaben eine klare Expression des Kca3.1-
Kanals unter allen Bedingungen, eine verstirkte Expression unter Stimulation lie3 sich
jedoch auf diesem Wege nicht zeigen.

Durch die Western-Blot-Analysen wurde erstmals der Kca3.1-Kanal in den Sternzellen
nachgewiesen, wodurch die Grundlage fiir dessen genaue funktionelle Charakteri-
sierung in den Sternzellen geschaffen wurde. Interessant wére, ob eine ,,Verfeinerung*
der Versuchsbedingungen durch Stimulation mit einem speziellen Mediator der
Karzinomzellen anstelle des gesamten Uberstandes eine verstirkte Expression des
Kanals ergeben wiirde. So hat beispielsweise die Stimulation von glatten Muskelzellen
mit TGF-B eine erhohte Expression des Kca3.1-Kanals zur Folge ¥ - vielleicht hat dieser
von den Pankreaskarzinomzellen ebenfalls sezernierte Wachstumsfaktor durch direkte

Stimulation der Sternzellen den selben Effekt.

Die Immunfluoreszenz-Versuche dienten ebenfalls dem Expressions-Nachweis des
Kca3.1-Kanals. Die Idee war, die Expression auf verschieden Wegen zu belegen, um
eine mehrfach gesicherte Aussage treffen zu konnen. Die Darstellung des Kanals gelang
in allen Versuchsreihen. So konnte man zusammen mit den Ergebnissen der Western-
Blot-Analysen die Expression des Kanals sicher bestdtigen. Dariiber hinaus bieten die
Ergebnisse eine Einschidtzung der Lokalisation des Kanals, was fiir zukiinftige Versuche
von Vorteil sein kann: So konnen Kolokalisationen zu anderen lonenkanilen oder

Bestandteilen der Membran erforscht werden. SchlieBlich kann es vielleicht irgendwann
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gelingen, die Membran der Sternzellen in Zusammensetzung und lokalem Verteilungs-
muster zu charakterisieren.

Die Patch-Clamp-Analyse diente nach vorhergegangenem Expressions-Nachweis durch
Western Blot und Immunfluoreszenz nun der funktionellen Untersuchung des Kca3.1-
Kanals. Durch die etablierten Aktivatoren und Blocker 1-EBIO und Clotrimazol und die
durch sie hervorgerufenen Verschiebungen der Umkehrpotenziale der Strom-
Spannungs-Kurven konnte das Vorhandensein aktiver Kca3.1-Kanédle in der Plasma-

membran der Sternzellen sicher belegt werden.

4.3 Calcium-Messungen

Basierend auf der funktionellen Expression des Kca3.1-Kanals konnten nun
Untersuchungen zu seiner Funktion in den Sternzellen durchgefiihrt werden. In den
Versuchsreihen sollte getestet werden, ob der Kanal Einfluss auf den Calcium-Haushalt
der Sternzellen nimmt. Die gewéhlte Methode hatte sich zuvor in vielen Projekten im
eigenen Institut und dariiber hinaus bewahrt 6 30 34 Vor allem aber sollte auch der
Einfluss der Zellstimulation durch den Karzinomzelliiberstand auf die Aktivitit des
Kanals untersucht werden. Die Ergebnisse der ersten Versuchsreihe zeigten erstmals
Unterschiede zwischen Kontroll- und stimulierten Zellen: Es konnte gezeigt werden,
dass die intrazelluldre Calcium-Konzentration in den stimulierten Zellen deutlich hoher

war als in den unbehandelten Zellen. Der Literatur kann entnommen werden, dass

1. die intrazelluldre Calcium-Konzentration in aktivierten Sternzellen im Vergleich zu

ruhenden Sternzellen in erh6hter Konzentration gemessen worden ist 199,

2. unter Einfluss der Wachstumsfaktoren EGF und TGF-B die intrazelluldre Calcium-

Konzentration in vielen Zellen ansteigt 377,
Dies lasst schlussfolgern, dass

1. die durch Karzinomzell-Uberstand stimulierten Zellen hohergradig aktiviert waren,

als die unstimulierten Zellen, was z.B. auf die Wachstumsfaktoren PDGF, TGF-f3 und
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FGF-2, die allesamt von den Karzinomzellen sezerniert werden, zuriickzufiihren sein
konnte ©°.

2. die beiden von Pankreaskarzinomzellen nachweislich ¢° 197 sezernierten Wachstums-
faktoren EGF und TGF-B den beschriebenen Effekt des konditionierten Mediums auf

die Sternzellen induziert haben konnten.

Durch die Reaktion auf die Blockade des Kca3.1-Kanals konnte dessen Einfluss
besonders in den aktivierten Sternzellen gezeigt werden: TRAM-34 wirkte sich auf
diese Zellen sehr viel deutlicher aus als auf unstimulierte Sternzellen, es kam zu einem
Absinken der intrazelluldren Calcium-Konzentration. Diese Beobachtung kann damit
erklart werden, dass die Blockade des Kca3.1-Kanals eine Depolarisation des
Membranpotenzials bewirkt. Dadurch reduziert sich die elektrochemische Triebkraft fiir
den Calcium-Einstrom (z.B. durch TRP-Kanile), resultierend in einer erniedrigten
Calcium-Konzentration im Intrazelluldrraum 2°. Die Tatsache, dass dieser Effekt nur in
den aktivierten Sternzellen beobachtet wurde, zeigt, dass Mediatoren im konditionierten
Medium Einfluss auf den Kca3.1-Kanal genommen haben miissen (z.B. indirekt,

Rezeptor-vermittelt, s.u.).

Viele vorangegangene Untersuchungen beschreiben den aktivierenden Effekt der
Pankreaskarzinomzellen auf das Verhalten der Sternzellen ° . Ein Einfluss auf
Ionenkanéle wurde bislang aber nicht untersucht. Die Ergebnisse zeigen also erstmals,
dass die Karzinomzellen offenbar auch auf die Ionenkanile der Sternzellen wirken
konnen. Eine weiterfiihrende Frage wire nun, iber welchen Mechanismus die von den
Karzinomzellen sezernierten Stoffe auf den Kca3.1-Kanal wirken. In der Literatur sind
verschiedene modulierende Mechanismen in anderen Zelltypen beschrieben !2:

Modulation durch

1. direktes Binden von Calcium an Calmodulin und dessen Interaktion mit dem C-
Terminus des Kanals. Die Erhohung der intrazelluldren Calcium-Konzentration durch
die Mediatoren der Karzinomzellen wurde gezeigt, so kann man vermuten, dass die
Mediatoren via Calmodulin die Aktivitit des Kc,3.1-Kanals stimulieren. Offen bleibt,

ob der Calcium-Anstieg durch Einstrom aus dem Extrazellularraum oder aus
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intrazelluldren Speichern (z.B. aus dem endoplasmatischen Retikulum oder dem

Zellkern) bedingt ist.

2. Forderung der Kanal-Transkription: Die Transkriptionsfaktoren AP-1 und REST
wirken fordernd bzw. hemmend auf die Expression des Kca3.1-Kanals (MAP-Kinase-
Signalweg). Ein Expressions-Unterschied durch den Karzinomzell-Uberstand konnte
in unseren Versuchen nicht gezeigt werden, was entweder nahe legt, dass keiner der
enthaltenden Mediatoren auf die Transkriptionsfaktoren wirkte, oder aber, dass die
Dauer der Stimulation zu kurz war.

3. Kinase-Aktivitdt: Durch direkte Phosphorylierung der alpha-Untereinheit des Kanals
kann beispielsweise die Nukleotid-Diphosphat-Kinase NDPK die Kanalaktivitit
modulieren, indirekt wirkende Kinasen sind die Proteinkinase A und C (PKA, PKC)
und die Phophatidylinositol 3-Kinase (PI3K). Letztere wird beispielsweise durch den
Wachstumsfaktor PDGF aktiviert, dieser wird nachweisbar von den Pankreas-
karzinomzellen sezerniert. Auch der entsprechende Rezeptor des PDGF (PDGF-R)
wurde bereits in den Sternzellen nachgewiesen #78. So ergibt sich hier ein moglicher
Signalweg, iiber den der Karzinomzell-Uberstand die Aktivitit des Kca3.1-Kanals
moduliert haben konnte.

4. Einfluss auf den exozytotischen Einbau bzw. den endozytotischen Abbau des Kanals:

Moglicherweise hat einer der Mediatoren stimulatorisch auf den Kca3.1-Kanal-
Einbau in die Membran gewirkt (oder den Abbau gehemmt) und dadurch die absolute
Zahl der Kanile erhoht, was ebenfalls die stirkere Aktivitdt unter Karzinomzell-

Uberstand erkldren konnte.

Die Hypothesen iiber die Modulationswege der Pankreaskarzinomzellen auf die
Aktivitdt des Kca3.1-Kanals in den Sternzellen konnten durch spezifischere Versuchs-
bedingungen konkretisiert werden. Beispielsweise konnte man das konditionierte
Medium durch einzelne Mediatoren ersetzen und deren Wirken auf intrazelluldre

Signalwege untersuchen.

Die Versuchsreihe unter Hochkalium-Losung stellte in Analogie zur Blockade des

Kca3.1-Kanals den Effekt der Membrandepolarisation auf den Calcium-Haushalt dar. So
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sollte, genau wie unter Blockade des Kanals, eine Membrandepolarisation durch
Erh6éhung der extrazelluliren Kalium-Konzentration ein Absinken der Calcium-
Konzentration zur Folge haben. Genau dies wurde durch die Zufuhr einer Hochkalium-
Losung unter allen drei Versuchsbedingungen gezeigt. Vor allem die schnelle Re-
versibilitdit verdeutlichte den direkten Einfluss des Kaliums. Die anschlieBende
Blockade des Kca3.1-Kanals mittels TRAM-34 reproduzierte den bereits beschriebenen

Effekt vor allem in den aktivierten Sternzellen.

4.4 Migrationsexperimente

Die nachgewiesene Expression des Kca3.1-Kanals in den Sternzellen gab Anlass, seinen
Einfluss auf deren migratorischen Eigenschaften zu untersuchen. Zuvor sollte jedoch
sichergestellt werden, dass der bereits in der Literatur beschriebene Einfluss der
Karzinomzellen auf die Migration der Sternzellen auch mit unseren Zellen reproduziert
werden kann. Die FErgebnisse waren eindeutig, die Uberstands-stimulierten Zellen
wanderten deutlich schneller und weiter. In der Literatur wird fiir diesen Effekt vor
allem der von den Tumorzellen sezernierte Wachstumsfaktor PDGF verantwortlich
gemacht 73. Uber den in den Sternzellen nachgewiesenen PDGF-Rezeptor 478 fiihrt er
intrazelluldr zur Aktivierung verschiedener Kinasen, z.B. der PI3-Kinase. Uber weitere
Signalwege wird schlielich die Serin/Threonin-Kinase Akt aktiviert, welche auf die
migratorischen Féhigkeiten der Sternzellen wirkt. Auch die ebenfalls iiber den PDGF/
PI3-Kinase-Signalweg aktivierte MAP-Kinasen ERK1/2 und p38 tragen zur Migration
der Sternzellen bei ©!.

Durch Migrations-Studien mit PDGF konnte {iber die intrazelluldren Signalwege hinaus
festgestellt werden, dass PDGF stark chemotaktisch wirkt 73. Unter unseren
Versuchsbedingungen war jedoch kein Chemokin-Gradient vorhanden, was die stark
ungerichtete Bewegung der Zellen erkldren konnte.

Die Variation der Matrices sollte unterschiedliche Umgebungsbedingungen der
Sternzellen nachstellen: Die physiologische Umgebung sollte durch Basalmembran-
dhnliche Komponenten nachempfunden werden, die patho-physiologische fibrotische

Umgebung durch eine desmoplastische Matrix. Offenbar erleichterte letztere die
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Migration der Zellen, sie kamen auch unstimuliert schneller voran, die fokalen Kontakte
konnten moglicherweise leichter gelost werden. Es ldsst sich deshalb vermuten, dass die
Migration der Sternzellen zum einen durch die Mediatoren der Karzinomzellen
erleichtert werden kann, zum anderen aber auch durch die von den aktivierten
Sternzellen selbst hervorgerufene desmoplastische Umgebung. Entscheidend an den
Vorversuchen war neben der Reproduktion der aus der Literatur bekannten Ergebnisse
mit ,,unseren” Zellen, dass Bedingungen herausgefunden wurden, unter denen die
Sternzellen gut zu untersuchen waren. So konnte eine gute Ausgangsbasis fiir die
folgende Versuchsreihe zum Kca3.1-Kanal geschaffen werden.

Die Versuchsreihe ergab, dass die Blockade des Kca3.1-Kanals mit TRAM-34 die
Migrationsgeschwindigkeiten der stimulierten Zellen minderte. Ein Effekt des Blockers
bei den unstimulierten Zellen war jedoch nicht zu verzeichnen. Die logische
Schlussfolgerung ist, dass der Kca3.1-Kanal an der Stimulation der Sternzell-Migration
durch den Karzinomzell-Uberstand beteiligt ist, denn durch seine Hemmung scheint der
stimulierende Effekt nicht mehr gegeben zu sein. Auf den Punkt gebracht bewirkt der
Karzinomzell-Uberstand einen gesteigerten Einfluss des Kca3.1-Kanals auf die
migratorischen Prozesse der Sternzellen. Wieder ist die Frage, welcher Mechanismus
dieser Erkenntnis zugrunde liegt.

Zunichst ist folgendes Zusammenspiel des Kca3.1-Kanals mit den Prozessen der

Migration festzuhalten:

1. Die Retraktion des hinteren Zellteils wird durch die Volumenregulation mittels der
Kca3.1-Kanile unterstiitzt.

2. Die Kanéle haben Einfuss auf die intrazelluldre Calcium-Konzentration und damit
auf die von dieser abhdngigen migratorischen Prozesse (Aktinpolymerisation;
Ausbildung fokaler Kontakte) 7.

3. Sie interagieren mit direkt an der Migration beteiligten Modulatoren (z.B. Integrine,

FAK, Cortactin) 7.

Der letzte Punkt ist vor allem mit der Beobachtung zusammenzufiihren, dass unter
Blockade des Kanals mit TRAM-34 die Direktionalitit der Sternzellen abnimmt: Durch

die verminderte Kca3.1-Kanal-Aktivitdt ist der Anstieg der intrazelluldren Calcium-
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Konzentration im Zuge der Migration vermindert. Die Calcium-getriggerte Losung von
Zell-Matrix-Kontakten am Hinterende ist beeintrachtigt, und die Zelle kann ihr
Hinterende nicht 16sen 7. Dadurch bedingt ist nicht nur die gesamte Fortbewegung
verlangsamt, sondern auch die geradeaus gerichtete Migration wird erschwert: Es bildet
sich moglicherweise ein Fixpunkt am Hinterende der Zelle, um den sich der vordere
Teil herumbewegt, bis der Zelle schlieBlich die Deadhésion gelingt.

Ebenso konnte die durch TRAM-34 gehemmte Wirksamkeit von Chemokinen die
Direktionalitit der Zellen vermindern: In den Sternzellen wurde beispielsweise der
Chemokin-Rezeptor EGF-R nachgewiesen, dessen Ligand EGF (von den Pankreas-
karzinomzellen sezerniert!) tiber den PI3K-Signalweg die Kca3.1-Kanéle aktivieren
kann. Durch TRAM-34 kann diese Wirkung blockiert werden, und die Chemokin-

induzierte direktionale Migration wird erschwert 12318791,

Der Beitrag zu den unter 1.-3. beschriebenen Prozessen der Migration nimmt vermutlich
durch Stimulation der Kca3.1-Kanéle zu. Die moglicherweise durch den Karzinom-
zelliiberstand bedingten modulatorischen Mechanismen wurden bereits erldutert und
lassen sich auf die Migrationsversuche ilibertragen: Steigt die Expression bzw. Aktivitét

der Kanile, wird folglich auch ihr Beitrag zu den Prozessen der Migration hdher.

Als ein moglicher Modulator konnte erneut der Wachstumsfaktor PDGF in Frage
kommen: Bezogen auf den Kc.3.1-Kanal konnte an GefaBmuskelzellen gezeigt werden,
dass die Migrations-stimulierende Eigenschaft von PDGF unter Hemmung des Kanals
aufgehoben wird. Vermittelt iber den MAP-Kinase-Signalweg wird der Kc.3.1-Kanal
moduliert, und es werden dadurch migratorische Prozesse erleichtert 8! 98 99 Ahnlich
dieses Modulationsweges konnten vermutlich weitere Wachstums-faktoren, z.B. FGF-2
auf die Kca3.1-Kanéle der Sternzellen wirken 4* %%, Natiirlich konnen es auch viele
weitere im Karzinomzelliiberstand vorhandene Mediatoren sein, die modulierend auf
die Kca3.1-Kanédle wirken und dadurch bedingt die beobachteten Effekt hervorrufen.
Dies gilt es, genauer zu untersuchen, um die Interaktion zwischen Pankreassternzellen

und Karzinomzellen in Bezug auf den Kca.3.1-Kanal weiter zu spezifizieren.
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In Abbildung 18 sind die beschriebenen Wege der moglichen Modulation des Kca3.1-
Kanals sowie sein Wirken auf die Migration der Sternzellen schematisch zusammen-

gefasst.

A B

Abb. 18: Der Kca3.1-Kanal in den Pankreas-Sternzellen (modifiziert nach Schwab et al.
2012 & Franciolini et al. 2012). A: Modulationsméglichkeiten des Kc.3.1-Kanals. Der
Kca3.1-Kanal kann moduliert werden durch 1. das Binden von Calcium an Calmodulin (C)
und dessen direkte Interaktion mit dem Kanal, 2. durch Einfluss auf die Transkription iiber
den MAP-Kinase-Signalweg, der wiederum u.A. durch Wachstumsfaktoren (W) aktiviert
wird, 3. durch Aktivitdt verschiedener Kinasen (K), z.B. PKA, PKC & PI3K, die ebenfalls
durch Wachstumsfaktoren aktiviert werden konnen, 4. durch Einfluss auf den
exozytotischen Einbau bzw. den endozytotischen Abbau des Kanals. B Einfluss des Kanals
auf die Migration: Im Zuge der migratorischen Prozesse der Sternzellen im vorderen
Zellteil wird die Zellmembran im hinteren Zellteil unter Spannung gesetzt, was zur Offnung
mechanosensitiver Ca>*-Kanéle (griin) und dadurch bedingten Ca?*-Einstrom fiihren kann
(a). Die nun lokal erhohte [Ca?*]i (b) aktiviert Kca3.1-Kanéle (rot) im hinteren Zellteil, es
kommt zum Ausstrom von K* und osmotisch bedingt auch von H>O (c). Der dadurch
bedingte Volumenverlust im hinteren Zellteil unterstiitzt dessen Retraktion. Die ebenfalls
durch den K*-Ausstrom bedingte Hyperpolaristion der Zellmembran fithrt zu weiterem
Einstrom von Ca?" (d), der resultierende weitere Anstieg der [Ca”"]; wirkt ebenfalls fordernd
auf die Migration.
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4.5 Ergebnisse im Zusammenhang

Die Sternzellen konnten durch die durchgefiihrten Versuche erstmals hinsichtlich ihrer
Expression von lonenkanélen charakterisiert werden. Zudem konnte der nachgewiesene
Kanal funktionell durch verschiedene Versuche eingeordnet werden. Vor allem die
Ergebnisse im Zusammenspiel mit den Karzinomzell-Uberstinden verdeutlichen aus
neuer Perspektive die Relevanz der Interaktion zwischen Pankreassternzellen und
Karzinomzellen. Deren gegenseitige Stimulation bedeutet schlielich immer indirekt ein
Vorantreiben der Karzinom-Progression, vor allem durch das Hervorrufen der
Desmoplasie und der Forderung der Tumorinvasion.

Auf die Ergebnisse der Arbeit bezogen kann man zusammenfassen, dass eine kleine
Basis fiir fortfiihrende Versuche auf diesem Gebiet geschaffen wurde. So wére es von
Bedeutung, in Zukunft herauszufinden, auf welchem Wege genau der Karzinomzell-
Uberstand iiber den Kca3.1-Kanal die Sternzell-Aktivierung beeinflusst. Und welcher
der vielen beschriebenen, von den Tumorzellen sezernierten Mediatoren liegt den
beobachteten Prozessen zugrunde? Eine direkte Stimulation mit den auf die Sternzellen
wirkenden Wachstumsfaktoren, z.B. EGF oder PDGF, konnte weitere Schliisse
beziiglich der Einfliisse von Pankreaskarzinomzellen auf die Sternzellmigration bringen.
Uber all dieses hinaus wire es von Nutzen, ein Tiermodell zu etablieren, um iiber
genetische Modifizierung den Kca3.1-Kanal auszuschalten und seine Funktionen auf
diesem Wege noch tiefer zu charakterisieren und die Interaktion von Stern- und
Tumorzellen weiter zu verstehen.

AbschlieBend kann im groben Zusammenhang gesagt werden, dass durch jede genauere
Erforschung dieses Zusammenspiels neue kleine Angriffspunkte fiir die Unterdriickung
der Tumor-Progression geschaffen werden konnen. Diese kdnnten eines Tages vielleicht

Fortschritte in Diagnose und Therapie des Pankreaskarzinoms ermdglichen.
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8. Anhang

Materialienliste

Name

Hersteller, Firmensitz

1-EBIO
Amino-Dihydro-Phthalazinedione (Luminol)
Ammonium persulfate (APS)

BCA Protein Assay Kit

CaCly

CaClz (wasserfrei)

Clotrimazol

Collagen Typ |

Collagen Typ III

Collagen Typ IV

Complete, Mini Protease Inhibitor Cocktail Tablets
Dimethylsulfoxid

Dulbecco‘s Modified Eagle Medium (DMEM)
EDTA (Ethylendiamintetraessigsaure)
EGTA

F-12

Fetal Calf Serum (FCS)

Fibronectin

Fura-2 AM

Glukose

Glycin

Goat- Anti Rabbit Alexa 488
Goat-Anti-Rabbit POD

HEPES

Ionomycin

KCl

Laminin L2020

Magic Mark XP Western Standard
Methanol

Mouse Anti-GAPDH

MgCl»

NaCl

Natrium-Deoxycholat

Sigma-Aldrich, Miinchen
Sigma-Aldrich, Miinchen
Thermo Scientific, Rockford
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Miinchen
Biochrom, Berlin

BD Bioscience, Heidelberg
Sigma-Aldrich, Miinchen
Roche, Basel

Merck, Darmstadt
GIBCO, Darmstadt
Serva, Heidelberg
Sigma-Aldrich

Gibco, Berlin

PAA, Pasching
Sigma-Aldrich, Miinchen
Invitrogen, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Serva, Heidelberg
Invitrogen, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Miinchen
Sigma-Aldrich, Miinchen
Sigma-Aldrich, Miinchen
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Miinchen
Invitrogen, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Dianova, Hamburg
Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt



8. Anhang

II

Name

Hersteller, Firmensitz

Nonidet P40

Phosphate Bufferede Saline (PBS)
Phosphonoformic ACID (PFA)
PhosStop

Rabbit Anti-KCNN4

Rotiphorese Gel A /Gel B

RPMI Medium 1640

SDS (Natriumdodecylsulfat)
SuperSignal Luminol Kit

Tetramethyldthylendiamin (TEMED)

Tram-34
Tris-HCL
Triton X
Trypsin-EDTA
Tween 20

Sigma-Aldrich, Miinchen
PAA, Pasching
Sigma-Aldrich, Miinchen
Roche, Basel
Sigma-Aldrich, Miinchen
Roth, Karlsruhe

Gibco, Berlin

Merck, Darmstadt

Thermo Scientific, Rockford
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Miinchen
Biochrom, Berlin

Roth, Karlsruhe



