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Zusammenfassung

Das Mammakarzinom ist die haufigste Tumorerkrankung der Frau und die zweithdufigste
Todesursache bei Krebserkrankungen. Wenngleich in den letzten Jahren Verbesserungen der
Morbiditdt und Mortalitét erreicht werden konnten, bleiben dennoch zahlreiche Herausforderungen
bestehen. Hierzu zéhlen unspezifische Therapieansidtze, welche hédufig schwerwiegende
Nebenwirkungen mit sich fiihren, ebenso wie heterogene Genmuster der Tumore sowie
interindividuelle genetische Unterschiede der  Patienten, die beispielsweise den
Arzneistoffmetabolismus betreffen. Daher ist die Identifizierung neuer Arzneistoffzielstrukturen ein
zentraler Aspekt der Tumorforschung. In den letzten Jahren wurde entdeckt, dass Kaliumkanéle in
Tumoren héufig iiberexprimiert werden und als sogenannte Onkokandle mafigeblich zur Malignitét
dieser Erkrankungen beitragen konnen. Daher wurde im Rahmen dieser Arbeit der Einfluss der
Calcium-aktivierten Kaliumkanile (K¢,) vom IK- und BK-Typ fiir die Entstehung und das Wachstum
des Mammakarzinoms in vitro und in vivo anhand von Brustkrebsmausmodellen (MMTV-PyMT und
MMTV-cNeu) untersucht. In diesen wird die Tumorigenese durch die MMTV-vermittelte
Amplifikation des polyoma virus middle T antigene bzw. der Rezeptortyrosinkinase neu ausgeldst.
Ausgehend von diesen Modellen wurden im Rahmen dieser Arbeit MMTV-PyMT bzw. MMTV-cNeu
WT, IK-KO bzw. BK-KO Tiere generiert und charakterisiert. Erfolgreich konnten Gewebeproben aus
diesen Tieren isoliert und daraus Primérzelllinien mit oder ohne Kanaldefizienz etabliert werden.

Sowohl IK als auch BK lassen sich auf mRNA- und Proteinebene in murinen Brusttumorgeweben aus
WT Tieren detektieren, nicht jedoch in entsprechenden KO Proben. Fiir IK-Kanéle konnte zudem eine
Uberexpression im  Brusttumorgewebe verglichen mit nicht-transformiertem  Brustepithel
nachgewiesen werden. Patch-Clamp-Analysen zeigten auBlerdem, dass MMTV-PyMT
Brusttumorzellen funktionale IK- und BK-Kanéle exprimieren und die entsprechenden Stréme durch
die pharmakologischen Inhibitoren TRAM-34 (IK) bzw. Paxilline (BK) blockierbar sind. Aulerdem
ist das Wachstum der murinen Brusttumorzellen in vitro von der IK- bzw. BK-Kanalaktivitét
abhédngig. So fiihrt eine Inhibition bzw. Ablation von IK zu einer signifikant verminderten
Wachstumsrate von MMTV-PyMT sowie MMTV-cNeu Brusttumorzellen. Auch die genetische
Ablation des BK-Kanals resultiert in einer signifikant reduzierten Wachstumsrate der MMTV-PyMT
Brusttumorzellen. Der Wachstumsphénotyp beruht wahrscheinlich auf einer IK- bzw. BK-abhéngigen
Regulation des Zellzyklus, denn die pharmakologische Inhibition bzw. genetische Ablation von IK
resultieren ebenso wie die BK-Kanaldefizienz in einer signifikanten Reduktion zellzyklusspezifischer
Marker. Damit {ibereinstimmend konnte durch die Behandlung mit TRAM-34 eine mutmaBlich IK-
abhingige Akkumulation der MMTV-PyMT Brusttumorzellen in der G1-Phase beobachtet werden.
AuBerdem ist bekannt, dass das Zellwachstum durch intrazelluldre Calciumsignale ([Ca® ) reguliert
wird. Interessanterweise war nach pharmakologischer Inhibition bzw. genetischer Ablation von IK in
beiden Brusttumorzellmodellen (MMTV-PyMT und MMTV-cNeu) eine signifikante Reduktion der
Ca2+-Signale zu beobachten. BK-Kanéle beeinflussen das Wachstum der Brusttumorzellen zudem
durch einen Eingriff in apoptotische Prozesse. So lassen sich in MMTV-PyMT BK-KO Zellen
signifikant mehr apoptotische Zellkerne nachweisen als in BK-WT Zellen. IK-Kanile greifen
hingegen nicht {iber eine Modulation apoptotischer Signalwege in das Wachstum muriner

Brusttumorzellen ein. Letztlich wurde auch die Sensitivitit der MMTV-PyMT Brusttumorzellen
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gegeniiber dem Zytostatikum Docetaxel in Abhdngigkeit des Kc,-Kanalstatus untersucht. Mit der
Kombination von Docetaxel (in niedriger Dosierung) und dem IK-Inhibitor TRAM-34 lieen sich
dabei signifikant bessere Antitumoreffekte erzielen als mit den jeweiligen Wirkstoff-
Einzelbehandlungen. Weder die genetische Ablation von IK noch die BK-Kanaldefizienz hatte jedoch
einen Einfluss auf die Docetaxel-abhéngige Wachstumshemmung.

Die in vitro Befunde wurden auBerdem durch in vivo Untersuchungen in tumortragenden
Ganztiermodellen unterstiitzt. Dabei konnte im MMTV-PyMT Mausmodell durch die genetische
Ablation des IK-Kanals weder ein Vorteil beziiglich des tumorfreien Uberlebens noch beziiglich des
Gesamtiiberlebens beobachtet werden. Im Gegensatz dazu war das tumorfreie Uberleben in
MMTV-PyMT BK-KO Tieren im Vergleich zu den WT Kontrolltieren signifikant verldngert, nicht
jedoch das Gesamtiiberleben. Durch die pharmakologische Inhibition von BK mit Paxilline konnten
weder das tumorfreie Uberleben noch das Gesamtiiberleben positiv beeinflusst werden. Dieses
Ergebnis ldsst eine unzureichende Kanalblockade durch Paxilline vermuten, was aber iiber die
pharmakokinetische Charakterisierung des Inhibitors ausgeschlossen werden kann. Die Auswirkung
der IK-Kanalablation fiir Brusttumorentstehung und Brusttumorwachstum wurde zudem in dem
MMTV-cNeu Mausmodell untersucht. Hier fithrte eine IK-Defizienz sowohl zu einer signifikanten
Verlingerung des tumorfreien Uberlebens als auch des Gesamtiiberlebens. Dariiber hinaus wurden in
FVB/N Tiere orthotop MMTV-PyMT WT, IK-KO bzw. BK-KO Brusttumorzellen transplantiert. In
diesem induzierten Modell ergab die Tumordetektion nach Transplantation der IK-KO bzw. BK-KO
Zellen eine signifikante Verldngerung des tumorfreien Uberlebens.

Die im Rahmen dieser Arbeit erhobenen Befunde zeigen, dass IK- und BK-Kanile in ihrer Funktion
als Onkokanile die Entstehung und das Wachstum muriner Brusttumorzellen und PyMT- sowie cNeu-
positive Brusttumoren beeinflussen. K¢,-Kanédle konnten demnach Arzneistoffzielstrukturen fiir
kiinftige Tumortherapie-Konzepte des Mammakarzinoms darstellen.

Einfluss der IK- bzw. BK-Kanalfunktion auf die murine Tumorigenese ir vivo

Die Pfeile geben eine Verldngerung des Untersuchungskriteriums an. Ein Pfeil nach oben indiziert eine
signifikante Verldangerung des Uberlebens des KO Tieres im Vergleich zur WT Kontrolle. Die Anzahl der Pfeile
reprasentiert das Signifikanzniveau. Ein waagrechter Pfeil indiziert, dass kein signifikanter Unterschied ermittelt
wurde. (IK: Calcium-aktivierter Kaliumkanal mit mittlerer Leitfdhigkeit; KO: Knockout; BK: Calcium-

aktivierter Kaliumkanal mit hoher Leitfadhigkeit; MMTV: Mausmammatumorvirus; PyMT: polyoma virus middle
T antigene)

MMTV-PyMT MMTV-cNeu | Allotransplantation
Tumorfreies Uberleben > AN N
Gesamtiiberleben -> AN -
Progression 4 ) -
Tumorfreies Uberleben N - )
BK-KO Gesamtiiberleben 4 - -
Progression 4 - -
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(A) IK-Kanile regulieren den Zellzyklus muriner Brusttumorzellen am G1/S-Ubergang iiber die Verdnderung
intrazelluldrer Calcium-Signale. (B) Die IK- bzw. BK-Kanalaktivitit ist eine wichtige Determinante der
Proliferation muriner Brusttumorzellen, indem sie die Expression spezifischer Zellzyklusmarker regulieren. (C)
IK-Kanéle koordinieren das Wachstum muriner Brusttumorzellen iiber die Modulation intrazelluldrer Calcium-
Signale. (D) Durch die pharmakologische Inhibition des IK-Kanals mit TRAM-34 kann die Sensitivitdt muriner
Brusttumorzellen gegeniiber Docetaxel gesteigert werden. Genaueres im FlieBtext. (Pro: Prophase; Meta:
Metaphase; Ana: Anaphase; Telo: Telophase; IK: Calcium-aktivierter Kaliumkanal mit mittlerer Leitfahigkeit;
BK: Calcium-aktivierter Kaliumkanal mit hoher Leitfdhigkeit; Cyc D1: Cyclin D1; V,,: Membranpotential; ER:
Endoplasmatisches Retikulum; DT: Docetaxel; TRAM-34: Triarylmethan-34)






1 Einleitung

1.1 Das Mammakarzinom

Das Mammakarzinom wird nach der Internationalen statistischen Klassifikation der Krankheiten und
verwandter Gesundheitsprobleme (International Statistical Classification of Diseases and Related
Health Problems, ICD) als bosartige Neubildung der Brustdriise definiert.

1.1.1  Atiologie und Epidemiologie

In den Vereinigten Staaten werden im Jahr 2016 ca. 250 000 Neuerkrankungen an Brustkrebs bei
Frauen erwartet. In Deutschland wurden zuletzt knapp 70 000 Neuerkrankungen diagnostiziert.®
Damit stellt das Mammakarzinom die hdufigste Tumorerkrankung der Frau dar. Schitzungsweise
werden in den USA etwa 40 000 Frauen dieses Jahr aufgrund dieser Diagnose letztlich sterben.'
Insgesamt geht die Mortalitdt durch verbesserte Fritherkennung und gezieltere Therapieansitze in den
letzten Jahren allerdings etwas zuriick.' In der Regel sterben die Patientinnen nicht am eigentlichen
Primirtumor, sondern aufgrund der daraus resultierenden Metastasen,”’ die insbesondere in
benachbarten Lymphknoten sowie Knochen, Lunge und Leber, aber auch Gehirn, Gastrointestinaltrakt

und Nebenniere auftreten.”

Zwar konnten in den letzten Jahren auch bei fortgeschrittenen
Brustkrebserkrankungen Verbesserungen beziiglich Morbiditit und Mortalitit erzielt werden,”’
allerdings bleiben metastasierende Tumore eine der grofiten Herausforderung der heutigen
Krebsforschung.”'

Gewisse exogene und endogene Faktoren konnen das Risiko fiir ein Mammakarzinom erhéhen.
Entscheidend sind zum Beispiel das Alter, der Lebensort, das Alter bei Menarche und Menopause
sowie der ersten Schwangerschaft, physische Aktivitit und damit verbunden Ubergewicht,
Strahlenexposition und die Einnahme von Hormonen. Wiahrend bei der Hormonersatztherapie ein
deutlich gesteigertes Risiko nachgewiesen wurde, steigt dieses unter Einnahme oraler Kontrazeptiva
nur geringﬁigig.11 Ca. 10% aller Brusttumore entstehen allerdings im Zusammenhang mit einer
positiven Familienanamnese, vor allem wenn bei direkten Verwandten bereits eine Erkrankung

diagnostiziert wurde.>*'>"

Wie viele Gene letztlich die Entstehung eines Mammakarzinoms
begiinstigen, ldsst sich auch aufgrund der Heterogenitit der Erkrankung zurzeit noch nicht sagen. Die
prominentesten Beispiele in diesem Zusammenhang sind Mutationen in den BReast CAncer-Genen
BRCAI und BRCA2.">" Bei etwa der Hilfte aller bisher bekannten familidr bedingten Fille ist eine

Verinderung dieser Gene fiir die Erkrankung verantwortlich.>

1.1.2  Klassifizierung und Therapie nach S3-Leitlinie

Brustkrebs stellt eine sehr heterogene Tumorentitit dar,’ weshalb verschiedene Subtypen in
Abhiéngigkeit einzelner Biomarker definiert werden. Die Bestimmung dieser Marker erfolgt mittels
immunhistologischer Firbungen entsprechender Biopsien (s. Tabelle 1.1). Die Klassifizierung ist
essentiell fiir eine addquate Therapie, an der sich auch die aktuell giiltige S3-Leitlinie (Stand Juni
2012) zur Behandlung des Mammakarzinoms orientiert. Sie gilt offiziell noch bis Juli 2017 und wird
zurzeit iiberarbeitet. In der vorliegenden Arbeit wird die noch giiltige Version als Referenz genutzt.15
Die Marker sind nicht nur préadikative, sondern auch prognostische Faktoren, da mit ihrer Hilfe ein
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signifikanter Vorhersagewert fiir das Eintreten einer pathologischen Komplettremission ermittelt
werden kann. Nur fiir den Proliferationsmarker Ki67 ist der Wert noch nicht ausreichend belegt. Daher
empfiehlt die aktuelle S3-Leitlinie, dass zur Subtypisierung als Entscheidungsgrundlage fiir die
systemische Therapie lediglich der Status von Estrogen- und Progesteronrezeptoren sowie von HER2
bestimmt werden soll. Weiterhin sollten vor Therapiebeginn das Alter, der Menopausenstatus und der
Tumorgrad bestimmt werden. Die Bestimmung des Tumorgrades erfolgt nach dem sogenannten TNM-
System (tumour/Tumor, node/Lymphknoten, metastasis/Metastasierung), anhand dessen Tumorgrdfie,
axilldrer Lymphknotenbefall und Fernmetastasen dokumentiert werden.'®

Prinzipiell stehen zur Behandlung der Mammakarzinomsubtypen verschiedene Therapieansétze zur
Verfiigung. In Abhéngigkeit des Tumorgrades ist eine Operation moglich, an die sich eine adjuvante
Strahlentherapie anschliet. Die Radiotherapie wird auch bei inoperablen Tumoren empfohlen und
kommt zudem in Kombination mit einer systemischen adjuvanten Therapie zum Einsatz. Zu dieser
zahlen neben der klassischen Chemotherapie auch die Anwendung endokrin wirkender Substanzen
sowie therapeutische Antikorper. Die gingigen Wirkstoffe sind in Tabelle 7.1 (Anhang) dargestellt.
StandardméBig sollte ein Taxan in Kombination mit einem Anthrazyklin unbedingt Bestandteil eines
Therapieschemas sein, da dadurch die hochsten Remissionsraten erreicht werden. Im Folgenden soll
nun auf die systemische adjuvante Therapie kurz eingegangen werden. Genaue Informationen konnen
der aktuell giiltigen S3-Leitlinie entnommen werden."” Bei Patientinnen mit ER- oder PR-positiven
Tumoren erfolgt eine endokrine Therapie in Abhéngigkeit des Menopausenstatus mit dem selektiven
Estrogenrezeptormodulator (SERM) Tamoxifen bzw. Aromatasehemmern der dritten Generation. Zur
Behandlung von Fernmetastasen werden zusidtzlich Analoga des Gonadotropin-Releasing-Hormons
(GnRH) eingesetzt.15

In ca. 20-30% aller Brusttumore ist der humane epidermale Wachstumsfaktorrezeptor 2 (human
epidermal growth factor receptor 2, HER2) iiberexprimiert.'” Diese Uberexpression fiihrt zu
aggressiven Brusttumoren mit schlechter Prognose: Betroffene Patientinnen haben ein signifikant

1819 Dies ist auch dadurch

hoheres Risiko fiir ein friiheres Rezidiv und eine verkiirzte Uberlebensrate.
bedingt, dass die Amplifikation von HER2 hiufig mit einer hoheren Wahrscheinlichkeit fiir
Metastasen in den benachbarten Lymphknoten einhergeht.*® Mittlerweile stehen mit Trastuzumab,
Pertuzumab und Lapatinib drei Arzneistoffe zur gezielten Behandlung des HER2-positiven
Mammakarzinoms zur Verfiigung. Trastuzumab ist ein humanisierter monoklonaler Antikdrper, der
sowohl in der Monotherapie als auch in einer Kombinationstherapie eingesetzt werden kann.?'?
Trastuzumab besteht aus zwei antigen-spezifischen Seiten, die an den luxtramembrananteil der
extrazelluliren Domine von HER2 binden.”> Dies verhindert beispielsweise die Dimerisierung des
Rezeptors, welche fiir die Aktivierung nétig ist (s. 1.3.2.1). Dartiber hinaus wird ein erhéhter Abbau
des Rezeptors iiber Endozytose oder eine Immunzellaktivierung ausgeldst. Sowohl die Inhibition der
Dimerisierung als auch der verstirke Abbau verhindern letztlich die Aktivierung der intrazelluldren
Tyrosinkinase und blockieren somit die onkogene Signaltransduktion (s.1.3.2).” Seit 2000 ist
Trastuzumab in der Europdischen Union zur Behandlung des metastasierten Mammakarzinoms
zugelassen, seit 2006 kann der Antikdrper auch bei nicht-metastasiertem Brustkrebs eingesetzt
werden. 2008 kam mit dem Tyrosinkinaseinhibitor Lapatinib eine niedermolekulare Struktur (small
molecule) auf den Markt, die neben HER2 auch den epidermalen Wachstumsfaktorrezeptor 1
(epidermal growth factor receptor 1, EGFR-1 oder ERB-Bl) blockiert.** Derzeit ist eine

Kombinationstherapie von Trastuzumab mit einer adjuvanten Chemotherapie bei HER2-positiven
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Brusttumoren Standard. Beim metastasiertem Mammakarzinom verlangern Trastuzumab und
Lapatinib sowohl in der Kombinationstherapie als auch in der Monotherapie die Uberlebenszeit."
Kiirzlich wurde mit Pertuzumab ein sogenannter HER2-Dimerisierungsinhibitor (s. 1.3.2.1) in
Kombination mit dem Therapiestandard Trastuzumab beim metastasierendem Mammakarzinom
zugelassen. Studien belegen, dass diese Kombination das Uberleben der HER2-positiven
Brustkrebspatientinnen weiter verbessert (CLEOPATRA-Studie).”

Tabelle 1.1 Klassifizierung des Mammakarzinoms

(Modifiziert nach'”'®) Der Rezeptorstatus und die Proliferationsmarker werden mittels immunhistochemischer
Farbungen von Tumorbiopsien iiberpriift. Der Therapieplan ist von der Expression der Biomarker abhéngig.
Genaueres im FlieStext. (ER: Estrogenrezeptor; PR: Progesteronrezeptor; HER2: Humaner epidermaler
Wachstumsfaktorrezeptor 2; FISH: Fluoreszenz-in-situ-Hybridsierung; CK: Cytokeratin; EGFR: Epidermaler
Wachstumsfaktorrezeptor; neg: negativ; pos: positiv; TNP: Dreifach-negativer Phénotyp/triple-negative

phenotype)

Subtyp ER PR HER2 CK5/6 EGFR Ki67
HercepTest'™
Kriterien | Z1%der | >1%der | ST S| gede Jede | >14%der
Tumornuklei | Tumornuklei 15 ) 8 10 Féarbung Féarbung | Tumornuklei
Luminal
A ER oder PR pos neg + + neg
Luminal
B ER oder PR pos neg + + pos
Luminal ER oder PR + + +
HER2 ode pos pos
HER2 neg neg pos + + +
Basal neg neg neg CK5/6 oder EGFR pos +
TNP neg neg neg neg neg +

1.1.3  Herausforderungen der Antitumortherapie und ,,Onkokaniile als neue
Arzneimittelzielstrukturen

In der Krebsforschung hat man trotz des hohen wirtschaftlichen und wissenschaftlichen Einsatzes
immer wieder mit neuen Herausforderungen zu kémpfen. Hierzu zdhlen unspezifische
Therapieansitze, welche hédufig schwerwiegende Nebenwirkungen mit sich fiihren, ebenso wie
heterogene Genmuster der Tumore sowie interindividuelle genetische Unterschiede der Patienten, die
beispielsweise den Arzneistoffmetabolismus betreffen. Daher ist die Identifizierung neuer
Arzneistoffzielstrukturen ein zentraler Aspekt der Tumorforschung.

Die zuvor erwéhnten positiven Ergebnisse der zielgerichteten Therapie mit monoklonalen Antikdrpern
(s.0.) verdeutlicht die Bedeutung dieser Therapiestrategie. Ein zentraler Bestandteil der heutigen
Tumorforschung ist es daher, weitere Zielstrukturen zu identifizieren, welche in Tumoren
iiberexprimiert werden und dadurch zur Malignitéit der Erkrankung beitragen. In den letzten Jahren hat
sich gezeigt, dass Tumorzellen hiufig eine abnormale Expression von Ionenkanilen aufweisen.**?’
Zumeist lisst sich eine Uberexpression dieser Onkokanile (Oncochannels) nachweisen, weswegen
ihnen ein hohes onkogenes Potential zugeschrieben wird.”® Innerhalb der grofen Ionenkanalfamilie

sind insbesondere Kaliumkanéle als mogliche Arzneistoffzielstrukturen von groBem Interesse, da sie
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die hochste Variabilitit beziiglich ihrer biochemischen Eigenschaften und ihrer Rolle bei Tumoren
besitzen. Daher wird angenommen, dass fiir Kaliumkanéle zielgerichtete und damit spezifische

2 Analog zur Uberpriifung des Rezeptorstatus konnte man den

Therapien entwickelt werden kénnen.
Behandlungsalgorithmus in Abhéngigkeit des Kanalstatus des Patienten optimieren.

Eine weitere  Herausforderung der Tumortherapie, welche die Erforschung neuer
Behandlungsstrategien unerldsslich macht, sind die schwerwiegenden Nebenwirkungen, die durch
Zytostatika und Strahlentherapie auftreten. AuBlerdem weisen Tumorzellen heterogene Genmuster
auf,* wovon auch die am Arzneimittelmetabolismus beteiligten Cytochrom-P-450-Enzyme
(CYP-Enzyme) betroffen sind. Ein fiir die Therapie des Mammakarzinoms relevantes Beispiel ist
CYP2D6, welches unter anderem die Umwandlung von Tamoxifen (s. Anhang Tabelle 7.1) in den
aktiven Metaboliten Endoxifen katalysiert.31 Die metabolische Aktivitit kann z.B. genetisch bedingt
durch sogenannte Einzelnukleotidpolymorphismen (SNP, single nucleotide polymorphism)
interindividuell variieren. Dadurch werden die Wirkspiegel von Endoxifen mafigeblich beeinflusst, so
dass fiir sogenannte Langsammetabolisierer (poor metaboliser) zu geringe Wirkspiegel erreicht
werden. Dies hat weitreichende Folgen fiir das Ansprechen auf die Therapie sowie das klinische

Ergebnis.**™*

Daher gibt es Forderungen nach einer Verbesserung der personalisierten Medizin. Dies
bedeutet etwa, im Vorfeld einer Therapie den CYP2D6-Status zu iiberpriifen und gegebenenfalls den
Therapieplan anzupassen, damit in allen Patientinnen ein ausreichender Antitumoreffekt erzielt wird.”
Auch fiir Kaliumkanile wird postuliert, dass ihre Aktivitdt durch SNPs verdndert wird und sie so das
Ansprechen auf die Behandlung beeinflussen konnen. Beispielsweise werden bestimmte Kaliumkanéle
in Brustkrebszellen von Tamoxifen aktiviert und beeinflussen so die Zellproliferation,36 weswegen
sich Variationen auf den Therapieerfolg auswirken konnten. Damit iibereinstimmend konnten in einer
Kollaboration unseres Arbeitskreises mit dem Institut fiir Klinische Pharmakologie (IKP) in Stuttgart
solche Variationen von Kaliumkanilen als sogenannte Brustkrebsrisiko-Loci identifiziert werden, die
sich insbesondere in HER2-positiven Tumoren finden lassen (s. Julia Baranski ,,Auswirkungen
genetischer Varianten von KCNMA1 und KCNN4 auf die Suszeptibilitit fiir Brustkrebs®,
Masterarbeit, 2012). Diese Befunde unterstreichen die Rolle der Kaliumkandle als sogenannte
Onkokanile sowie ihr Potential als Arzneistoffzielstrukturen der Antitumortherapie.

Brustkrebszellen sind auBerdem dazu in der Lage, Resistenzmechanismen gegen Chemotherapeutika

zZu entwickeln,”’38

was die Notwendigkeit einer intensivierten Erforschung der zugrundeliegenden
Resistenzmechanismen begriindet. Deren Verstdndnis wird zukiinftig bei der Entwicklung
wirksamer(er), d.h. zielgerichteter und mafigeschneiderter Therapieansitze, helfen. Auf diesem Gebiet
gibt es bereits erste Befunde, dass Kaliumkanidle zu Resistenzmechanismen von Tumorzellen
gegeniiber Chemotherapeutika beitragen. So ldsst sich durch die Inhibition sogenannter
human ether-a-go-go-related gene-Kaliumkanile (hERG-Kanéle) die Zytotoxizitidt von Arzneistoffen
erhohen, die standardméBig bei der Therapie der akuten lymphatischen Leukdmie (ALL) eingesetzt
werden.”

Kaliumkanile stellen also potentielle Arzneistoffzielstrukturen dar. Zum einen regulieren sie als
Onkokanile viele tumorspezifische Prozesse wie Proliferation und Metastasierung (s. 1.3.1). Zum
anderen konnten durch ihre Adressierung mit selektiven Modulatoren viele Herausforderungen der

Therapie von Tumoren und so auch des Mammakarzinoms iiberwunden werden.”***
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In den folgenden Kapiteln soll nun genauer beleuchtet werden, iiber welche Mechanismen
Kaliumkanile und dabei insbesondere die Subgruppe der Calcium-aktivierten Kaliumkanéle in die

Entstehung und Progression von Tumoren eingreifen.

1.2 Kaliumkanale

Ionenkanéle sind Proteine, die in der Lipidmembran von Zellen verankert sind und durch Poren und
einen ionischen Gradienten in der Lage sind, Influx und Efflux von Ionen in Zellen zu steuern. Neben
Chlorid-, Calcium- und Natriumkanélen gibt es Kaliumkanéle, welche die grofite und vielfdltigste
Ionenkanalgruppe darstellen. Sie iiben in zahlreichen physiologischen Prozessen wichtige Funktionen
aus: Durch die Regulation des Membranpotentials beeinflussen sie unter anderem die
Neurotransmitterfreisetzung, Insulinsekretion und Glattmuskelrelaxation. Daher werden sie mit
verschiedenen Erkrankungen wie Diabetes mellitus,” Epilepsie*' oder dem Long-QT-Syndrom*” in
Verbindung gebracht. Auch bei verschiedenen Tumorentititen konnten einige Kaliumkanile bereits
als wichtige Faktoren der Tumorigenese, Migration und Metastasierung identifiziert werden (s. 1.3.1).

Die Einteilung der Kaliumkanéle erfolgt nach verschiedenen Kriterien. Entscheidend sind die Anzahl
ihrer Transmembrandoménen (TM), ihre Aktivierung und pharmakologische Aspekte. Dabei ergeben
sich drei Hauptfamilien mit 2, 4 oder 6 TM, die jeweils nochmal in Untergruppen gegliedert werden.
Zur TM2-Familie gehoren die einwirtsgleichrichtenden Kaliumkanéle (inward rectifier potassium
channels, Kir) und ATP-abhingigen Kaliumkanéle (Karp). Zur TM4-Familie zdhlen die Kaliumkanile
mit zwei porenformenden Doménen (K,p), welche auch unter dem Begriff leak channels bekannt sind.
Die groBte Gruppe stellt die TM6-Familie dar, welche die spannungsabhingigen (Ky) und die

Ca2+-abhéingigen Kaliumkanile (Kc,) umfasst,***

1.2.1  Calcium-aktivierte Kaliumkanile (Kc,)

Ca’"-aktivierte Kaliumkanile zeigen eine breite Gewebedistribution. Sie finden sich in neuronalen und
nicht-neuronalen Geweben wie Glattmuskelzellen. Ihre Offnungswahrscheinlichkeit wird durch einen
Anstieg der intrazelluldren Calciumkonzentration [Ca®"]; erhoht, was durch den daraus resultierenden
Kaliumausstrom zu einer Hyperpolarisation des Membranpotentials fithrt.*’ Dies wiederum wirkt als
Feedback auf [Ca’’];, indem in erregbaren Zellen der Ca®"-Einstrom durch die Inaktivierung
spannungsabhingiger Calciumkanile wie dem L-Typ Calciumkanal vermindert wird.*® K¢, regulieren
demnach die Amplitude und Dauer der [Ca2+]i-Signale. Thre Aktivitdt ist somit fiir [Ca2+]i-abhéingige
Signalkaskaden entscheidend (s. auch 1.3.2)." Die Kanile bestehen aus vier porenformenden
a-Untereinheiten, die ihre Rolle in der Zellphysiologie teilweise gewebeabhingig gemeinsam mit
auxilidren Untereinheiten erfiillen. Die Zusammensetzung der Proteinkomplexe ist Kennzeichen der
groBen Variabilitit der Kanile und bestimmt letztlich ihre Eigenschaften und Funktionen.””* Die
Klassifizierung der K¢, erfolgt nach ihrer Leitfdhigkeit in SK¢, (geringe Leitfdhigkeit, small
conductance), IKc, (mittlere Leitfdhigkeit, intermediate conductance) und BKc, (hohe Leitfdhigkeit,
big conductance).*

SK-Kanidle sind durch die geringste Leitfdhigkeit von 4-20pS charakterisiert. Sie sind
spannungsunabhingig, aber sensitiver fiir Ca’*-Signale als BK-Kanile.”**' Sie werden bereits durch
[Ca™]; zwischen 100 und 400 nM aktiviert’> und generieren dann eine langandauernde
Hyperpolarisation, die langsame Nachhyperpolarisation (slow afterhyperpolarisation, sSAHP).*** Als

modulierende Untereinheit wurde Calmodulin identifiziert, das als Ca**-Sensor der Kanile fungiert.54
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IK-Kanile zeigen eine mittlere Leitfihigkeit von 20-80 pS* und sind auch unter dem Namen SK4
bekannt, da ihre Aminosduresequenz teilweise mit der Sequenz der SK-Kanile {ibereinstimmt und sie
ebenfalls spannungsunabhingig sind. Es finden sich jedoch Unterschiede in der Gewebeverteilung, da
IK-Kanidle im Gegensatz zu SK-Kanidlen vor allem in nicht-neuronalen Geweben identifiziert
wurden.” So finden sie sich in Blut-, Epithel- und Endothelzellen. Auch bei IK-Kanilen findet sich
am C-Terminus die regulatorische Untereinheit Calmodulin.™

BK-Kanile besitzen eine hohe Leitfihigkeit von 100-300 pS®’ und nehmen in der Gruppe der
Ca’"-aktivierten Kaliumkanile eine besondere Stellung ein. Sie weisen zum einen eine zusitzliche
siebte TM-Region (S0) auf,”® werden aber aufgrund ihrer sonst dhnlichen Struktur trotzdem zur
TM6-Familie gezéihlt.40 Zum anderen werden sie sowohl durch [Ca*']; als auch durch einen Anstieg
des Membranpotentials aktiviert.”*®

Auf IK- und BK-Kanile soll in den folgenden Kapiteln, insbesondere beziiglich ihrer Funktion bei

Tumorerkrankungen, genauer eingegangen werden.

1.2.1.1 Der Calcium-aktivierte Kaliumkanal mit mittlerer Leitfihigkeit (1K)

IK-Kanile sind auch als SK4, IK¢,, Kc.3.1, IK-1, IKCal oder K4 bekannt und werden durch das
Gen KCNN4 codiert.***”' Sie wurden das erste Mal 1958 als sogenannte Gardos-Kanile in humanen
Erythrozyten identifiziert.”” Wie bereits erwihnt, zeichnen sich IK-Kanile durch eine charakteristische
Leitfdhigkeit und individuelle pharmakologische Eigenschaften aus, konnen aber aufgrund einer
gewissen Sequenzhomologie auch zur SK-Familie (KCNNI-3, Kc,2.1-3) gezdhlt werden. Die
Aminosiuresequenz dieser Familie entspricht nimlich zu etwa 40-47% der von IK.***>®' Im Rahmen
dieser Arbeit wird die Bezeichnung IK gewahlt.

IK-Kanile bestehen aus sechs Transmembrandoménen und bilden funktionale Homotetramere.
Sowohl N- als auch C-Terminus liegen im Zytoplasma (s. Abb. 1.1).°"* Wie den SK-Kanilen fehlt
auch dem IK-Kanal trotz einiger geladener Aminosiuren in S4 ein Spannungssensor. Der K'-Efflux
wird demnach ausschlieBlich nach Aktivierung des Kanals durch einen Anstieg von [Ca®'];

. . 47,53,63,64
realisiert.” 7>

Die Porenregion zwischen S5 und S6 stellt die homologe Sequenz zu den iibrigen
Vertretern der Kaliumkanile dar.”® IK-Kanile besitzen im Gegensatz zu BK-Kanilen keine
charakteristischen Calcium-sensitiven Abschnitte (s. 1.2.1.2).°° Ca®" bindet folglich nicht direkt an IK,
sondern aktiviert den Kanal iiber die Bindung an das ubiquitdre Protein Calmodulin (CaM), welches
mithilfe von Proteininteraktionsstudien als Sensor fiir cytoplasmatisches Ca”>" nachgewiesen wurde

47,54,66,67

und welches mit IK einen stabilen Komplex bildet. Die Interaktion zwischen Kanal und

Untereinheit besteht auch in Abwesenheit von Ca’" dauerhaft iiber die CaM-Bindestelle, die am

proximalen C-Terminus in der Nihe der Pore von IK lokalisiert ist.”***®

Der C-Terminus liegt in
Form einer a-Helix vor, die durch die Bindung von Ca*" an CaM iiber dessen N-Terminus eine
sofortige Konformationsinderung erfihrt, was in der Offnung des Kanals resultiert. Der Kp-Wert fiir
die Calciumbindung von IK-Kanilen ist identisch mit der Ca**-Affinitit von Calmodulin und betrigt
etwa 300—-500 nM.*7**93658899 TR _Kanile iiben multiple regulatorische Einfliisse auf Ca*'-Signale und
[Ca®"]; aus.*” So fiihrt beispielsweise die Aktivierung von T-Lymphozyten zu einer Freisetzung von
Ca’" aus intrazelluliren Speichern, worauf sowohl IK- als auch sogenannte CRAC-Kanile
(Ca’" release-activated Ca’* channels) wie STIM/Orai (stromal interaction molecule) aktiviert
werden. Der K'-Efflux iiber IK-Kanile wirkt dabei als Triebkraft fiir die Aufrechterhaltung des

Ca’'-Einstroms iiber diese Kanile.”®”!
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Abb. 1.1 Schematische Darstellung des IK-Kanals

Funktionale IK-Kanéle sind Homotetramere, deren Untereinheiten aus sechs Transmembransegmenten bestehen.
Die Pore fiir den K'-Efflux befindet sich zwischen den Transmembransegmenten S5 und S6. Sowohl N- als auch
C-Terminus liegen intrazelluldr. Calmodulin (CaM) fungiert als Calciumsensor des Kanals. Genaueres im
Flieftext. (S: Transmembransegment, P: Pore; CaM: Calmodulin; IK: Calcium-aktivierter Kaliumkanal mit
mittlerer Leitfahigkeit)

IK-Kanile zeigen eine breite Gewebedistribution in nicht-neuronalen Geweben. Sie werden sowohl in
humanen und murinen T-Lymphozyten als auch in B-Lymphozyten sowie in anderen Subtypen

67172 Dariiber hinaus konnten sie in Glattmuskel- und

hdmatopoetischer Zellen exprimiert.
Epithelzellen identifiziert werden. Auch in Milz und Plazenta sowie in sekretorischen Organen wie
Brust- und Speicheldriise ldsst sich eine IK-Expression nachweisen. Im Gegensatz dazu konnten in
erregbaren Geweben wie Gehirn und ZNS bisher keine IK-Kanile gefunden werden,*>*7:6>¢773

Die breite Distribution ldsst auf wichtige physiologische und pathophysiologische Funktionen von
IK-Kanélen schlieBen. Dementsprechend weisen IK-Knockoutmiuse (IK-KO) oder WT-Tiere, welche
mit IK-Kanalinhibitoren behandelt wurden, zahlreiche Phénotypen auf. IK-KO Tiere zeigen eine
normale Entwicklung und Reproduktion und keine Verdnderung bei der Speichelsekretion, obwohl
hohe IK-Spiegel in den Speicheldriisen nachgewiesen wurden.”” Dafiir verantwortlich ist ein
kompensatorischer Mechanismus iiber BK-Kanile, was zum einen damit begriindet wird, dass Zellen
aus Speicheldrisen von IK-KO Zellen einen BK-typischen Strom besitzen, welcher sensitiver
gegeniiber dem BK-Inhibitor Paxilline ist. Auerdem besitzen weder BK-KO noch IK-KO Tiere eine
verdnderte Speichelsekretion, allerdings ist diese in BK und IK Doppel-KO Maéusen drastisch

72,74

reduziert. Zudem sezerniert der Darm von IK-KO Maéusen deutlich weniger Fliissigkeit, da durch

die IK-Ablation der Ca®’-vermittelte Chlorid-Transport behindert ist. Aufgrund des niedrigeren
Wassergehaltes ist der Kot von IK-Knockoutméusen daher fester.”>”
Zudem iibernehmen IK-Kandle wichtige Funktionen bei der Volumenregulation von Erythrozyten,

d.”%! Patienten mit Sichelzellanimie bilden

was bei der Behandlung der Sichelzellandmie genutzt wir
als Folge einer Mutation abnormes Hadmoglobin (Hb), was bei Sauerstoffmangel aufgrund einer
starken Polymerisierung zu einem Verlust von Ionen und Wasser in Erythrozyten fiihrt
(Dehydratation). Dadurch entstehen rote Blutkorperchen mit einer hoheren Dichte, welche eine
sicheldhnliche Morphologie aufweisen. Patienten mit einer homozygoten Form der Sichelzellandmie
leiden daher unter chronischer Andmie sowie Schmerzen und besitzen ein hdheres Risiko fiir
Schlaganf‘.’:ille.82 IK-Kanéle werden ebenfalls durch einen Anstieg von [Ca®"]; oder Sauerstoffmangel
aktiviert und induzieren iiber den Kaliumverlust auch eine Dehydratation der Erythrozyten.””’® Daher

wurde anhand eines geeigneten in vivo Mausmodells der Sichelzellandmie iiberpriift, ob IK-Kanéle
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potentielle Zielstrukturen fiir die Behandlung dieser Erkrankung darstellen. Tatséchlich konnte durch
die pharmakologische Inhibition von IK eine Verbesserung der Hydration der murinen Erythrozyten
erreicht werden.”” Aufgrund dieser wichtigen Befunde werden IK-Kanalinhibitoren daher auch beim
Menschen in klinischen Studien zur Behandlung der Sichelzellandmie getestet. So wurde der selektive
IK-Blocker Senicapoc (ICA-17043) in klinischen Studien der Phase IIT verwendet.””™

Dariiber hinaus wird eine IK-Kanalinhibition als vielversprechender Ansatz bei der Behandlung von
Asthma bronchiale angesehen.*® So besitzen IK-KO Miuse beispiclsweise eine verminderte

83,84
" AuBlerdem werden

Immunglobulin E-abhéngige (IgE) systemische anaphylaktische Antwort.
IK-Kanile in vielen Zelltypen exprimiert, die an der Pathogenese des Asthma bronchiale beteiligt
sind, wie beispielsweise in bronchialen Glattmuskelzellen (bronchial smooth muscle, BSM-Zellen)

8385 Anhand eines in vivo Modells fiir

oder Mastzellen, und {ibernehmen dort relevante Funktionen.
Asthma bronchiale konnte gezeigt werden, dass die Behandlung der Tiere mit dem spezifischen
IK-Kanalinhibitor Triarylmethan-34 (TRAM-34) sowohl das Remodelling von BSM-Zellen als auch
Kollagenablagerungen beseitigt sowie die Eosinophilie in den Atemwegen verringert.*

Auch im kardiovaskuldren System hat die genetische Ausschaltung des IK-Kanals Einfliisse: So
konnte aufgrund einer verschlechterten Acetylcholin-induzierten Gefédfrelaxation ein leicht erhdhter
Blutdruck festgestellt werden.*® Daher werden IK-Kanile auch mit Hypertension in Verbindung
gebracht.”® Beim Menschen fiihrt die Applikation des spezifischen Inhibitors Senicapoc allerdings zu
keiner Blutdruckerhdhung, die Substanz wird allgemein sehr gut vertragen.”

Zudem konnte in einem Mausmodell der Arteriosklerose ein verbesserter Phinotyp nach genetischer
Ablation oder pharmakologischer Inhibition von IK mit TRAM-34 erreicht werden.®” Konkret konnte
die Entwicklung von Arteriosklerose durch die IK-Kanalinhibition verringert werden, indem dadurch
die Proliferation und Migration in Plaques von Glattmuskelzellen unterbunden, die Infiltration der
Plaques durch Makrophagen und T-Lymphozyten verringert sowie der oxidative Stress reduziert
wurden. Trotz wiederholter Applikation von TRAM-34 konnte dabei keine verstirkte Toxizitdt des
Blockers ermittelt werden.”” Eine weitere Arbeit zeigt zudem, dass die pharmakologische Inhibition
die Suszeptibilitit von Mdusen gegeniiber experimenteller autoimmuner Enzephalomyelitis, einer
Modellform der Multiplen Sklerose, moduliert.” Diese Arbeiten reflektieren wichtige Vorteile bei der
Adressierung von IK-Kandlen als Arzneistoffzielstrukturen: Es stehen hochselektive Inhibitoren zur
Verfiigung, die gleichzeitig eine gute Vertrdglichkeit aufweisen. Zudem sind Verteilung und
Plasmaspiegel bereits sehr gut in vivo charakterisiert.*”*® In den Tabelle 7.2 und Tabelle 7.3 (Anhang)
sind einige gidngige Inhibitoren von IK-Kanédlen und ihre Kp-Werte zusammengestellt, darunter auch
das Derivat TRAM-34 (1-[(2-Chlorophenyl)diphenylmethyl]-1H-pyrazol), welches im Rahmen dieser

Arbeit verwendet wurde und einen sehr selektiven IK-Kanalinhibitor darstellt.®*°

Zusammengenommen stellen IK-Kanéle aufgrund ihrer pathophysiologischen Bedeutung potentiell
vielversprechende Zielstrukturen fiir Arzneistoffe dar. Wie bereits in Kapitel 1.1.3 erwidhnt, kdnnte
man sich dies auch aufgrund ihrer Funktion als Onkokanile in der Antitumortherapie zunutze
machen.”**® Dies ist auch dadurch bedingt, dass spezifische Inhibitoren mit guter Vertriglichkeit fiir
experimentelle Studien zur Verfiigung stehen. Damit iibereinstimmend konnte bereits in einigen
Tumorentitdten wie dem Glioblastom, Lungen- und Pankreaskrebs, aber auch beim Mammakarzinom
ein Zusammenhang zwischen Tumorprogression und IK-Kanilen identifiziert werden.”>”"* Da die

Charakterisierung von IK-Kanilen bei der Entstehung und Progression des Mammakarzinoms ein
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zentraler Bestandteil der vorliegenden Arbeit ist, wird in Kapitel 1.3.1 auf diese Zusammenhinge

genauer eingegangen.

1.2.1.2  Der Calcium- und spannungsaktivierte Kaliumkanal mit hoher Leitfihigkeit (BK)

Fiir den BK-Kanal finden sich in der Literatur mit MaxiK, Kc,1.1, KCNMA1 und Slol zahlreiche

. 47,93-95
weitere Namen.

Die Bezeichnung Slo1 leitet sich von der Bezeichnung des Gens Slowpoke ab,
welches in der Fruchtfliege Drosophila melanogaster fiir einen orthologen Kanal codiert.”®
Fruchtfliegen mit einer Inaktivierung von Slo1 zeigen einen prignanten Phénotyp durch eine Stérung
der Signalwege in Neuronen und muskuldren Geweben. So ist bei Fliegen mit einer Mutation des
Gens, die eine Aufhebung des Kaliumstroms bewirkt, die Koordinationsfahigkeit und Flugfahigkeit
eingeschrankt. AuBlerdem bleiben die Fliegen bei einem kurzen Hitzeschock fiir einige Minuten
regungslos, was als sticky feet Phinomen bezeichnet wird.””*

BK-Kanile setzen sich aus den porenbildenden o-Untereinheiten und modulierenden B-Untereinheiten
zusammen.” Vier o-Untereinheiten bilden ein funktionales Homotetramer. Splicevarianten sowie
B-Untereinheiten tragen zu einer breiten funktionellen Diversitdt bei, die Zusammensetzung des
BK-Kanalkomplexes hingt dabei vom Zelltyp und den physiologischen Bedingungen ab.'®*'"’
Insgesamt gibt es vier P-Untereinheiten (,—f4), die von vier verschiedenen Genen codiert
werden.”® ' Sie bestehen aus 2 TM-Dominen (TM1 und TM2), zwischen denen eine grofe
extrazelluldre Schleife liegt. Sowohl N- als auch C-Terminus sind jedoch intrazelluldr lokalisiert. Die
Interaktion mit der o-Untereinheit des Kanals verlduft dabei tiber TM1 mit S1 und S2

103,104

beziehungsweise iiber die extrazelluldre Region von TM2 mit SO. Des Weiteren wurde kiirzlich

eine weitere Gruppe modulierender Untereinheiten identifiziert, die sich strukturell und funktional von
den B-Untereinheiten unterscheiden. Sie werden als y-Untereinheiten oder auch leucine-rich repeat
containing-Proteine (LRRC-Proteine) bezeichnet. Mittlerweile sind vier Subtypen (LRRC26,
LRRC52, LRRC55 und LRRC38) bekannt, die gewebespezifisch exprimiert werden und so in
unterschiedlicher Weise Funktionalitit und Aktivitit des BK-Kanalkomplexes beeinflussen.'*>'%

Die o-Untereinheiten bestehen aus sieben Transmembrandoménen (S0-S7) und vier weiteren
intrazelluldren hydrophoben Segmenten (S7-S10) (s. Abb. 1.2).* Durch die zusitzliche Doméne SO
liegt der N-Terminus des Kanals extrazelluldr. Die Doménen S1-S4 stellen den spannungssensitiven
Abschnitt (voltage sensor domain, VSD) dar; die Pore liegt zwischen S5 und S6 (pore gate domain,
PGD).”” In der cytoplasmatischen Region des Kanals findet sich die regulatorische Domine fiir die

107

Kaliumleitfahigkeit (regulator of conductance, RCK).”' In RCKI1 ist neben der sogenannten

Ca’" bowl eine der beiden Ca**-Bindungsstellen lokalisiert.'”
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Abb. 1.2 Schematische Darstellung der a-Untereinheit des BK-Kanals

Funktionale BK-Kandle sind Homotetramere, deren Untereinheiten aus sieben Transmembransegmenten
bestehen. Die Pore fiir den Kaliumefflux befindet sich zwischen dem S5 und S6 Segment (PGD). Der
C-Terminus befindet sich intrazelluldr, wéahrend der N-Terminus aufgrund der zusdtzlichen SO
Transmembrandoméne extrazellulédr lokalisiert ist. S1-S4 stellen den spannungssensitiven Abschnitt dar (VSD).
Vier weitere hydrophobe Segmente sind intrazellulér lokalisiert. Hier finden sich auch die Calcium-sensitiven
Abschnitte in der RCK1 sowie der Ca’" bowl. Genaueres im FlieBtext. (S: Transmembransegment; P: Pore;
RCKI1: Doméne fir Kaliumleitfahigkeit/regulator of conductance of potassium; BK: Calcium-aktivierter
Kaliumkanal mit hoher Leitfahigkeit; VSD: Spannungsabhingige Doméne/voltage sensor domain; PDG:
Porendoméine/pore gate domain)

Ca?* bowl

Die zwei Bindungsstellen fiir Ca®" in der zytoplasmatischen Region des BK-Kanals regulieren die
Offnungswahrscheinlichkeit des Kanals. Zuerst wurde dabei die Ca’" Bowl identifiziert, ein

199 Mutationen in der Ca’’-Bowl

aspartatreicher Abschnitt zwischen den Doménen S9 und S10.
reduzieren die Sensitivitit des BK-Kanals fiir Ca®*, eine Restsensitivitit bleibt jedoch bestehen. Daher
wurde eine weitere Bindungsstelle fiir Ca*" postuliert,'” """ welche 2002 mit der RCK1-Domine
identifiziert wurde.'” Neben der Aktivierung durch Ca*" wurde eine Sensitivitit der RCK1-Domine
fiir Mg>" ausgemacht, wobei Mg*" ebenfalls den Kanal aktiviert. Man geht von zwei verschiedenen

MU Dabei reguliert Mg®™ die Interaktion zwischen der

Aktivierungswegen von Ca”" und Mg”" aus
VSD und der cytosolischen Domine, um den Kanal zu aktivieren.'” Zusitzlich kann die
Calciumsensitivitdt des BK-Kanals durch die akzessorischen p-Untereinheiten reguliert werden: So
fiihrt beispielsweise eine genetische Ablation der B1-Einheit zu einer verminderten Ca*'-Sensitivitit.*’
Abgesehen von der Ca’-Konzentration ist die Offnungswahrscheinlichkeit des BK-Kanals von
Spannungsdnderungen abhéngig. Bei einer niedrigen [Ca®"]; verhilt sich der BK wie ein rein
spannungsabhéngiger K'-Kanal.®® Die spannungssensitive Doméne befindet sich in den Abschnitten
S1-S4, wobei vor allem charakteristische Sequenzen mit positiv geladenen Argininresten als typische
Erkennungsmerkmale spannungssensitiver Doménen in spannungsabhédngigen Kaliumkanélen
gelten.”” Im BK-Kanal finden sich Spannungssensoren in S4,°''* S2 und S3.'"" Generell ist die
Spannungsaktivierung unabhéngig von einer mdglichen Calciumbindung, allerdings kann bei einer
gleichzeitigen Calciumbindung die Spannungssensitivitit zu niedrigen Membranpotentialen

verschoben werden.®>''® Sowohl die spannungsabhingige als auch die Ca**-vermittelte Aktivierung
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des Kanals verlaufen iiber eine allosterische Konformationsdnderung. Dabei werden zwei Zustinde
des Kanals angenommen: der geschlossene (C-C) und offene Zustand (O-0O). Beide Aktivierungswege
laufen fast unabhingig voneinander ab und fiihren zur Kanalaktivierung. Die
Offnungswahrscheinlichkeit steigt dabei bei konstanter Spannung und erhdhter Calciumkonzentration

116-119

und umgekehrt. Eine weitere Regulationsmoglichkeit des BK sind reversible

De-/Phosphorylierungen sowie De-/Palmitoylierungen.'**"!

Die Phosphorylierung des BK-Kanals
durch cyclisches Adenosinmonophosphat (cAMP) bzw. cyclisches Guanosinmonophosphat (cGMP)
ist dabei besonders gut untersucht. cAMP signalisiert {iber die Proteinkinase A (auch
cAMP-abhédngige Proteinkinase), cGMP iiber die Proteinkinase G (auch cGMP-abhingige
Proteinkinase, cGK). Die Aktivierung der cAMP- bzw. cGMP-abhingigen Kinasen fiihrt letztlich zu

122,123

einer Aktivierung des BK-Kanals, was in einer Hyperpolarisation resultiert. Eine

Phosphorylierung durch die Proteinkinase C an S685 reduziert dagegen dessen Offnungs-
wahrscheinlichkeit und verhindert auBerdem eine Aktivierung durch die Proteinkinase G oder A

BK-Kanile sind ubiquitdr verbreitet. Sie finden sich vor allem in Zellen des ZNS sowie in
neuroendokrinen Zellen des Pankreas, in der Nebenniere, in Glattmuskelzellen und in Mitochondrien

46125128 14, 7ZNS konnten sie unter anderem in dendritischen Zellen und an

von Kardiomyozyten.
Priisynapsen identifiziert werden, an denen sie tiber einen negativen Feedbackmechanismus Ca*"- und
Neurotransmitter-vermittelte Aktionspotentiale regulieren.'”"*® Auch in Purkinje-Zellen des
Kleinhirns wurden BK-Kanile detektiert, in welchen diese die schnelle Nachhyperpolarisation nach

131

einem Aktionspotential koordinieren. ° In den Glattmuskelzellen kontraktiler Organe wie Atemwege,

132-134
Zuerst werden

Harnblase, Gefdlle und Corpus cavernosum regulieren BK Kanéle den Myotonus.
iiber vasokonstriktorische Substanzen spannungsabhingige Ca’"-Kanile aktiviert. Durch den
Ca’"-Einstrom kommt es zu einem Anstieg von [Ca®'];, was in der Kontraktion glatter Muskelzellen
und somit einer Vasokonstriktion resultiert. Aufgrund des Ca’'-Anstiegs wird auch die
Offnungswahrscheinlichkeit des BK-Kanals erhoht. Im Zuge des daraus resultierenden K'-Ausstroms
kommt es dann zu einer Hyperpolarisation der Membran, wodurch spannungsabhiingige Ca**-Kanile
schlieBen und der Muskeltonus sinkt.”*"'**'*? So iibernehmen BK-Kanile wichtige Funktionen bei der

126,132,135,136 1~ . e
222200 Die breite Distribution

Blutdruckregulation, der Urinausscheidung sowie der Peniserektion.
lasst auf wichtige physiologische und pathophysiologische Funktionen von BK-Kanélen schlieen.
Dementsprechend weisen BK-Knockoutméuse (BK-KO) zahlreiche Phinotypen auf.

In Purkinje-Zellen von BK-KO Tieren wurde beispielsweise aufgrund der Kanaldefizienz eine starke
Verminderung der Zellaktivitit gefunden, die sich in motorischen Stérungen und Ataxie duBert.”! Wie
bereits erwdhnt, regulieren BK-Kanéle in diesen Zellen die schnelle Nachhyperpolarisation. Durch das
Fehlen des Kanals bleibt die Depolarisation bestehen, so dass Na'- und Ca’*-Kanile in einem
inaktiven Zustand verweilen. Dies resultiert in einer verminderten intrinsischen Aktivitdt der
cerebelldren Purkinje-Zellen."'

Auch die BK-Defizienz in Glattmuskelzellen hat einen erheblichen Einfluss auf den Phénotyp von
BK-KO Tieren.'”® So resultiert ein Fehlen oder eine Dysfunktion von BK in vaskuliren
Glattmuskelzellen aufgrund der ausbleibenden Hyperpolarisation in der verldngerten Gefafkontraktion
und dadurch in einem erhohten Blutdruck. Auch die cGMP-vermittelte Relaxation glatter
Muskelzellen bleibt bei einer BK-Defizienz aus. Des Weiteren zeigen BK-KO Méuse einen erhohten
Aldosteronspiegel (Hyperaldosteronismus), was durch Na'- und Wasserretention ebenfalls zu dem

zuvor beschriebenen Bluthochdruck der BK Mausmutanten beitrégt.'*
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AuBlerdem wird dem BK-Kanal eine wichtige Funktion bei der Peniserektion zugeschrieben. In glatten
Muskelzellen des Corpus cavernosum wird BK durch die ¢GKI phosphoryliert. Dies fiihrt zur
Vasodilatation und somit zu einem erhéhten Blutfluss in den Schwellkdrper, was fiir die Erektion
essentiell ist. Ein Fehlen des BK-Kanals in diesen Zellen fiihrt hingegen sowohl in vitro als auch in
vivo vermehrt zu Kontraktionen, wihrend im Gegenzug weniger Relaxationen in prékontrahierten
Glattmuskelzellen beobachtet wurden. Daher postuliert die Arbeitsgruppe um Mark Nelson, dass eine
BK-Kanalablation zu erektiler Dysfunktion fijhrt."*>'%

Glattmuskelzellen eine erhohte Kontraktilitdt der Blasenmuskulatur und Urinfrequenz, was in

Des Weiteren bewirkt die Deletion von BK in

Reizblasensymptomatik und Harninkontinenz resultiert."*® Weitere Krankheitsbilder, die mit einer
BK-Kanalablation oder -dysfunktion assoziiert werden, sind Horverlust *7 sowie neurologische

Fehlfunktionen, die in motorischen Defiziten resultieren.'!

Zusammengenommen stellen BK-Kanédle aufgrund ihrer pathophysiologischen Bedeutung
vielversprechende Zielstrukturen fiir Arzneistoffe dar. Daher wurde in letzter Zeit intensiv erforscht,
ob man sich dies aufgrund der potentiellen Funktion der BK-Kanéle als Onkokanile (s. auch 1.1.3)
auch in der Antitumortherapie zunutze machen kann.”***

Inhibitoren wie das Indolditerpen Paxilline (PAX) (s. Anhang Tabelle 7.4 und Tabelle 7.5) zur
138,139

Dafiir spricht auch, dass einige spezifische
Verfiigung stehen, die bereits in experimentellen Studien in vivo verwendet wurden. Eine
Involvierung von BK-Kandlen in die Tumorentstehung und -progression konnte bereits fiir einige
Entititen wie Gehirn-, Ovarial- und auch Brusttumoren gezeigt werden.”” Die Charakterisierung von
BK-Kanédlen im murinen Mammakarzinom war ein zentraler Bestandteil der vorliegenden Arbeit,
weshalb die Zusammenhidnge zwischen der BK-Kanalfunktion und der Brustkrebsentstehung in

Kapitel 1.3.1 genauer beleuchtet werden sollen.

1.3 Kaliumkanale und ihre Funktion im Mammakarzinom

1.3.1  Pathophysiologische Grundlagen der Tumorigenese

Tumore werden als Erkrankungen verstanden, bei denen dynamische Prozesse des Genoms ablaufen.
Die Transformation des Gewebes ldsst sich in zwei Kategorien gliedern: Aktivierende Mutationen
(gain of function) betreffen Protoonkogene, die dadurch entweder amplifiziert oder in ihrer Aktivitéit
so gesteigert werden, dass sie die Tumorigenese begiinstigen. Gleichzeitig finden sich inaktivierende
Mutationen (loss of function) bei Tumorsuppressorgenen, wodurch z.B. eine Wachstumskontrolle
nicht mehr méglich ist."**'*' Selten ist dabei eine einzelne Mutation fiir solche Aktivierungen oder
Funktionsverluste verantwortlich. Vielmehr sind kumulative Schritte und Mutationen notwendig."*""'**
Durch die Mutationen erwerben Tumorzellen im Zuge der sogenannten malignen Transformation
Fahigkeiten, die sie von gesundem Gewebe unterscheiden und abgrenzen. Diese Fahigkeiten wurden
von Hanahan und Weinberg als die sogenannten Hallmarks of Cancer (Kennzeichen von Krebs)
definiert (s. Abb. 1.3)."*"'** Hierzu zihlen das Umgehen der Apoptose, das Vorhandensein eigener
Wachstumssignale,  Insensitivitdt = gegeniiber =~ Antiwachstumssignalen, ein  unbegrenztes
Teilungspotential, die Fahigkeit zur Angioneogenese sowie das Eindringen in fremdes Gewebe mit
anschlieBender Metastasenbildung.'*' Spiter wurden diese charakteristischen Merkmale noch um
weitere Kennzeichen erweitert: Verdnderung des Zellmetabolismus fiir eine effektive neoplastische
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Proliferation sowie eine Unsichtbarkeit gegeniiber dem Immunsystem, insbesondere gegeniiber T- und
B-Lymphozyten sowie natiirlichen Killerzellen.'**

Kaliumkanile greifen in viele dieser Hallmarks of Cancer regulativ ein und iibernehmen dabei als
Onkokanile wichtige Funktionen bei der Entartung der Krebszellen (s. Abb. 1.4)%**!'** Sie gelten
daher als Zielstrukturen fiir innovative Therapien des Mammakarzinoms und anderer Tumorentititen.
Dies ist unter anderem auch dadurch bedingt, dass sie als membranstidndige Proteine leicht zuginglich

28,61,145

sind und ihre Pharmakologie gut beschrieben ist.. Typische Mechanismen, die von der Aktivitat

der Kanile abhédngen, sind die Regulation der Apoptose, des Zellzyklus, der Hypoxie, der Migration,
der [Ca®']i-abhingigen Signalkaskaden, der Adhision sowie des Volumens (s. Abb. 1.4).2%145147
Interessanterweise tragen Kaliumkanile selten durch spezifische Mutationen zur Entartung von Zellen
bei. Vielmehr wirkt ihre Uberexpression per se onkogen, wobei transkriptionelle, post-translationale
und epigenetische Ursachen zu einem verdnderten Expressionslevel beitragen koénnen.”*?
Beispielsweise ldsst sich fiir IK-Kanéle, deren Funktion bei der Tumorigenese des Mammakarzinoms
im Rahmen der vorliegenden Arbeit untersucht wurde, in verschiedenen Tumorentititen eine
Uberexpression beobachten. So sind in Endometriumkarzinomen im Vergleich zu gesundem Gewebe
sowohl IK mRNA als auch Protein stark hochreguliert.'” Auch in verschiedenen
Prostatakarzinomzelllinien sowie in humanen Prostatakarzinombiopsien konnen hohe Spiegel von IK

mRNA und Protein identifiziert werden.'®

Weitere Beispiele sind Gewebeproben bzw. humane
Zelllinien aus Pankreastumoren sowie dem hepatozelluliren Karzinom (hepatocellular carcinoma,
HCC)."”""!" Auch in Brusttumorbiopsien wurde teilweise eine Hochregulation von IK beobachtet,

d.">153 Ebenfalls werden

welche dann zusdtzlich mit einer schlechten Prognose assoziiert wir
BK-Kanile, deren Rolle im Mammakarzinom im Zuge dieser Arbeit charakterisiert wurde, in einigen
Tumoren iiberexprimiert. Dies konnte in einer hormon-insensitiven Prostatakarzinomzelllinie sowie

teilweise in humanen Biopsien nachgewiesen werden.”'>*

Weitere Beispiele sind Gehirntumore und
Ovarialkarzinome.” Auch in Biopsien aus hochgradigen Brusttumoren, deren Profil zudem mit einer
schlechten Prognose korreliert, konnen erhdhte BK-Level beobachtet werden.'>

Es wird deutlich, dass IK- und BK-Kanile entscheidende Funktionen bei der Entstehung von Tumoren
und auch des Mammakarzinoms iibernehmen. Fiir ein besseres Verstandnis soll daher in den
kommenden Abschnitten die Rolle von Kaliumkanilen, mit einem Fokus auf IK- und BK-Kanélen, bei

Tumoren genauer beleuchtet werden.
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Erhaltung proliferativer
Signalkaskaden

Unempfindlichkeit

Umgehung der Apoptose gegenuber Anti-
wachstumssignalen

Invasion und

Angioneogenese Metastasierung

Unbegrenzte
Teilungsfahigkeit

Abb. 1.3 Charakteristische erworbene Fihigkeiten von Tumorzellen (Hallmarks of Cancer)

(Modifizierte Abbildung'**) Tumorzellen unterscheiden sich von nicht-malignen Zellen durch typische
Charakteristika, die sie im Laufe eines malignen Transformationsprozesses erwerben. Die Féhigkeiten beinhalten
eigenstindige Wachstumssignale, die Unempfindlichkeit gegeniiber Antiwachstumssignalen, Gewebeinfiltration
und Metastasierung, ein unbegrenztes Teilungspotential, die Fahigkeit zur Angioneogenese sowie das Umgehen
der Apoptose. Genaueres im Flietext.

Deregulation Apoptose
von Aktivatoren

Wachstum des
Zellzykl ﬁ
clzyrlus Primartumors
Hypoxie

Kaliumkanale Migration Angioneogenese |(mmp X::%?E?:r:iﬁig
I Ca?* Signalling I
Adhésion Invasion
Verlust von
Repressoren Volumenregulation

Abb. 1.4 Potentielle Einfliisse von Kaliumkaniilen auf tumorspezifische Prozesse und mogliche Folgen
(modifiziert™)

1.3.1.1 Rolle von K*-Kaniilen fiir Zellzyklus, Wachstum und Proliferation

Wie bereits erwdhnt, finden sich bei Tumoren fundamentale Verdnderungen in der genetischen
Kontrolle der Zellteilung, die zu einer unbeschrinkten Zellproliferation fithren konnen.®'’
Grundlage der Wachstums- und Proliferationsvorginge ist der Zellzyklus, der sich als hochkomplexer
Prozess in vier Hauptphasen (G1-, S-, G2- und M-Phase) gliedert (s. Abb. 1.5). Letztere wird nochmal
in Prophase, Metaphase, Anaphase und Telophase unterteilt und beinhaltet den eigentlichen
Teilungsschritt, die Mitose. G1-, S- und G2-Phase werden auch als Interphase bezeichnet.””” Nach der
M-Phase kann sich eine Zelle entweder erneut teilen oder in GO, den sogenannten Ruhezustand,
iibergehen. In der Gl-Phase (Ubergangsphase, gap phase) wird die DNA-Synthese der Zelle
vorbereitet. Sie stellt einen kritischen Abschnitt des Zellzyklus dar, denn diese Phase bestimmt, ob
eine Zelle weiter proliferiert oder in einen Ruhezustand iibergeht und gegebenenfalls differenziert. In

der S-Phase (Synthesephase) findet nun die DNA-Replikation statt. Bevor eine Zelle zum eigentlichen
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Teilungsschritt {ibergeht, findet eine erneute Ubergangsphase, die G2-Phase, statt. Der Eintritt in die
M-Phase ist dann nur moglich, wenn die DNA-Replikation vollstdndig abgeschlossen ist.

Die einzelnen Phaseniiberginge werden streng von entsprechenden Proteinen kontrolliert, um einen
korrekten Ablauf der Zellteilung zu erméglichen, mogliche Schiden zu detektieren und zu beheben.'™
Diese Mechanismen an den Kontrollpunkten, die auch als checkpoints bezeichnet werden, sind
hochkomplex reguliert. An diesen wird {berpriift, ob eventuelle Schiden durch
Reparaturmechanismen behoben werden konnen. In einer irreversibel geschidigten Zelle wird sonst
die Apoptose ausgeldst (s.auch 1.3.1.2). Die Schliisselstrukturen der Zellzykluskontrolle sind
Komplexe aus Cyclinen und Cyclin-abhédngigen Kinasen (cyclin dependent kinases, CDK). CDKs sind
Serin/Threonin-Kinasen, die nach der Bindung des entsprechenden Cyclins aktiviert werden. Diese
Strukturen und ihre Funktion sind in Eukaroyten hochkonserviert."”” Bei Tumoren finden sich hiufig
Defekte in diesen Kontrollmechanismen, was in der Folge zu einer unkontrollierten Zellteilung fiihrt.
Ebenfalls sind Anderungen des Membranpotentials, des Zellvolumens sowie der [Ca’']; essentielle
Faktoren der Zellzyklusprogression (s.u.). Uber diese Mechanismen kénnen Kaliumkanile den
Zellzyklus und damit die Proliferation von Zellen modulieren.”® Dies ldsst sich sowohl in nicht-

160,161

malignen Zellen wie T-Lymphozyten als auch in Tumorzellen beobachten. Beispielsweise fiihrt

die Inhibition von BK-Kanilen in Glioblastomzellen zu einer Arretierung der Zellen in der S-Phase,

161

was in einer reduzierten Zellzahl resultiert. " Durch die Blockade von IK-Kanédlen kann wiederum in

Endometriumskarzinomzellen eine Arretierung am GO/G1-Ubergang beobachtet werden, was

% Des Weiteren konnen Kaliumkanile iiber eine

29,158,162,163

ebenfalls zu einer verminderten Proliferation fiihrt.
Interaktion mit mitogenen Strukturen wie Cyclinen das Wachstum von Zellen beeinflussen.
Interessanterweise lisst sich vor der Mitose eine deutliche Anderung des Zellvolumens sowie der
Zellform beobachten. Kaliumkanile stellen zentrale Strukturen der Volumenregulation dar und
koénnen iiber den Kaliumstrom und damit verbunden iiber die Kontrolle der intrazelluldren Osmolaritit
den Wasserfluss iiber die Membran erméglichen.” In den folgenden Abschnitten soll nun der Einfluss
der Kaliumkanile auf das Membranpotential, das Zellvolumen, die Zellzykluskontrolle und somit auf

den Zellzyklus und die Proliferation von Zellen genauer dargestellt werden.

Das Membranpotential gilt als wichtiger biometrischer Parameter der Zelle. Anderungen des
Membranpotentials ermdglichen iiber noch nicht vollstindig gekldrte Mechanismen die adidquate

Progression durch den Zellzyklus.'>*'®

Zum einen zeigen Zellen wie Neurone, die natiirlicherweise
stark hyperpolarisierte Ruhemembranpotentiale aufweisen, hdufig nur sehr geringe proliferative
Aktivitit. Zum anderen kann durch einen Anstieg des Membranpotentials der Ubergang der Zellen
von der GO- in die G1-Phase und somit die Proliferation ausgelost werden.'™® Generell weisen
Tumorzellen ein hoéheres Ruhemembranpotential auf, was ihren proliferativen Phénotyp zusétzlich

: 29,151,164,165
unterstreicht.”> > "

Die Verdnderung des Membranpotentials wihrend des Zellzyklus stellt
dariiber hinaus einen Schliisselfaktor fiir den G1/S- sowie G2/M-Ubergang dar: Dem Eintritt in die
S-Phase und der damit verbundenen DNA-Synthese geht hdufig eine Hyperpolarisation voraus, die
dann kurz vor der Mitose aufgehoben wird und in eine Depolarisation iibergeht.162 Entsprechend
konnte in der humanen Brustkrebszelllinie MCF-7 gezeigt werden, dass sich das Membranpotential im
Verlauf des Zellzyklus stetig dndert.'*™'*>1%

Kaliumkanile beeinflussen als zentrale Komponenten das Membranpotential'*® und kénnen hieriiber

unter anderem Zellzyklus und Proliferation regulieren (s. Abb. 1.5 A+B).*® Sie generieren etwa die
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167 : .
Wie bereits zuvor

Membranhyperpolarisation, die fiir die Initiierung der G1-Phase essentiell ist.
erwidhnt, besitzen proliferierende Zellen wie Krebszellen generell ein  positiveres
Ruhemembranpotential,” was auch mit einer veridnderten Expression bestimmter Kaliumkanile in
Verbindung gebracht wird.'"®® Damit iibereinstimmend lassen sich wihrend des Zellzyklus in den
einzelnen Phasen unterschiedliche Expressionslevel oder Aktivititen einzelner Kaliumkanile, z.B. fiir
IK- oder BK-Kanile, beobachten.**'%*1%*1!70 Hzyfig fiihrt daher eine Inhibition von Kaliumkanilen
iiber die Anderung des Membranpotentials zu einer Arretierung der Zellen in der G1-Phase und damit
zur einer reduzierten Proliferation. Dies kann am Beispiel der hERG-Kanéle verdeutlicht werden,
welche erst ab einem Ruhemembranpotential von etwa 60 mV gedffnet sind.'® Daher wird postuliert,
dass ihre Uberexpression zu einem depolarisierten Ruhemembranpotential und somit zum Ubergang in

1 Ein solcher Mechanismus konnte unter anderem bei der

einen proliferativen Status beitrigt.
Charakterisierung der hRERG-Kanile bei akuter lymphatischer Leukimie (ALL) gezeigt werden.'”' So
koénnen hERG-Kanile in sogenannten mononukledren Zellen des peripheren Bluts (peripheral blood
mononuclear cells, PBMC) im Ruhezustand nicht detektiert werden. Jedoch fiihrt eine Stimulation der
PBMC mit Zytokinen und Wachstumsfaktoren zu einer raschen Hochregulation von hERG. Diese
Aktivierung wird als essentiell fiir die Proliferation der PBMC angesehen, welche durch die
pharmakologische Inhibition von hERG reduziert werden kann. Auch in verschiedenen
AML-Zelllinien, in welchen hERG aufgrund der proliferativen Eigenschaften dieser Zellen dauerhaft
exprimiert wird, kann ein antiproliferativer Effekt iiber eine G1-Arretierung durch die hERG-Blockade

171

beobachtet werden. * Ebenso konnte in MCF-7 Brusttumorzellen gezeigt werden, dass Kaliumkanéle

165167172 Dyjese Zellen

iber die Regulation des Membranpotentials die Proliferation koordinieren.
weisen wihrend des G1/S-Ubergangs eine Hyperpolarisation auf, die auf einer erhohten relativen
Permeabilitit fir K" beruht.'”

Proliferation der Zellen unter anderem iiber Katp-Kandle koordiniert werden, da durch die

Es wird angenommen, dass der Phaseniibergang und somit auch die

pharmakologische Inhibition dieser Kanéle eine Arretierung in der GO/G1-Phase beobachtet werden
kann, 16172
Fir IK- und BK-Kanile konnte nachgewiesen werden, dass sie tber die Regulation des
Membranpotentials den Zellzyklus bzw. die Proliferation von MCF-7 Zellen regulieren kénnen. '
Die Inhibition von IK-Kanilen fiihrt in Zellen, welche sich am G1/S-Ubergang befinden, z.B. zu einer
Depolarisation des Membranpotentials und zu einer Inhibition der Proliferation. Daher wird
angenommen, dass IK-Kanédle in MCF-7 Zellen insbesondere an diesem Phaseniibergang das
Membranpotential regulieren.'®® Im Gegensatz dazu bewirkt eine Blockade des BK-Kanals eine leichte
Depolarisation und Akkumulation der MCF-7 Zellen in der S-Phase, jedoch konnte dadurch kein

antiproliferativer Effekt beobachtet werden.'”

Uber die Anderung des Membranpotentials kann der Kaliumstrom zudem die Triebkraft fiir den
Ca’"-Einstrom sein (s. Abb. 1.5 B). [Ca’]; ist ein wichtiger sekundirer Botenstoff und Calcium-
bindende Proteine werden schon lange als relevanter Faktor fiir die Zellproliferation angesehen.”'”

Intrazelluldres Calcium ist ein ubiquitirer sekundérer Botenstoff, der auch in der Brustdriise eine
Vielzahl physiologischer Prozesse beeinflusst.”*'” In ruhenden Zellen betrigt [Ca®]; etwa 100 nM,
eine Stimulation der Zellen kann zu einem Anstieg von [Ca®']; auf iiber 1 uM fithren.'”* Etliche
onkogene Faktoren nehmen [Ca®']i-vermittelt Einfluss auf Wachstum und Uberleben von Brustkrebs-

175,176

und anderen Tumorzellen. Dementsprechend konnen Verénderungen des [Ca”');-Signalling zur
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Transformation von gesunden zu Krebszellen beitragen.'”>'”” Eine Erhéhung der [Ca®; in
Tumorzellen kann von Neurotransmittern, Hormonen, Zytokinen und Wachstumsfaktoren
y

159,175,176,178 CaZ+

ausgehen. kann in der Folge entweder direkt an entsprechende Zielproteine binden und

diese aktivieren oder die entsprechenden Signale iiber Ca*"-bindende Proteine wie Calmodulin

vermitteln. "

Diese Signale werden in Abhidngigkeit lokaler, iibergangsweise auftretenden
Oszillationen von [Ca®']; reguliert, welche auch als Ca*"-Transienten bezeichnet werden. Sie kénnen
entweder durch Freisetzung aus intrazelluliren Speichern oder durch den Einstrom von
extrazellulirem Ca>" generiert werden. Interessanterweise findet sich in Tumorzellen kein typisches

179180 Bekannt ist, dass [Ca’]; und Calcium-bindende Proteine in den

Oszillationsmuster.
Zellzyklus involviert sind. Insbesondere wéhrend der Gl-Phase, des Gl/S-Ubergangs, des
G2/M-Ubergangs sowie zwischen Meta- und Anaphase lassen sich die zuvor beschriebenen
transienten Anstiege der [Ca®']; sowie Ca’"-Oszillationen beobachten (s. Abb. 1.5 A+B).!%*!7+181.182
Die Oszillationen regulieren die Expression und Aktivitdt mitogener Kontrollstrukturen des Zellzyklus
und garantieren dadurch die Zellzykluspassage (s.u.). Dementsprechend fiihrt eine Stoérung der
[Ca®"]i-Homdostase zu einer verinderten Proliferation.'™!”’

In Prostatakarzinomzellen bewirkt eine IK-Aktivierung eine Hyperpolarisation des
Membranpotentials, wodurch Ca’"-Kanile aus der transient receptor potential Familie (TRP-Kanéle)
vom Typ V6 (TRPV6) 6ffnen und dadurch einen Calciumeinstrom erméglichen. Durch eine Inhibition
von IK kann daher eine Inhibition der Proliferation der Prostatakarzinomzellen beobachtet werden.'®
Auch in Pankreaskarzinomzellen ldsst sich eine Wachstumsinhibition durch eine IK-Blockade
nachweisen, welche ahnlich begriindet wird."”® So konnte durch eine artifizielle Erhhung des
extrazelluliren Calciums ein verstirkter Ca’’-Einstrom erreicht werden, wodurch die
Wachstumsinhibition iiber die IK-Hemmung zumindest teilweise aufgehoben werden konnte.'”* Wie
bereits zuvor erwihnt, kann durch die Blockade von IK-Kanélen in MCF-7 Brusttumorzellen ebenfalls
eine Proliferationsinhibition iiber eine Depolarisation des Membranpotentials erreicht werden.
Zusatzlich lasst sich dabei auch eine Reduktion von [Ca2+]i beobachten, welche vermutlich durch eine

funktionale Kopplung von IK mit TRPC1-Kanilen bedingt jgt, 193166

Auch konnen Kaliumkandle mit mitogenen Kontrollstrukturen des Zellzyklus interagieren (s. Abb.

1.5 C). Wie bereits erwéhnt, zdhlen hierzu die Cycline.'”’

Thre Expression steigt und féllt im Laufe des
Zellzyklus in Abhidngigkeit der Zellzyklusphase, wodurch sie periodisch die CDKs aktivieren, deren
Spiegel wihrend des gesamten Zyklus konstant bleiben. Uber die Aktivierung der CDKs laufen dann
Signalkaskaden fiir einen korrekten Verlauf des Zellzyklus ab."”’ Insbesondere der G1/S-Ubergang ist
ein kritischer Punkt, der unter anderem von Cyclin D1 reguliert wird, welches direkt durch
Wachstumsfaktor-induzierte Stimuli aktiviert wird."””'™ Nach ihrer Aktivierung in der frithen
Gl-Phase phosphorylieren D-Cyclin-abhéngige CDKs beispielsweise das Retinoblastom
Tumorsuppressorgen (pRb). Fiir viele Strukturen der Zellzykluskontrolle l4sst sich eine abnormale
Expression oder Transformation in humanen Tumoren nachweisen, so z.B. fiir Cyclin D1 oder pRb in

185-187

Brusttumoren. Am hiufigsten lassen sich in Tumoren jedoch Mutationen (loss of function) des

140,141,188,189
Tumorsuppressorgens p53 beobachten, "™

G1/S-Ubergang kontrolliert, bei DNA-Schiiden sofort aktiviert wird und in Abhingigkeit weiterer

welches unter physiologischen Bedingungen den

Strukturen die CDKs inhibieren kann. Dadurch wird eine G1-Arretierung der Zellen erreicht und die
DNA-Reparatur ausgelost. Im Falle eines nicht behebbaren Schadens kann p53 als Zellzyklusregulator
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auch als Induktor der Apoptose fungieren."””'¥

Weitere wichtige Strukturen im frithen Zellzyklus sind
die sogenannten immediate early genes, die unter anderem auch in Brustkrebszellen unmittelbar nach
Wachstumsfaktorstimulation in der G1-Phase voriibergehend aktiviert werden. lhre Expressionslevel
sind in Ruhephasen extrem niedrig, steigen aber innerhalb kiirzester Zeit nach entsprechenden

175,190

extrazelluldren Signalen an. Konkrete Beispiele sind c-fos und c-jun, die unter anderem den

Ubergang aus der Ruhephase GO in die G1-Phase ermdglichen und bei einer Inhibition den Eintritt in

die S-Phase unterbinden. "'

Die Strukturen greifen iiber eine Dimerisierung zum activator protein 1
(AP-1) unter anderem regulatorisch in die Transkription verschiedener Gene ein; c-jun ist anders als
c-fos auch zur Bildung von Homodimeren fihig. Viele der regulierten Gene wie beispielsweise
Cyclin DI und pRb sind in die Entstehung und Progression von Tumoren involviert (s.0.). Auch die
Transkription von Regulatoren der Apoptose wie Bcl-2 (B-cell lymphoma) oder Bcl-XL sowie der
Invasion und Metastasierung wird von AP-1 kontrolliert."”® In vielen Tumoren wie Ovarialkarzinom,
Melanom, Kolonkarzinom und auch im Mammakarzinom finden sich Veridnderungen von c-fos und

: 193,194
c-jun.

Die Expression der immediate early genes sowie die Aktivierung bestimmter
Zellzyklusproteine wie pRb werden auBlerdem durch die zuvor beschriebenen [Ca®']i-Oszillationen
koordiniert.'*'""!®5 Des Weiteren kann durch [Ca*']; die Ca”/CaM-abhéingige Kinase (CaMK)
aktiviert werden, welche in der Folge ebenfalls die Expression von c-fos und c-jun sowie Cyclin D1
reguliert. Gemeinsam mit der Phosphatase Calcineurin wird die CaMK auBerdem fiir die Repression
des endogenen CDK-Inhibitors p21 benotigt.'™

Kaliumkandle konnen mit den oben erwidhnten Zellzyklusstrukturen durch nicht-kanonische
Funktionen, die unabhdngig von ihrer Kaliumpermeabilitét sind, interagieren. Sie greifen dadurch in
Signalkaskaden ein, die final zum Beispiel die Transkription bestimmter Onkogene oder
Tumorsuppressorgene koordinieren. Die genauen Mechanismen, wie Kaliumkanéle diese Prozesse
regulieren, sind jedoch noch nicht bekannt.”'* Jedoch sind sowohl fiir IK- und BK-Kanile in
verschiedenen Tumorentititen bereits erste Befunde iiber Interaktionen mit Transkriptionsfaktoren
oder Zellzyklusproteinen beschrieben (s. Abb. 1.5 C).

Beispielsweise ilibernehmen IK-Kandle in Prostatakarzinomzellen wichtige Funktionen bei der

149,183,196

Proliferation iiber eine Interaktion mit p21, einem endogenen CDK-Inhibitor. In der Folge der

pharmakologischen Inhibition von IK mit Clotrimazol bzw. TRAM-34 wird p21 induziert, wodurch
die Proliferation der Zellen inhibiert wird. Damit iibereinstimmend lisst sich durch die Behandlung
der Zellen mit dem IK-Kanal6ffner 1-Ethylbenzimidazolinon (1-EBIO) eine Stimulation der

149.183 71dem konnte die Proliferation einer humanen HCC-Zelllinie durch

151

Proliferation beobachten.
eine pharmakologische Inhibition mit TRAM-34 reduziert werden. ° In einer weiteren Arbeit wurde
gezeigt, dass dieser Effekt vermutlich auf einer verminderten Expression des ER-o und des
Transkriptionsfaktors nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells (NFxB)

%8 50 dass IK-Kanile in

beruht."”” NFkB stellt einen Interaktionspartner von AP-1 dar (s.o.),
HCC-Zellen indirekt auch die AP-1-regulierte Transkription beeinflussen kdnnen.

Die pharmakologische Inhibition von BK-Kandlen in HeLa-Zellen sowie in der
Ovarialkarzinomzelllinie A2780 bewirkt eine Arretierung in der Gl-Phase und somit eine
Wachstumsinhibition, welche mit einer erhdhten Expression von p53 einhergeht.'” Jedoch beschreibt
dieselbe Arbeitsgruppe in einer anderen Arbeit fiir die Ovarialkarzinomzellen genau den
entgegengesetzten Effekt: So konnten sie durch die Behandlung der Zellen mit dem BK-Kanaloffner

NS1619 ebenfalls eine Proliferationsinhibition aufgrund einer erhdhten p53-Expression beobachten.*”
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Die genaue Funktion von BK bei der Proliferation dieser Zellen bleibt somit noch ungeklért. In einer
weiteren Publikation zeigte die Arbeitsgruppe von Ouadid-Ahidouch, dass BK-Kanile durch eine
funktionale Kopplung mit I[P;-Rezeptoren (Inositoltriphosphat-Rezeptoren) die Proliferation von
MCEF-7 Zellen iiber eine G1-Arretierung koordinieren.”®' Dieser Effekt wird iiber verringerte Spiegel
von Cyclin D1 und CDK4 vermittelt.*"'

beschrieben, welches unter anderem Prozesse wie Zellzyklus und Invasion reguliert. So fiihrt die

Ebenfalls wird eine Interaktion von BK mit Caveolin-1

Inhibition von Caveolin-1 zu einer Aktivierung von BK und damit zu einer verstirkten Proliferation
von MCF-7 Zellen.*”

Zusammenfassend zeigen die Publikationen, dass IK- und BK-Kanile sowie Kaliumkanéle generell

wichtige Aufgaben beim Wachstum und der Proliferation von Tumorzellen iibernehmen, was ihre

Funktion als Onkokanile und ihr Potential als mogliche Arzneistoffzielstrukturen weiter unterstreicht.

Orai
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Abb. 1.5 Kaliumkanal-vermittelte Regulationsméglichkeiten der Zellproliferation

(Vereinfacht®®*"°71*) Kaliumkanile konnen den Zellzyklus und somit die Proliferation iiber (A) das
Membranpotential, (B) [Ca®']--Signale und (C) nicht-kanonische Funktionen regulieren. (A) Fiir den G1/S-
Ubergang ist eine Hyperpolarisation essentiell, die auf einer erhdhten relativen Permeabilitit fiir Kalium beruht.
Diese Hyperpolarisation wird beispielsweise durch IK-Kanile vermittelt. BK-Kanile hingegen regulieren die
Progression durch die S-Phase. Am G2/M-Ubergang sowie nach der Mitose lisst sich eine Depolarisation der
Membran beobachten, welche ebenfalls durch Kaliumstrome reguliert wird. Dariiber hinaus treten zu Beginn der
G1-Phase sowie an den Phaseniibergéngen G1/S, G2/M sowie zwischen Meta- und Anaphase charakteristische
[Ca®"]-Oszillationen auf. Diese sind essentiell fiir eine adiquate Zellzyklusprogression. (B) Die Regulation der
Ca’"-Signale erfolgt ebenfalls iiber Kaliumkanile, da der Kaliumstrom iiber die Anderung des
Membranpotentials die Triebkraft fiir den Ca”"-Einstrom ist. Somit beeinflussen sie Ca**-abhingige Signalwege,
welche in der Folge wiederum die Zellproliferation koordinieren. (C) Kaliumkanéle kénnen zudem iiber nicht-
kanonische Funktionen mit Zellzyklusproteinen interagieren. Diese Mechanismen sind unabhédngig von der
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Kaliumpermeabilitdt und bis jetzt noch weitgehend unklar. In verschiedenen Tumorentititen konnte
beispielsweise ein Einfluss der BK-Kanalaktivitdt auf die Expression von p53, Cyclin D1 oder der CDK4
beobachtet werden. IK-Kanile beeinflussen hingegen die Transkription von p2/, NFxB sowie ERa. Genaueres
im FlieBtext. (Pro: Prophase; Meta: Metaphase; Ana: Anaphase; Telo: Telophase; M: Mitose; Vm:
Membranpotential; IK: Calcium-aktivierter Kaliumkanal mit mittlerer Leitfdhigkeit; BK: Calcium-aktivierter
Kaliumkanal mit hoher Leitfdhigkeit; TRP: Transient receptor potential; ER: Endoplasmatisches Retikulum;
CDK: Cyclin-abhidngige Kinase/cyclin-dependent kinase; NFkB: nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of
activated B cells; ERa.: Estrogenrezeptor o)

1.3.1.2 Rolle von K'-Kaniilen bei der Apoptose

Ein hdufig in der Forschung adressiertes Charakteristikum von Tumorzellen ist eine gesteigerte
Resistenz gegeniiber der Apoptose, welche aus einer Storung der Balance von pro- und anti-
apoptotischen Faktoren zugunsten der Antiapoptose resultiert. Kaliumkanéle kénnen durch Interaktion
mit diesen Proteinen einige der notwendigen apoptotischen Schritte regulieren.

Die Apoptose ist eine Form des programmierten Zelltodes, um irreversibel geschidigte Zellen gezielt
zu entfernen.””** Sie geschieht als natiirlicher Prozess wihrend der Entwicklung eines Organismus
und tritt dariiber hinaus als Verteidigungsmechanismus bei Immunreaktionen oder anderen Noxen

auf.”*>** Mogliche auslésende Faktoren sind Hypoxie und Hitze sowie Bestrahlung und bestimmte

. . . . . 205
Arzneistoffe, was man sich auch in der Antitumortherapie zunutze macht.

Die Apoptose zeichnet
sich durch charakteristische morphologische und biochemische Veridnderungen aus. Typische
morphologische Kriterien sind das Abrunden der Zelle, die Kondensation und Fragmentierung des
Zellkerns sowie der Kontaktverlust zu benachbarten Zellen und der Extrazellulirmatrix.”*** Auf
biochemischer Ebene lassen sich die durch Hydrolyse entstehenden DNA-Fragmente, die
Externalisierung von Phosphatidylserin (PS) und weitere spezifische proteolytische Prozesse

203,204

detektieren. Die Apoptose wird tiiber intrazelluldre Signalkaskaden durch sogenannte Cystein-

Asparaginsdure-spezifische Proteasen (Caspasen) zellspezifisch koordiniert, so dass nicht betroffene

Zellen nicht beschadigt werden.'®2%2"7

Letztlich werden die im Zuge des Absterbens gebildeten
apoptotischen Korper (apoptotic bodies) von Phagozyten entfernt.*” Caspasen sind hochspezifische
Cystein-Proteasen, die als inaktive Vorlduferenzyme in Zellen vorliegen und dabei keine oder geringe

proteolytische Aktivitit zeigen.”**"’

Nach ihrer Aktivierung schneiden die Enzyme die wichtigsten
Bestandteile des Zytoskeletts, so z.B. die Komponenten des Actin-Mikrofilaments wie Actin und
Actin-assoziierte Proteine wie Myosin und Tubuline. Es wird angenommen, dass diese gezielte
Auflésung des Zytoskeletts die bei der Apoptose typischen abgerundeten Zellkérper verursacht.””

Nach heutigem Standpunkt werden drei Hauptwege der Apoptose unterschieden, der extrinsische Weg
(Todesrezeptor Weg) und der intrinsische Weg (mitochondrialer Weg) sowie der Granzym-Weg
(s. Abb. 1.6). Zwar unterscheiden sich die Kaskaden in ihrer Aktivierung, allerdings fithren alle zu
einer Aktivierung verschiedener Caspasen, insbesondere der wichtigsten Effektorcaspasen
203-205,208

Caspase 3,6 und 7. Der extrinsische Weg wird iiber die Bindung eines entsprechenden

Liganden an den korrespondierenden transmembrandren Todesrezeptor (death receptor, DR)

. . 203-205
induziert.

Die dadurch ausgeldste Signalkaskade aktiviert final die Caspase 8, welche nun
proteolytisch die Effektorcaspasen 3, 6 und 7 aktiviert.””™ Der intrinsische Weg wird durch Stimuli
aktiviert, die nicht Rezeptor-vermittelt ablaufen. Mdgliche Ausloser des intrinsischen Signalwegs sind
einerseits der Verlust bestimmter Wachstumsfaktoren, Hormone oder Zytokine, andererseits auch
Bestrahlung, Hypoxie, Toxine, freie Radikale oder virale Infektionen. Durch die daraus entstehenden
DNA-Schiaden wird p53 aktiviert, welches die Balance zugunsten der proapoptotischen Proteine der

Bcl-2-Familie verschiebt.'® Diese interagieren direkt mit den Mitochondrien und verindern dadurch
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die innere Mitochondrienmembran, was in der Offnung mitochondrialer Poren, dem Verlust des
mitochondrialen Transmembranpotentials und der Freisetzung weiterer proapoptotischer Molekiile wie

Cytochrom C in das Cytosol resultiert.*”

Cytochrom C selbst bildet mit dem Apoptose-auslosendem
Faktor-1 (apoptotic peptidase activating factor 1, APAF-1) und der Pro-Caspase 9 das sogenannte
Apoptosom, iiber das die aktive Form der Caspase 9 entsteht. Aktive Caspase 9 aktiviert ihrerseits die
Effektorcaspasen 3, 6 und 7, was letztlich zur Auflosung der Zellstruktur fiihrt (5.0.).!89-203-203:208
Theoretisch kann auch eine Interaktion zwischen extrinsischem und intrinsischem Weg iiber die
Caspase 8-vermittelte Spaltung des Proteins BH3 interacting domain death agonist (BID) erfolgen.
Das daraus resultierende tBID, ein Mitglied der Bcl-2-Familie, kann einen Verlust des
mitochondrialen Membranpotentials und somit den intrinsischen Signalweg auslosen (s.u.).2*?2%

Die Apoptose kann zudem durch [Ca®']; initiiert und reguliert werden, wenngleich die genaue
Funktion von Ca*" kontrovers diskutiert wird.'”*!”'%2% Dje pro- bzw. antiapoptotische Wirkung von
[Ca®"]; ist stark von der [Ca®']i-Konzentration abhéngig. Das Kriterium fiir ein Ca”-abhéingiges
apoptotisches Signal ist ein Konzentrationsanstieg, der nicht das zytotoxische Level erreicht und daher

173,180,210

nicht zu Nekrose fithren konnte. Im Zuge des programmierten Zelltods wirkt es dagegen als

179,180,210 . :
ST oder fur die

Aktivator fiir Effektorproteine der Apoptose wie etwa fiir Caspasen (s.0.)
Transporterenzyme von Phosphatidylserin.®’®  AuBerdem kann [Ca®]; die mitochondriale
Cytochrom C-Freisetzung (s.0.) erhdhen und somit das apoptotische Signal amplifizieren.”” Auch eine
direkte Interaktion mit Bcl-2 ist beschrieben.”'!

Kaliumkanile und auch K¢, konnen an vielen Punkten der hochkomplexen apoptotischen Signalwege
eingreifen, wenngleich kein spezifischer Subtyp fiir alle Tumorentitdten ausfindig gemacht werden
kann.”'"? So konnen Kaliumkanile sowohl mit dem intrinsischen als auch mit dem extrinsischen
Signalweg interagieren. Damit {ibereinstimmend ldsst sich zu Beginn der Apoptose eine
Volumenreduktion beobachten (apoptotic volume decrease, AVD),'""*'**"* die mit einer Bewegung
von lonen iiber die Plasmamembran und damit einem passiven Transport von Wasser liber Aquaporine
verbunden ist. Damit {ibereinstimmend finden sich hdufig reduzierte intrazellulire Kaliumspiegel
aufgrund des Kaliumeffluxes. Eine verdnderte Kaliumkanalexpression oder -aktivitit kann folglich die

28,145,163,212

Volumenreduktion beeintrdchtigen. Beispielsweise sind K,-Kandle in der AML-Zelllinie

ML-1 an den ersten Schritten der mitochondrialen Signalkaskade beteiligt.”'* So induziert eine

UV-Bestrahlung in diesen Zellen eine starke Hochregulation der Kanéle, was in der Folge

c-jun-terminale Kinasen (JNK) aktiviert.”"*

215,216

JNK 16sen bekanntlich {iber den intrinsischen Signalweg
die Apoptose aus. Dariiber hinaus fiihrt die pharmakologische Inhibition von SK2-Kanélen in
MCEF-7 Zellen zu einer Reduktion von Bcl-2 sowie einer Aktivierung von Caspase 7 und Caspase 9,
nicht jedoch von Caspase 8. Dies impliziert eine Involvierung von SK2 in den intrinsischen Signalweg
in MCF-7 Zellen”"” Eine weitere Arbeit zeigt, dass fir die Induktion der Apoptose durch
Wasserstoffperoxid  (H,O,) in  verschiedenen Tumorzelllinien, darunter auch in der
Mammakarzinomzelllinie SK-BR-3, die Aktivitdt von hERG-Kanilen essentiell ist. 2!

Auch IK- und BK-Kanile kénnen die Apoptose von Tumorzellen regulieren. Wie in Kapitel 1.3.1.1
beschrieben, ist beispielsweise eine Interaktion von BK-Kanilen mit p53 in HeLa-Zellen sowie in
einer Ovarialkarzinomzelllinie bekannt. Die pharmakologische Inhibition mit IbTx fiihrt in der Folge
nicht nur zu einem antiproliferativen Effekt, sondern induziert auch die Apoptose iiber eine erhdhte
Expression von p53, p21 und Bax."” Interessanterweise beobachtete dieselbe Arbeitsgruppe durch die
Behandlung der Ovarialkarzinomzelllinien mit dem BK-Kanaldffner NS1619 ebenfalls eine Induktion
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der Apoptose iiber p53, p21 und Bax.*”

Die genaue Funktion von BK-Kanélen bei der Apoptose
bleibt in diesen Zellen somit ungekldrt. AuBerdem konnen BK und IK iiber eine Regulation des AVD
in apoptotische Signalwege von Tumorzellen eingreifen.””’ So vermitteln IK-Kanile in Gliomzellen
die Volumenreduktion, welche iiber den mitochondrialen Signalweg induziert wird. Dies konnte durch
eine Behandlung der Zellen mit Staurosporin (STS) gezeigt werden. STS ist ein Induktor des

mitochondrialen Apoptose-Signalwegs®'***’

und induziert einen schnellen globalen Anstieg von
[Ca™];, was zu einer Offnung der IK-Kanile und somit zur apoptotischen Volumenreduktion fiihrt.*"
Im Gegensatz dazu wird eine Volumenreduktion iiber den Tumornekrosefaktor-verwandten Apoptose-
induzierenden Liganden (tumour necrosis factor related apoptosis inducing ligand, TRAIL), welcher
durch Bindung an den Todesrezeptor den extrinsischen Signalweg auslost, iiber BK-Kanile
reguliert.””” Damit iibereinstimmend konnte eine andere Arbeitsgruppe zeigen, dass die zusitzliche
Behandlung mit PAX von TRAIL-resistenten Gliomzellen wieder zu einer Apoptoseinduktion iiber
TRAIL fiihrt. Dies ist bedingt durch eine Hochregulation des TRAIL-Rezeptors DRS, was final in
einer verstirkten Aktivierung der Caspase 3 resultiert.””' Dass eine Kombination mit Kanalinhibitoren
zu einer Induktion der Apoptose iiber TRAIL fithren kann, ist auch fiir IK-Kanile in humanen

Melanomzellen beschrieben.??

TRAM-34 fiihrt in diesen Zellen zu einer Arretierung der Zellen in der
G1-Phase, apoptotische Signalwege bleiben nach alleiniger TRAM-34 Applikation jedoch
unbeeinflusst. Eine Kombination mit TRAIL hingegen bewirkt eine starke Induktion der Apoptose
sowohl in TRAIL-sensitiven als auch in TRAIL-resistenten Zelllinien: Dies betrifft einerseits den
extrinsischen Signalweg (s. Abb. 1.6), da eine erhohte Expression von DR4 und DRS5 detektiert
werden konnte. Andererseits kann durch die Kombination in den intrinsischen Weg iiber eine
Anderung des Mitochondrienmembranpotential eingegriffen werden, wodurch Cytochrom C, der
Apoptose-induzierende Faktor (apoptosis inducing factor, AIF) und SMAC (second mitochondrial
activator of caspases) ins Cytosol freigesetzt werden. Damit iibereinstimmend wurde ebenfalls eine
verdnderte Aktivitit der Caspasen 3 und 9 nachgewiesen.”” In der Brustkrebszelllinie MDA-MB-231
konnte hingegen auch durch die alleinige Behandlung mit TRAM-34 ein antiapoptotischer Effekt iiber
einen noch ungeklirten Mechanismus beobachtet werden.”” Interessanterweise wurde in
epidermoiden Krebszellen jedoch gezeigt, dass eine pharmakologische Inhibition von IK die
Sensitivitit der Zellen gegeniiber Cisplatin vermindert.** Cisplatin bewirkt in diesen Zellen
normalerweise eine Reduktion der Zellviabilitit iiber eine Induktion der Caspasen 3 und 7. Durch die
gleichzeitige Applikation von Clotrimazol oder TRAM-34 koénnen jedoch sowohl die Zellviabilitit

224

erhoht als auch die Caspaseaktivitit reduziert werden.”” Zudem ist bekannt, dass Zoledronat in

MDA-MB-231 Zellen die Apoptose induziert, was mit einer Aktivierung von BK-Kanilen

** Dies wird vermutlich iiber einen Anstieg von [Ca>']; sowie einer Depolarisation des

einhergeht.
mitochondrialen Membranpotentials koordiniert, da beide Prozesse sowohl durch die Behandlung mit
Zoledronat als auch mit dem BK-Kanaloffner NS1619 ausgeldst werden.”” IK und BK werden
auBerdem auch in Mitochondrien von Zellen exprimiert und kdénnten so den intrinsischen Signalweg
iiber die Regulation des mitochondrialen Membranpotentials koordinieren. Beispielsweise konnten in
der inneren Mitochondrienmembran einer humanen Kolonkarzinomzelllinie sowie in HeLa-Zellen
IK-Kanéle (mitolKc,) identifiziert werden, die zur Regulation des Membranpotentials und somit zur

26227 Auch BK-Kanile konnten bereits in

Induktion des intrinsischen Signalwegs beitragen konnten.
Mitochondrien von Gliomzellen nachgewiesen werden. Diese mitoBK¢,-Kanéle regulieren ebenfalls

das Membranpotential und koordinieren somit auch dessen Zusammenbruch nach einem apoptotischen
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Stimulus.**®

Sowohl IK- als auch BK-Kanile konnten demnach direkt die Freisetzung von
Cytochrom C und die anschlieBende Caspasenaktivierung beeinflussen.

Kaliumkandle und darunter auch IK- und BK-Kanile sind also zusammengenommen fiir einen
addquaten Ablauf der Apoptose wichtig. Dadurch tragen sie essentiell zur Malignitidt von Tumorzellen

bei, in welchen die Apoptose bekanntermaBlen dereguliert ist (s.0.).
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Abb. 1.6 Kaliumkanal-vermittelte Regulationsmoglichkeiten der Apoptose

(Vereinfacht™'-2721921522122) Dyie Apoptose kann durch zwei Signalwege eingeleitet werden. Der extrinsische
Weg wird durch die Bindung eines Todesliganden, z.B. TRAIL, an den korrespondierenden Todesrezeptor (DR)
aktiviert. Der intrinsische Weg (mitochondrialer Weg) wird durch Stimuli wie UV-Strahlung oder Radikale
induziert und fiihrt zu einer Freisetzung von Cytochrom C aus den Mitochondrien. Beide Signalwege aktivieren
final die Caspase 3 durch proteolytische Spaltung, worauf die Zellstruktur letztlich zerstért wird. Von
Kaliumkanélen ist bekannt, dass sic sowohl mit dem extrinsischen als auch mit dem intrinsischen Signalweg
interagieren konnen. Beispielsweise wird eine TRAIL-vermittelte Volumenreduktion iiber BK-Kanéle reguliert.
Dartiber hinaus fiihrt eine Inhibition des BK-Kanals zu einer Hochregulation von p53 sowie Bax und somit zu
einer Aktivierung des mitochondrialen Signalweges. Des Weiteren lassen sich in der inneren
Mitochondrienmembran IK- und BK-Kanile nachweisen, welche iiber eine Regulation des mitochondrialen
Membranpotentials ebenfalls den intrinsischen Signalweg koordinieren kdnnen. Auflerdem ist bekannt, dass
Kaliumkanile die sogenannte apoptotische Volumenreduktion (AVD) vermitteln, welche bei der Induktion der
Apoptose von essentieller Bedeutung ist. Genaueres im Flieftext. (TRAIL: tumour necrosis factor related
apoptosis inducing ligand; DR: Todesrezeptor/death receptor; IK: Calcium-aktivierter Kaliumkanal mit mittlerer
Leitfahigkeit; BK: Calcium-aktivierter Kaliumkanal mit hoher Leitfdhigkeit; AVD: Apoptotische
Volumenreduktion/apoptotic volume decrease; Bcl-2: B-cell lymphoma 2; CytC: Cytochrom C; V.
Membranpotential; mito: Mitochondrien)
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1.3.1.3 Rolle von K'-Kaniilen bei der Migration und Metastasierung

Wenngleich es kein Bestandteil der vorliegenden Arbeit war, die Funktion von IK- und BK-Kanélen
bei der Migration und Metastasierung von Tumorzellen zu charakterisieren, soll ihre Rolle bei diesen
Prozessen dennoch an dieser Stelle kurz beleuchtet werden. Schlielich ist die Metastasierung von
Tumorzellen eine der groBten Herausforderungen in der heutigen Tumortherapie und ist klinisch
enorm bedeutend, denn bei etwa 90% aller Patienten sind die Metastasen fiir den Tod
verantwortlich.**'*"'** Die Metastasierung beschreibt einen hochkomplexen Prozess, der Migration,
Invasion und Adhésion beinhaltet, und als Schliisseleigenschaft bosartiger Tumorerkrankungen zu
verstehen ist. Metastasierende Zellen miissen sich aus dem Zellverband des Ursprungsgewebes, dem
Primértumor, 16sen und in die Lymph- oder Blutbahn gelangen, um so fremdes Gewebe zu infiltrieren

29,145

und Absiedlungen zu bilden. Fir eine gezielte Migration und Infiltration sind spezifische
hapto- und chemotaktische Signale, intrazelluldre Signalkaskaden, eine motorische Aktivitdt der Zelle
iber eine Volumenreduktion und Integritit des Zytoskeletts sowie ein Ablosen von der
Extrazellulirmatrix und im Anschluss die Reorganisation der Zelle notwendig.*® Ionenkanile kénnen
in all diese Vorgénge involviert sein, spielen aber insbesondere bei der Regulation des Zellvolumens

26,145,229 .
77 Dies

eine essentielle Rolle. ist bei der Migration insofern von Bedeutung, als dass die Integritét

229 . . . . .
Um Gewebebarrieren zu iiberwinden, miissen sich

des Zytoskeletts stark vom Zellvolumen abhéngt.
Tumorzellen kurzfristig lokal morphologisch verdndern, was auch als morphologische Polaritét
bezeichnet wird.***** Konkret bedeutet dies, dass der vordere Teil der Zelle mit der Bewegung beginnt
und dadurch als sogenannte Lamellopodien aus dem restlichen Zellkdrper hinausragt (protrusion),
verbunden mit einem lokalem, isoosmotischen Anstieg des Zellvolumens. Der hintere Teil der Zelle
muss nun nachriicken (retraction), was durch eine lokale, isoosmotische Reduktion des Zellvolumens
garantiert wird.'"” Genau iiber diese Anderungen des Zellvolumens tragen Ionenkanile und so auch
Kaliumkanile zu einem invasiven Phénotyp bei. Damit wird auch begriindet, warum Kaliumkanéle in
fast allen migrierenden Zelltypen wie Leukozyten und Tumorzellen nachgewiesen werden

145,147,229
konnten. ™"

Dementsprechend konnte fiir viele Tumorentititen gezeigt werden, dass
K'-Onkokanile an der Zellmigration und Metastasierung beteiligt sind.*

In der Brustkrebszelllinie MDA-MB-231 {iibernehmen hERG-Kanidle {iiber die Kontrolle des
Membranpotentials sowie des Ca*"-Einstroms wichtige Funktionen bei der Zellmigration.”*” So kann
durch die Inhibition bzw. den siRNA-vermittelten knockdown von hERG die Migration der Zellen
reduziert werden. Dies geschieht aufgrund der Depolarisation des Membranpotentials sowie eines
reduzierten Ca2+-Einstroms, welcher auf einer Interaktion von hERG mit Orail-Kanilen beruht.”*’
Auch in kolorektalen Tumoren ist die Aktivitit von hERG-Kanélen eine wichtige Determinante fiir

1

. . . .. 23 . . . . . ..
einen invasiven Phédnotyp. Zum einen lassen sich in invasiveren Subtypen hohere

hERG-Proteinlevel beobachten. Zum anderen kann durch eine hERG-Uberexpression das
" In Melanomzellen wurden
Die Motilitdt wird {iber die

SK3-vermittele Hyperpolarisation der Membran erreicht, woriiber vermutlich ein Einstrom von Ca**

Migrationspotential entsprechender Zelllinien gesteigert werden.”

SK3-Kanéle als essentielle Faktoren der Zellmotilitét ausgemacht.232

ermoglicht wird. Durch einen knockdown von SK3 kann die Motilitét der Zellen inhibiert werden. Ob
SK3-Kanile die Motilitit auch iiber eine Volumenregulation beeinflussen, ist noch ungeklirt.”** Auch
fiir Brusttumore konnte eine Beteiligung von SK3-Kanilen an der Migration nachgewiesen werden.**’
Dies wurde dariiber gezeigt, dass SK3 in der metastasierenden Zelllinie MDA-MB-435s, nicht aber in

Brusttumorzelllinien mit geringer migratorischer Kapazitit, wie beispielsweise MCF-7, exprimiert
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wird. Wiéhrend ein knockdown bzw. eine pharmakologische Inhibition in MDA-MB-435s zu einer
geringeren Migration fiihrt, kann durch eine induzierte SK3-Expression in MCF-7 Zellen die
Migration ausgelost werden.”’ Die Koordination der Zellmigration erfolgt in MDA-MB-435s Zellen
iiber einen Einstrom von Ca2+, welcher von SK3 durch eine Interaktion mit Orail kontrolliert wird.***

IK-Kanidle werden in vielen migrierenden Zelltypen gefunden, so auch in nicht malignen
Immunzellen. Thr mdglicher Beitrag zur Migration und Metastasierung von Tumorzellen wird meist
mit einer entsprechenden Uberexpression begriindet. Hiufig kann dabei durch eine Kanalinhibition

147

oder -ablation eine verringerte Metastasierung erreicht werden. ™' IK-Kanéle regulieren durch den

Kaliumausstrom insbesondere die retraction der Zelle, was durch eine gezielte Inhibition von IK am

vorderen bzw. hinteren Abschnitt der Zelle gezeigt werden konnte.”**

In Gliomzellen ist ihr Beitrag
zur Migration und Metastasierung bereits sehr detailliert in der Literatur beschrieben: Die erhdhte
Expression der Kanile fiihrt zu einem migratorischen Phénotyp und wird haufig {iber eine Interaktion
mit entsprechenden Zytokinen wund Chemokinen oder durch eine Volumenreduktion

26,91,92,235,236

vermittelt. Die Aktivierung der IK-Kanile kann unter anderem iiber [Ca®']i-Oszillationen

erfolgen, welche durch Wachstumsfaktor-vermittelte Stimuli induziert werden.”’

Die Beteiligung von
IK-Kanilen an der Migration von Glioblastomzellen konnte damit {ibereinstimmend auch in vivo
bestitigt werden.””’ Auch in Melanomzellen konnte durch ChTx eine reduzierte Migration erreicht
werden, was zumindest teilweise auf eine Involvierung von IK-Kanilen in Metastasierungsprozesse

dieser Tumorentitit schlieBen ldsst. >

Des Weiteren ist eine erhohte Expression von KCNN4 mit der
epithelial-mesenchymalen Transition humaner Kolonkarzinomzellen assoziiert. Dieser Vorgang fiihrt
zu einem Verlust von Zell-Zell-Kontakten und fordert somit die Migration der Zellen.”* Auch in der
Brusttumorzelllinie MDA-MB-231 konnte durch den siRNA-vermittelten knockdown bzw. die
pharmakologische Inhibition von IK die Anzahl migrierender Zellen signifikant reduziert werden.”

Von BK-Kanilen ist bekannt, dass sie mit einigen Faktoren der Extrazelluldrmatrix wie Cortactin oder
fokalen Adhésionskinasen (FAK) interagieren und somit zur Metastasierung beitragen konnen.**
Insbesondere beim infiltrierenden Phdnotyp des Glioblastoms wird BK-Kanidlen eine wichtige
Funktion zugeschrieben. lhr Beitrag zum Metastasierungspotential ist dabei zelltypabhéingig: So
modulieren sie beispielsweise lediglich die Migration von Gliomzellen, nicht aber die von

147

Microglia.”™" BK-Kanidle wirken als promigratorische Faktoren, denn eine Inhibition kann die

241,242

Migration verhindern. Der Eingriff von BK in das Migrationsverhalten wird unter anderem durch

M sowie

eine Aufrechterhaltung erhShter [Ca®')-Spiegel iiber eine Interaktion mit TRMPS
muskarinergen Signalwegen erreicht.”* Therapeutisch relevant ist insbesondere die Tatsache, dass die
laut Leitlinie eingesetzte Bestrahlung von Glioblastomen zu einer radioinduzierten Migration in vitro
und in vivo fiihrt. Dies wird moglicherweise iiber BK-Kandle und eine Induktion der CaMKII

vermittelt.**?*

Auch in Brusttumoren wird BK-Kanélen eine wichtige Funktion bei der Migration
und Metastasierung zugeschrieben. Sowohl BK. mRNA als auch Protein werden in hohen Mengen in
der gehirnmetastasierten Zelllinie MDA-MB-361 gefunden.** In der eigentlich nicht-metastasierenden
Zelllinie MCF-7 kann dariiber hinaus eine siRNA-vermittelte Herunterregulation von BK das
Invasionspotential ~ erh6hen. Daher wird BK-Kandlen eine  wichtige Rolle beim
Metastasierungsverhalten von Brusttumorzellen zugeschrieben. Dafiir verantwortlich ist wohl eine
Splicevariante des BK, deren Expression sowohl zu einer erhdhten Proliferation als auch Invasion

fiihrt.”*® Vermutlich wird der verinderte invasive Phinotyp von MCF-7 Zellen durch die zuvor
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beschriebene Interaktion mit Caveolin-1 ausgeldst (s. 1.3.1.1), da die Inhibition dieser Struktur zu
einer erhdhten Aktivitit von BK fiihrt und somit die Invasion der Zellen begi’mstigt.202

Zusammenfassend zeigen die Befunde der Literatur, dass funktionale IK- und BK-Kanile sowie
weitere Kaliumkanile fiir die Migration und einen invasiven Phénotyp von Tumorzellen essentiell
sind. Da dieses hallmark eine der groBten Herausforderungen der heutigen Tumortherapie darstellt, ist

die Erforschung Kaliumkanal-vermittelter Eingriffe in die Metastasierung von grofler Bedeutung.

1.3.2  Verinderte Signalwege des Mammakarzinoms

In den folgenden Kapiteln sollen fiir ein besseres Verstindnis kurz die Ras/MAPK- sowie die
PI3K/Akt-Signalkaskaden vorgestellt werden. Diese sind in Tumoren und so auch Brusttumoren
hdufig verdndert, wodurch sie zur Malignitét der Erkrankung beitragen. Dariiber hinaus sind sie fiir die
onkogene Transformation des Brustgewebes der Mausmodelle verantwortlich, welche im Rahmen
dieser Arbeit genutzt wurden (s. 3.1).

1.3.2.1 HER? als Bestandteil der HER/ERBB-Familie

HER?2 gehort zur ERBB-Familie, welche aus insgesamt vier eng verwandten Genen besteht, die alle
fiir strukturell dhnliche Rezeptortyrosinkinasen codieren.”*’**’ Hierzu zihlen ERBB (HER), ERBB-2
(HER2, neu), ERBB-3 (HER3) und ERBB-4 (HER4). ERBB codiert fiir den Prototypen des

epidermalen Wachstumsfaktorrezeptors (epidermal growth factor receptor, EGF). Die Proteine der

20,249

HER-Familie werden in vielen verschiedenen Geweben exprimiert. In der Brustdriise regulieren

sie normalerweise Wachstum sowie Differenzierung.*”’ Insbesondere HER2 wird eine wichtige
Funktion bei der malignen Transformation des Brustgewebes zugeschrieben (s. 1.3.2.1).

Allerdings koénnen auch von anderen Subtypen Uberexpression und Amplifikation in Brusttumoren

17,247,250-252

nachgewiesen werden, so z.B. fir ERBB. Eine ERBB-3 Uberexpression wurde sogar

mehrfach in Brusttumoren gefunden. Diese beruht allerdings nicht auf einer Genamplifikation,
sondern vielmehr auf einer gesteigerten Gentranskription. Obwohl hohe ERBB-3 Spiegel mit einer
hoheren Wahrscheinlichkeit fiir Metastasen in Lymphknoten assoziiert sind, scheint eine klinische
Bedeutung der ERBB-3 Uberexpression, beispiclsweise als Prognosefaktor, zum jetzigen Zeitpunkt
unwahrscheinlich.”**** Dennoch wird vermutet, dass dieser Rezeptor eine wichtige Funktion bei der

Dimerisierung des klinisch relevanten HER2 {ibernimmt (s.u.). Interessanterweise ist eine hohe

247,255
h.

Expression von ERBB-4 in Brusttumoren ungewohnlic Dieser Rezeptorsubtyp wird jedoch

héufig in ER-positiven Tumoren (s. 1.1.2) nachgewiesen und wird daher sogar eher mit einer positiven

Prognose in Verbindung gebracht.****’

EGF-Rezeptoren  bestehen  aus  einer  extrazelluliren  Ligandenbindedomine, einer

Transmembrandoméne sowie einer intrazelluldren Tyrosinkinasedoméne. Insgesamt sind tliber zwolf

249,258

verschiedene Liganden bekannt, unter anderem EGF und der Transformierende Wachstumsfaktor

247

(tumour growth factor, TGF-a).”"" Die Liganden konnen dabei unterschiedliche Prédferenzen fiir die

. . 247
einzelnen Rezeptorsubtypen aufweisen.

Auch eine indirekte Aktivierung durch G-Protein
gekoppelte Rezeptoren ist moglich. Allen Subtypen gemein ist, dass sie nach der Bindung des
Liganden Homo- oder Heterodimere bilden, was zu einer Transphosphorylierung der intrazelluldren
Domine fiihrt.2*724*

Proteine (s.u.) aktiviert, die als sogenannte sekundire Botenstoffe (second messenger) weitere

Durch die anschlieBende Phosphorylierung werden diverse intrazelluldre
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Signalkaskaden aktivieren (s. Abb. 1.7). Auch eine Interaktion mit weiteren Transmembranproteinen
und den damit verbundenen Signalwegen ist durch die Tyrosin-Phosphorylierung méglich.**"**

Im Folgenden soll nun genauer auf den Rezeptorsubtyp HER2 eingegangen werden, da insbesondere
diesem nach heutigem Forschungstand eine entscheidende Rolle bei der Entstehung von Brustkrebs
zugeschrieben wird. HER2 ist in 20-30% der Brusttumoren iiberexprimiert, und die Uberexpression
korreliert mit einer schlechten Prognose (s. 1.1.2). Dariiber hinaus wird das onkogene Potential der
Rezeptortyrosinkinase auch in der in vivo Forschung intensiv in entsprechenden Mausmodellen, wie
beispielsweise im MMTV-cNeu Mausmodell (s. 3.1), genutzt.

Interessant ist, dass die alleinige Uberexpression in Zelllinien bzw. Verinderung in Mausmodellen
ausreicht, um eine Transformation und Metastasierung zu erzielen, obgleich eine Uberexpression des

247,260,261

entsprechenden Liganden nicht detektierbar ist. Vielmehr wird angenommen, dass HER2 im

Gegensatz zu ERBB-1 oder ERBB-4 dauerhaft aktiv ist und nicht in einer inaktiven und aktiven
Konformation vorliegt. Dies wurde mithilfe von Kristallstrukturanalysen gge:zeigt.zsg’%z’263 Die
dauerhafte Aktivierung von HER2 erfolgt demnach nicht liber die Bindung eines spezifischen
Liganden, sondern iiber eine Dimerisierung mit den anderen Subtypen, nachdem an diese der Ligand
gebunden hat. HER2 mimiert folglich den Liganden-gebundenen Status der anderen Rezeptoren.*>**%
Neben der Komplexierung mit ERBB-1 wird insbesondere der Dimerisierung von HER2 mit ERBB-3
eine entscheidende Funktion bei der Tumorigenese zugeschrieben, da ERBB-3 dadurch das onkogene
Potential von HER2 weiter steigert und zudem am hiufigsten in Brusttumoren detektiert wird.”®*
ERBB-3 ist nimlich zum einen dazu in der Lage, Signaltransduktionsproteine vom Src-Typ zu binden,
welche wiederum den Ras/MAPK-Signalweg aktivieren (s.u.). Zum anderen ist ERBB-3 ein wichtiger
Induktor der PI3K/Akt-Signalkaskade (4Ak transforming factor) (s.u.), welche die Transformation,
Apoptose sowie das Invasionspotential von Zellen reguliert.”®® Diese Kaskade wird wie auch die
Ras/MAPK-Signalkaskade {tiber die Dimerisierung von ERB-Rezeptoren ausgeldst, wodurch
Transkriptionsfaktoren wie c-fos, c-jun, c-myc oder NFkB aktiviert werden.”*® Die Abhingigkeit
dieser Signalwege von der HER2-Aktivitit wird umso deutlicher, da eine Induktion dieser Gene durch

264 Auch eine Interaktion von HER2 mit Src-Kinasen

eine Herunterregulation von HER2 ausbleibt.
wird diskutiert.** In den Kapiteln 1.3.2.2 und 1.3.2.3 wird auf die MAPK- und die PI3K/Akt-
Signalwege etwas genauer eingegangen.

Mogliche Folgen der deregulierten HER2-Signalkaskaden betreffen beispielsweise die Zellpolaritit
und Zelladhdsion. Durch die Uberexpression wird auBerdem ein invasiver Phinotyp der
Brusttumorzellen begiinstigt. Dariiber hinaus wird auch ein verindertes Proliferationsverhalten
beobachtet, welches auf einer Deregulation der Zellzykluskontrolle beruht, insbesondere am
G1/S-Ubergang. Zwei Strukturen, deren Aktivitit durch HER2 beeinflusst wird und die als

Zellzyklusregulatoren fungieren, sind beispielsweise Cyclin D1 (s. 1.3.1.1) und p27.2¥

1.3.2.2 Die Ras/MAPK-Signalkaskade

Einer der Hauptsignalwege, welcher durch die Dimerisierung von HER2 mit anderen Subtypen,
insbesondere mit EGFR,249 stimuliert wird, ist die Ras/sMAPK-Signalkaskade (auch ERK-Kaskade,
s. Abb. 1.7). Die Dimerisierung fiihrt zu einer Autophosphorylierung intrazelluldrer Tyrosindoménen,
an die das Adapterprotein growth factor receptor-bound protein 2 (Grb2) iiber seine SH2-Doméne
andocken kann. Uber die SH3-Domine bindet es an mammalian homologue of the son of sevenless

(SOS), einem Guanosinnukleotid-Austauschfaktor (guanosine triphosphate exchange factor, GEF),
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und bildet mit diesem einen Komplex, iiber den Ras durch die Umwandlung von Guanosindiphosphat
(GDP) in Guanosintriphosphat (GTP) aktiviert wird. Eine Inaktivierung erfolgt durch GTPase-
aktivierende Proteine (GTPase activating proteins, GAP-Proteine), welche die Hydrolyse von GTP zu
GDP katalysieren. Ras kann nun Effektorenzyme wie die Serin/Threonin-Kinase Raf (receptor
activation factor) aktivieren, welche wiederum die Kinasen mitogen extracellular signal kinase MEK 1
und MEK?2 phosphoryliert. Dies bewirkt unter anderem die Phosphorylierung der Kinasen mitogen-
activated protein kinase 1 und 2 (MAPK), welche auch als extracellular signal-regulated kinase
(ERK) bekannt sind und die Zellproliferation regulieren.23’266 Die HER-vermittelte Aktivierung ist
vermutlich nicht nur fiir die Transmission des Signals essentiell, sondern auch fiir das Ausmaf} der
Stimulation entscheidend.”® Dies nimmt wiederum Einfluss auf die Expression  von
Transkriptionsfaktoren wie c-jun und c-fos und deren Dimerisierung zu AP-1 (s. auch 1.3.1.1) und
weitere Prozesse wie Proliferation, Differenzierung oder Uberleben, 247264266268

Mutationen in der RassMAPK-Signalkaskade konnen Ras selbst betreffen: In Tumoren finden sich
sehr hdufig Mutationen in allen drei Isoformen von Ras (hras, nras, kras), die dadurch eine erhdhte
GTPase-Aktivitdt aufweisen. Ebenfalls ist moglich, dass Verdnderungen an fritheren Stellen der
Signalkaskade auftreten konnen, wie beispielsweise eine Amplifikation von HER2, die dann zu einer
verstirkten Aktivierung des Signalweges fiihren kdnnen. Auch Mutationen von Ras-Effektorproteinen
sind rntjglich.266

Unter anderem konnen auch IK-Kandle durch die RassMAPK-Signalkaskade aktiviert werden.
Dies ist fiir Fibroblasten bekannt, in welchen die Wachstumsfaktor-vermittelte Aktivierung von
Ras/MAPK IK-Kanile induziert, wodurch das Wachstum und die Proliferation der Zellen koordiniert

770210 Auch fiir eine Glioblastomzelllinie wird postuliert, dass IK-Kanile iiber Ras/MAPK

269,270

werden.
funktional aktiviert werden. Jedoch bedarf es fiir eine genaue Charakterisierung dieses Signalwegs
weiterer Experimente.”® Dariiber hinaus ist KCNN4 in murinen HER2-positiven Mammatumoren im
Vergleich zu nicht-transformiertem Gewebe hochreguliert, was eine wichtige Funktion von IK in

. . 272
diesen Tumoren vermuten lasst.

1.3.2.3 Die PI3K/Akt-Signalkaskade

Der PI3K/Akt-Signalweg sowie damit zusammenhingende Signalkaskaden sind wichtig fiir die
Internalisierung der Effekte externer Wachstumsfaktoren und von Rezeptortyrosinkinasen wie
HER2.”” Ebenfalls kann PI3K durch Ras aktiviert werden (s. Abb. 1.7).° Dadurch werden das
Wachstum und Uberleben sowie das Invasionspotential von Zellen reguliert. Eine verstirkte
Aktivierung fiihrt daher zu Wachstumsvorteilen, Metastasierung und héufig auch zu Therapieresistenz.
Es sind verschiedene Isoformen von PI3K bekannt, wobei die PI3K der Klasse I am ausfiihrlichsten
beschrieben ist. Die Isoformen bestehen meist aus einer regulatorischen Doméne (p85, p65 oder p101)
sowie einer katalytischen p110-Doméne und phosphorylieren nach ihrer Aktivierung iiber Wachstums-
faktorrezeptoren Phosphatidylinositol-4,5-diphosphat (PIP,) zu Phosphatidylinositol-3,4,5-Triphosphat
(PIP;), welches wiederum an Akt bindet und dieses phosphoryliert.>***”*27 Akt ist auch als
Proteinkinase B bekannt und aktiviert oder inaktiviert durch Phosphorylierung wiederum etliche
Zielstrukturen, welche fiir verschiedene Zellprozesse verantwortlich sind. Beispielsweise inhibiert Akt
durch Phosphorylierung proapoptotische Faktoren wie Bad oder die Pro-Caspase 9 und begiinstigst
somit durch die Unterdriickung der Apoptose das Uberleben der Zellen. Dies wird durch die
Inaktivierung von p53 iiber die Phosphorylierung von mouse double minute 2 homolog (MDM?2)
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unterstiitzt. Zellproliferation und Zellzyklus reguliert Akt unter anderem durch die Interaktion mit

mechanistic target of rapamycin (mTOR).*"**"

Dariiber hinaus kann es in Zellzyklusprozesse auch
iiber die Interaktion mit p53 eingreifen.273 Bei Tumoren konnen neben der Amplifikation von HER2
auch Verdnderungen der Signalmolekiile fiir die Entartung verantwortlich sein. So ist der Gegenspieler
von PI3K, die Phosphatase phosphatase and tensin homolog (PTEN), sehr hdufig von
aktivititsreduzierenden Mutationen betroffen, aber auch PI3K und Akt selbst konnen durch
Amplifikation oder Mutationen in ihrer Aktivitit gesteigert werden.””**

Ahnlich wie bei der MAPK-Signalkaskade kann auch iiber PI3K eine verstiirkte Aktivierung durch
eine Uberexpression von HER2 beobachtet werden. Die zuvor erwihnte Regulation iiber die
Heterodimerisierung von HER2 mit ERBB-3 ist fiir diesen Weg besonders essentiell, da nur ERBB-3
die regulatorische p85-Untereinheit von PI3K rekrutieren kann. Fiir die Aktivierung von PI3K
wiederum ist HER2 essentiell.*** Damit iibereinstimmend wird die Transformation von Zellen, welche
HER?2 {iberexprimieren, auch mit einer verstirkten Phosphorylierung von HER3 und somit einer
verstirkten Aktivierung von PI3K und Akt assoziiert.”” Viele Arzneistoffe, die heutzutage eingesetzt
werden, greifen als sogenannte Rezeptortyrosinkinaseinhibitoren in die oben beschriebenen
Signalkaskaden ein. Dazu zéhlt das bereits beschriebene Lapatinib zur Behandlung des HER2-
positiven Mammakarzinoms. Alternativ kann der Rezeptor mithilfe therapeutischer Antikorper,
beispielsweise Trastuzumab und Pertuzumab, adressiert werden (s. 1.1.2). Indirekt greifen diese
Wirkstoffe in die oben beschriebenen Kaskaden und die davon abhidngige Transformation und
Mutation der Zellen ein.
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Abb. 1.7 HER-abhiingige Signalkaskaden bei Tumoren

Nach Bindung des entsprechenden Wachstumsfaktors dimerisieren zwei Rezeptortyrosinkinasen (RTK) vom
HER-Typ zu Homo- oder Heterodimeren. Fiir den Subtyp HER2 sind keine spezifischen Liganden beschrieben,
allerdings konnen an diesen beispielsweise weitere Vertreter der HER-Familie wie HER1 oder HER3 binden. In
der Folge kommt es zu einer Autophosphorylierung der intrazelluldren Tyrosinkinasedoménen (Y), woraufhin
verschiedene Signalkaskaden stimuliert werden. Links dargestellt ist der RAS/MAPK-Signalweg. Uber das
Adapterprotein Grb2 wird das GTP-Austauschprotein SOS aktiviert, welches durch die Ubertragung von GTP
das G-Protein Ras aktiviert. Ras ist in vielen Tumoren mutiert und gilt daher als Onkogen. In weiteren Schritten
werden Raf und MEK phosphoryliert und letztlich die MAP-Kinase, welche die Transkription verschiedener
Faktoren reguliert, welche fiir Proliferation, Differenzierung und Uberleben von Zellen verantwortlich sind. Ras
kann auflerdem den PI3K/Akt-Signalweg aktivieren, welcher dariiber hinaus auch direkt durch die
Autophosphorylierung der Wachstumsfaktorrezeptoren aktiviert werden kann. Die PI3K phosphoryliert IP, zu
IP;, wodurch die Proteinkinase B (Akt) aktiviert wird, welche ihrerseits Strukturen wie mTOR, Bad, die
Caspase 9 oder p53 phosphoryliert und dadurch Prozesse wie Proliferation, Apoptose und Zellzyklus reguliert.
In Tumoren finden sich hdufig maligne Verdnderungen in beiden Signalwegen. Genaueres im Flietext. (RTK:
Rezeptortyrosinkinase; P: Phosphorylierung; Y: Tyrosin; Grb2: growth factor receptor-bound protein 2; SOS:
son of sevenless; GDP: Guanosindiphosphat; GEF: guanosine triphosphate exchange factor; GAP: GTPase
activating protein, MEK: mitogen extracellular kinase; MAPK: mitogen-activated protein kinase; PI3K:
Phosphoinositol-3-Kinase; IP,: Inositoldiphosphat; IP;: Inositoltriphosphat; PTEN: phosphatase and tensin
homolog; mTOR: mechanistic target of rapamycin; Mdm?2: mouse double minute 2 homolog)




2 Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit ist die Charakterisierung der Funktion(en) von Kaliumkandlen vom IK- und BK-
Typ bei Brustkrebs. Hierbei steht die Identifikation der zelluldren Signalwege, liber die IK bzw. BK
die Entstehung und das Wachstum von Brustkrebs beeinflussen, im Vordergrund. Zellproliferation
und Apoptosemechanismen als wichtige Determinanten der Tumorentstehung und des
Tumorwachstums sollen dabei in IK- (IK-KO) und BK-defizienten (BK-KO) tumortragenden
Brustkrebsmédusen und deren Wildtypwurfgeschwistern charakterisiert werden, um letztlich die
kausale Rolle der Kaliumkanéle bei diesen Prozessen in vivo zu etablieren. Diese grundlegenden
Untersuchungen werden durch neue Therapieansidtze mit K¢,-Kanalblockern in Monotherapie und als

Komponente einer Kombinationstherapie mit gingigen Brustkrebs-Therapeutika ergénzt.

Konkret standen folgende Aspekte zur moglichen onkogenen Rolle von IK und BK im Fokus der
vorliegenden Arbeit:

i.  Untersuchungen zum Einfluss der genetischen bzw. pharmakologischen Inhibition von IK und
BK auf das tumorfreie Uberleben sowie das Gesamtiiberleben von MMTV-PyMT und
MMTV-cNeu Brustkrebsméausen.

ii.  Bedeutung und Auswirkungen des genetischen Hintergrunds der Versuchstiere auf die
Tumorentstehung und das Tumorwachstum.

iii.  Charakterisierung des Wachstumsverhaltens, der Zellzyklusregulation, von
Apoptosemechanismen sowie [Ca’'|i-Signalwegen in primiren Brusttumorzellen aus
MMTV-PyMT WT und IK-KO und BK-KO Tieren.

iv.  Analyse der Zytostatikasensitivitit primérer Brusttumorzellen aus dem MMTV-PyMT
Mausmodell in Kombinationstherapie mit gingigen Chemotherapeutika und Kc,-
Kanalblockern bzw. nach einer genetischen Ablation der Kanile.






3 Material

3.1 Mauslinien

Mauslinie Genetische Bezeichnung Herkunft
MMTV-PyMT FVB/N-TgMMTV-PyVDe3aMul Jackson Laboratory®
MMTV-cNeu FVB/N-TgMMTVnew202Mull Jackson Laboratory®
BK Kenma] ™! Ruh Prof. Ru.t.h,. Universitat
Tiibingen
K Kenn4tm!-1Jele Prof. R]I"f[; rEJgrﬁl}ir;/ersitéit
FVB/N FVB/NCrl Charles River
C57Bl/6 C57Bl16/NCrl Charles River

“Die Tiere sind auf einem FVB/N-Hintergrund kommerziell bei Jackson Laboratory erwerblich und in Deutschland iiber
Charles River zu beziehen.

FVB/N_Tg(MMTV-PyVT)634Mul/J

MMTV-PyMT (FVB/N-Tg™MMTVPYWVDGMI) Piore exprimieren das polyoma virus middle T antigene
(PyMT) unter der Kontrolle des brustgewebespezifischen Mausmammatumorvirus-Promotors (mouse
mammary tumour virus, MMTV). Dies fiihrt im FVB/N Mausestamm in einem Alter von
durchschnittlich etwa 60 Tagen zu multifokalen Tumoren der Brustdriise.

Die Tumorinduktion wird iiber das funktionale middle T antigene vermittelt,””® das selbst keine
enzymatische Aktivitit besitzt, allerdings Protoonkogene in ihrer Aktivitit moduliert.””” Unter
anderem assoziiert es mit Tyrosinkinasen der c-src Familie (c-src, c-yes und fyn), wodurch stabile
Komplexe entstehen. Im Zuge der Phosphorylierung von PyMT durch die Tyrosinkinasen wird deren

278-281

spezifische Aktivitdt gesteigert. Eine Sonderstellung scheint dabei allerdings fyn einzunehmen,

da fyn das Antigen bindet, aber nicht phosphoryliert und damit auch keine Aktivititssteigerung

29281 1n  Sre-defizienten Miusen konnte zudem beobachtet werden, dass eine

induziert.
brustgewebespezifische Expression von PyMT nur selten Tumore ausldst.”™ Im Gegenzug reicht eine
alleinige konstitutive Aktivierung von Src nur selten aus, um die Entwicklung einer Hyperplasie des
Brustgewebes in ein invasives Karzinom zu fordern.”® Daraus wird deutlich, dass PyMT fiir die
maligne Transformation zahlreiche Faktoren rekrutieren muss.

So wurde als weiterer Interaktionspartner des middle T antigene die PI3K identifiziert (s. 1.3.2.3), die

4 PI3K aktiviert in der Folge die Serin/Threonin-Kinase

ebenfalls Bestandteil des o.g. Komplexes ist.
Akt,””*** wodurch proapoptotische Proteine wie Bad oder die Caspase 9 phosphoryliert und inhibiert
werden. " Die Bindung des Antigens an PI3K erfolgt iiber die 85 kDa-Untereinheit der Kinase.
Dafiir essentiell ist ein charakteristisches Motiv des Antigens, die aus den Aminosduren Asparagin,
Prolin, Threonin und Tyrosin bestehende NPTY-Sequenz. Uber diese kann PyMT zudem mit dem Src-
Homolog SHC interagieren, welches in die Aktivierung von Ras involviert ist.””” Auch PyMT selbst
kann diesen Signalweg aktivieren.”®?® Bei der Interaktion mit PI3K und SHC entsteht ein Komplex,
der eine weitere Untereinheit der PI3K beinhaltet, die neben SHC und dem Antigen ebenfalls
phosphoryliert wird.””” Dass sowohl die Aktivierung von Src als auch von PI3K fiir die PyMT-

induzierte Transformation notwendig ist, konnte durch eine Mutation von PyMT gezeigt werden.
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Mutiertes PyMT kann Src oder PI3K nicht binden, wodurch auch eine effiziente Transformation des
Brustgewebes nicht mehr méglich ist.>**!

Die Interaktionen aus den in vitro Befunden betonen die klinische Relevanz des MMTV-PyMT
Modells: Obwohl PyMT in humanen Brusttumorzellen nicht exprimiert wird, interagiert es mit der
Src-Signalkaskade und der PI3K, welche bekanntermaBBen im humanen Mammakarzinom pathologisch

292
d.

verdndert sin Dariiber hinaus ist die Expression von PyMT in den Tieren mit einem erhohten

- 292-294
Level von c-myc assoziiert,

welches in amplifizierten chromosomalen Regionen lokalisiert ist,
die bei Brustkrebs gefunden wurden.””

Der friihe Entstehungszeitpunkt der Tumore macht das MMTV-PyMT Mausmodell zu einem
praktikablen Werkzeug in der priklinischen Forschung. Dariiber hinaus sind die Tumore beziiglich
ihrer Genexpression weniger heterogen als die Karzinome anderer Modelle: So kénnen die meisten
MMTV-PyMT Tumore als luminale, solide Adenokarzinome klassifiziert werden (s. 1.1.2).296
Allerdings konnte auch gezeigt werden, dass das PyMT-Onkogen iiber eine Lentiviren-vermittelte
Expression auch andere Brusttumorsubtypen induzieren kann.”” Der MMTV-Promotor bewirkt
insbesondere die PyMT-Expression in hormonsensitiven Brustepithelzellen, wihrend iiber Lentiviren
auch in weiteren Zelltypen eine Expression von PyMT ausgelost werden kann.”’ Lin et al. haben
dariiber hinaus eine eigene, mausspezifische Einteilung der Tumore in vier Stadien nach
histologischen Kriterien sowie der Prisenz verschiedener Biomarker erstellt (s. Tabelle 3.1).292 Mit
dieser Studie ldsst sich die klinische Relevanz des Modells weiter belegen: Ahnlich wie beim
Menschen korreliert auch bei MMTV-PyMT Tieren der Verlust von Estrogen- und
Progesteronrezeptoren mit der malignen Transformation des Gewebes. Im Gegenzug findet sich im

spiten Stadium eine erhohte Expression von ErbB2/Neu sowie Cyclin D1.*?

5,264,295,298

Diese Vorginge
korrelieren auch in humanen Brusttumoren mit einer schlechten Prognose.
Das MMTV-PyMT Modell ist auflerdem ein hervorragendes Werkzeug zur Untersuchung des
Metastasierungsverhaltens von Brustkrebs, da ca. 90% der Tiere bereits im Alter von 100 Tagen

multiple Lungenmetastasen entwickelt. Die Tatsache, dass die Metastasierung die heutzutage héufigste

141,299

Todesursache des Mammakarzinoms darstellt, unterstreicht noch einmal die Wichtigkeit dieses

Mausmodells fiir die Forschung.

Entscheidend fiir den Entstehungszeitpunkt der Tumore im MMTV-PyMT Mausmodell ist der

. . . . . . . : 4+ 300,301
genetische Hintergrund der Tiere, was auf verdnderte Genexpressionsmuster zuriickzufiihren ist.™

So verschiebt sich beispielsweise dieser Zeitpunkt im C57B1/6 Mausstamm von etwa 92 Tagen auf

durchschnittlich 53 Tage in Méusen auf dem FVB-Hintergrund.BOO’3 02

Tabelle 3.1 Stadieneinteilung der Brusttumore von MMTV-PyMT Miusen

(Modifiziert nach®?) Anhand spezifischer Biomarker, die immunhistochemisch nachgewiesen werden, lassen
sich vier Stadien unterscheiden. Die Uberpriifung des Estrogen- und Progesteronrezeptorstatus sowie von neu,
dem murinen Homolog des humanen epidermalen Wachstumsfaktorrezeptors 2, entspricht den Biomarkern beim
Menschen (s. auch Tabelle 1.1). Genaueres im Flieitext. (ER: Estrogenrezeptor; PR: Progesteronrezeptor;
MMTV: Mausmammatumorvirus; PyMT: polyoma virus middle T antigene).

Status Hyperplasie Adenom Kl;::il:;sm Kzfzrsm
ER ++ o ++ +/-
PR + ++ +/- -
Neu (T/D) ~1 0 M L
Cyclin D1 + + + SR
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FVB/N_Tg(MMTVneu)ZOZMul/J

MMTV-cNeu Tiere (FVB/N-TgMMTVrew202Muily oy primieren  iiber den MMTV-Promotor
brustgewebespezifisch die Rezeptortyrosinkinase neu,'” bei der es sich um das Rattenhomolog des
HER2 handelt (s. 1.3.2.1).>”7* Wie in 1.3.2.1 beschrieben, fiihrt eine Uberexpression von HER2 bei
ca. 20-30% der Patienten zu Brusttumoren mit einer schlechten Prognose, weshalb es sich bei diesem

249 Auf einem

Modell um ein klinisch hochrelevantes Tiermodell fiir das Mammakarzinom handelt.
FVB/N-Hintergrund entwickeln die Tiere durchschnittlich in einem Alter von 205 Tagen
Brusttumore.”® Wie im MMTV-PyMT Mausmodell hingt auch bei diesen Tieren der
Entstehungszeitpunkt vom genetischen Hintergrund des Mausstamms ab, ein Befund, der auch im
hiesigen Arbeitskreis bestétigt werden konnte (s. Severine Stehling ,,Untersuchung der Rolle von Ca™'-
aktivierten K'-Kanilen in der Entstehung von Tumoren und deren Chemoresistenz®,
Dissertationsschrift, Universitit Tiibingen, 2014).

HER2-regulierte Signalkaskaden sind in Kapitel 1.3.2 ausfiihrlich beschrieben. Prinzipiell muss
zwischen der Rattenisoform neu und dem Rezeptor des Menschen unterschieden werden, obwohl
gleiche Signalwege aktiviert werden.”” Beim Menschen reicht fiir eine gesteigerte
Tyrosinkinaseaktivitit nach heutigem Standpunkt eine alleinige Amplifikation und Uberexpression
aus, wihrend fiir die neu-induzierte Transformation Mutationen notwendig sind. So ldsst sich
beispielsweise die aktivierte Form von neu auf eine Punktmutation in der Transmembrandoméne
zuriickfiihren: Der Austausch von Valin zu Glutaminsiure (V664E) begiinstigt die Dimerisierung und

305,306

erhoht somit die Rezeptortyrosinkinaseaktivitét. Dieses mutierte Onkogen wird auch als neuT

bezeichnet und wurde bereits erfolgreich zur Induktion von Mammakarzinomen in Maéusen

249307 A uch beim Menschen konnte theoretisch eine Mutation in der Transmembrandomine

verwendet.
von HER?2 zu einer erh6hten Kinaseaktivitét fithren, jedoch finden diese Vorgidnge nicht spontan statt
und konnten bis jetzt noch nicht identifiziert werden. Dagegen steigert eine Uberexpression
beispielsweise die Invasion und das onkogene Potential von MCF-7 Brustkrebszellen.**

Das im Rahmen dieser Arbeit verwendete MMTV-cNeu Modell beruht auf einer zundchst nicht-
aktivierten Form des Onkogens.*® Hier sind vielmehr somatische Mutationen in entsprechenden
Regionen des Extrazelluldrbereichs fiir die Tumorigenese verantwortlich, iiber die eine Dimerisierung
und damit verbunden die erhdhte intrinsische Tyrosinkinaseaktivitit begilinstigt werden. Die Aktivitét
der hier verwendeten Tyrosinkinase ist primédr nicht von konkreten Punktmutationen abhingig,
sondern wird vielmehr durch somatische Deletionen in der Extrazellulirdoméne gesteigert, wodurch

260,308 .
" Es wird

249,260

de novo Tyrosinphosphorylierungen verschiedener zelluldrer Proteine ausgelost werden.
daher vermutet, dass weitere Mutationen notwendig sind, die nicht direkt den Rezeptor betreffen.
Die Tumorigenese des MMTV-cNeu Modells wird unter anderem iiber eine EGFR-vermittelte
Transaktivierung des neu Protoonkogens ausgeldst: So fiihrt eine Uberexpression des EGFR-Liganden
TGF-o. und von neu zu verstirkter Tumorbildung bei den Tieren.*”

Durch die MMTV-vermittelte Amplifikation zelluldrer cNeu Signalwege kommt es bei 50% der
Weibchen (auf dem FVB/N Hintergrund) nach durchschnittlich 205 Tagen zur spontanen Entwicklung
von monofokalen Brusttumoren. Alle Tumore zeigten dabei eine erhohte Expression von cNeu.
Auflerdem entwickeln einige Tiere Lungenmetastasen, die ebenfalls verstirkt cNeu mRNA

s 260
eXprimieren.
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BK (Kcnmal™®R"™)

Die BK-Knockout-Mauslinie (BK-KO, Kenmal™®"™") wurde am hiesigen Institut mittels homologer
Rekombination iiber die Cre/loxP-Technik®'**'> generiert und etabliert. Die Deletion befindet sich in
Exon 8 des KCNMA I-Gens, welches fiir die Porenregion des Kanals codiert (s. Abb. 1.2)."*! Die Tiere
standen urspriinglich nur auf einem C57Bl/6-Hintergrund zur Verfliigung und wurden im Zuge der
Riickzucht mit Méusen vom FVB/N-Stamm verpaart (s. 4.1.2). Die Nachkommen der Riickzucht
(n = 6) wurden mit den zuvor beschriebenen Tumor-Mausmodellen verpaart, um tumortragende Wurf-
und Altersgeschwister der folgenden Genotypen fiir die Versuche zu generieren: MMTV-PyMT
BK-WT und MMTV-PyMT BK-KO. Details zur Generierung der Tiere finden sich in Kapitel 4.1.

IK (Kcnn4tm1.1Jele)
Die IK-Knockout-Mauslinie (IK-KO, Kcnn4™""®*) wurde am hiesigen Institut ebenfalls mittels
homologer Rekombination iiber die Cre/loxP-Technik generiert und etabliert. Dabei wurde Exon 2

deletiert, welches fiir die Porenregion des Kanals codiert (s. Abb. 1.1).3"

Da urspriinglich keine
IK-KO Tiere auf dem FVB/N-Hintergrund zur Verfligung standen, wurden die IK-defizienten Tiere
im Rahmen dieser Arbeit vom SV129-Hintergrund auf einen FVB/N-Hintergrund zuriickgekreuzt
(s. 4.1.2). Die Nachkommen dieser Riickkreuzung (n=6) wurden mit den zuvor beschriecbenen
Tumor-Mausmodellen (s.0.) verpaart, um tumortragende Wurf- und Altersgeschwister der folgenden
Genotypen fiir die Versuche zu generieren: MMTV-PyMT IK-WT und MMTV-PyMT IK-KO. Details

zur Generierung dieser Tiere sind in Kapitel 4.1 beschrieben.

3.2 Geriate und Software

Geriit/Software Hersteller
Absaugpumpe KNF Laborport Neuberger
Analysenwaage BP 2100 S Sartorius
. Zellkultur Binder

Brutschrianke .

xCelligence HERA cell
Einfriergerit (Mr. Frosty) NALGENE™
Elektrophoresekammer (Genotypisierung) Bio-Rad
Elektrophoresekammer Mini-Protean (SDS-PAGE) Bio-Rad
Ettan Dige Imager
Ettan Dige Immer 1.0 (Software) GE Healthcare

ImageQuant TL 7.0 (Software)

FACS Canto Flow Cytometer

) BD Biosciences
FACSDiva (Software)

FlowJo 7.6.1 (Software): Analyseprogramm fiir

Durchflusszytometrie TreeStar
Fluoreszenzmikroskop Axiovert S100 Carl Zeiss
Fluoreszenzlampe XBO 75 Carl Zeiss

Shutter Visitron

Kamera Spot Inside Visitron

Software VisiView Visitron
Geldetektionsgerit (Agarosegele) BioDoc Analyze Biometra
Laborrithrwerk EUROSTAR power-b IKA Labortechnik
Magnetische Heizplatte 50383 Heidolph

Mikroskop fiir Zellkultur

Wilovert S, Hund Wetzlar
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Mikroskop Axiovert 200 M (Invers)

Filter:
Weilbalancefilter 000000-155-789
Neutralfilter N 0,50 467857-0000-000 Carl Zeiss
Neutralfilter N 0,25 467849-0000-000
Kamera Axiocam MRc Rev.3
AxioVision Rel. 4.8 (Software)
PCR-Maschinen Mastercycler ) Eppendorf
Mastercycler Gradient
pH-Elektrode Blue Line 18 pH 3mol/l KCI Schott
pH-Meter 761 Calimatic Knick
Nanophotometer Implen
Photometer .
Biophotometer Eppendorf
Pinzetten, Priparationsbesteck FST
Pipetten (10 pl, 20 pl, 200 pl, 1000 pl) Abimed

Pipetten fiir RNA (10 pl, 20 pl, 100 pl, 1000 pl)

Discovery Comfort

Pipettierhilfe PipettBoy accujet

Brand

qPCR Maschine CFX Connect®
gqPCR-Software Bio-Rad CFX Manager

Bio-Rad

Reinstwasseraufbereitungsanlage MilliQ

Millipore Quantum

Rotor/Reagenzglasrotator GFL 3025

Hilab

Schiittelgerdt Unimax 1010

Heidolph Instruments

Sterilwerkbank HeraSafe Heraeus
Stromquelle Standard PowerPack P25 Biometra
Thermoschiittler Thermomixer compact Eppendorf
UltraTurrax T8 IKA Labortechnik
Ultrazentrifuge SS34 RCSC plus Sorvall
Waage BP 2100 S Sartorius
Wasserbad SW-20C julabo
xCelligence RTCA DP Roche

. Centrifuge 5804
Zentrifugen Centri fuie 5417C Eppendorf

3.3 Generelles Verbrauchsmaterial

Bezeichnung Bestellnummer Hersteller
. ) 1,5 ml 0030 12.0.086 Eppendorf
Eppendorfreaktionsgefall ) 72.695.500 Sarstedt
Petrischalen (unsteril) 82.1473.001 Sarstedt
10 pl 765288
Pipettenspitzen 20 pl 774288 . .
(ngtopft)p 200%1 739288 Greiner Bio one
1000 pl 740288
Pipettenspitzen 10ul 70-1116
(ungestopf) 20-200 ul 70.760.012 Sarstedt
1000 pl 70.762.010
2 ml 4486
5ml 4487
Stripetten 10 ml 4488 Corning
25 ml 4489
50 ml 4490
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Wageschalen Rotilab Klein 1878.2 Carl Roth
ageschalen Rotilabo Grof 1884.1 arl KO
" Chi
Zz_lhlkammern C-Chip PDHC-NO1 Merck Millipore
Disposable Hemocytometer
Flasche 25 cm” 430639
Flasche 75 cm’ 430641
It fafn i
Zellkulturgefiifie Flasche 175 cm> | 431080 Corning
Petrischale 55 cm® 430167
L 15 ml (klein) 430766 .
Zentrifugat ohrch C
entrifugationsronrchen 50 ml (grOB) 430921 orning
3.4 Substanzen, Puffer, Losungen und Medien
Sofern nicht anders angegeben, wurde generell autoklaviertes, demineralisiertes Wasser (dH,O)
verwendet.
3.4.1 Genotypisierung

3.4.1.1 DNA-Isolation und PCR

Allgemeine Substanzen und Materialien

Bezeichnung Bestellnummer Hersteller
Dimethylsulfoxid (DMSO) D 8418 Sigma-Aldrich
dNTPs K039.1 Carl Roth
High Pure PCR Template Preparation Kit 11796828001 Roche
Isopropanol 6752.3 Carl Roth
KAPA Mouse Genotyping Hot Start Kit 07-KK7352-02 PeqLab
Tag-Puffer (10 x) 11271318 001 Roche
Taq-DNA-Polymerase 11435094 001 Roche
Primer
Mauslinie Primertyp Sequenz von 5'--3'
MMTV-PyMT F1 GGA AGC AAGTACTTC ACA AGG G
R1 GGA AAG TCA CTA GGA GCG GG
Few CAA ATG TTG CTT GTC TGG TG
Reul GTC AGT CGA GTG CACAGTTT
MMTV-cNeu F1 TTT CCT GCA GCA GCC TAC GC
R1 CGG AAC CCA CAT CAG GCC
Few CAA ATG TTG CTT GTC TGG TG
Reul GTC AGT CGA GTG CACAGTTT
IK F1 TAA GTG CTT GCT GAG TCT GGA
F2 CAG GAA GCACAGGCACTGC
R AGG AGA GTG ACT GTA GGT GAG
BK F1 TGG TCT TCT TCA TCC TCG GG
F2 AAG GGC CAT TTT GAA GAC GTC
R CCA GCC ACA GTG TTT GTT GG

- Das Primer-Lyophilisat wurde in autoklaviertem dH,O in einer Konzentration von 100 pmol/ul gelost und
dann auf eine Konzentration von 20 uM eingestellt.
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3.4.1.2 Gelelektrophorese

Bezeichnung Bestellnummer Hersteller
2-Log-DNA-Ladder 32000-S New England Biolabs
Biozym LE Agarose 840004 Biozym Scientific
Borséure 6943.3 Carl Roth
Bromphenolblau 15375 Serva
Na,-EDTA x 2 H,0 8043.2 Carl Roth
Ethidiumbromid E1510 Sigma-Aldrich
Ficoll” 400 CN90.3 Carl Roth
Tris 5429.2 Carl Roth
Xylencyanol X4126 Sigma-Aldrich
0,5 M EDTA pH 8,0 10 x TBE-Puffer
Na,-EDTA x 2 H,O 186,1 g Tris 108 g (890 mM)
dH,0O Ad 1000 ml Borséure 55 g (890 mM)
- mit NaOH auf pH 8,0 einstellen 0,5 M EDTA pH 8,0 40 ml (20 mM)
dH,0 Ad 1000 ml
Xylencyanol-Lisung 1 x TBE-Puffer
Xylencyanol 100 mg 10 x TBE-Puffer 100 ml
dH,0O 2 ml dH,0 Ad 1000 ml
- im Ultraschalbad 15 min lsen
Bromphenolblau-Liosung 6 x Ladepuffer
Bromphenolblau 110 mg Ficoll 9g
dH,0 2 ml 0,5M EDTA pH 8,0 12 ml
10 x TBE-Puffer 30 ml
DNA-Liingenstandard dH,O Ad 47 ml
2-Log-DNA-Ladder 20 ul Xylencyanol-Losung 1,5 ml
6 x Ladepuffer 40 ul Bromphenolblau-Ldsung 1,3 ml
dH,0 180 ul - Ficoll, EDTA und 10 x TBE fiir 1h bei

Agarosegel 2% / 3%

60°C riithren
- mit dH,0 auf 47 ml auffiillen

Biozym LE Agarose 6g/9¢g = Zugabe der Farbstofflsungen
Ethidiumbromid 30 ul

1 x TBE-Puffer 300 ml

3.42  Invivo Methoden

Bezeichnung Bestellnummer Hersteller
Ampuwa” (Wasser fiir Injektionszwecke) 7610894 (PZN) Fresenius Kabi
Bepanthen® Augen- und Nasensalbe 1578681 (PZN) Bayer
Dimethylsulfoxid (DMSO) D 8418 Sigma-Aldrich
Ethanol, absolut p.a. 34963 Sigma Aldrich
Heizplatte - Trixie

Kaniile 30G (0.3 mm x 13 mm) 304000 BD

Ketamin 50mg/ml O.K. Ampullen 7538443 (PZN) Ratiopharm
Novaminsulfon Tropfen 500 mg/ml 7387887 (PZN) 1A Pharma

NaCl-Ldsung 0,9%

0809109 (PZN)

Fresenius Kabi

Nahtmaterial (Ethilon, schwarz monofil, 3/8
Kreis Rundkoérper Nadel, 7-0)

E7466 H

Ethicon
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Paxilline (PAX) BML-KC155-0000 Enzo Life Sciences
Phosphat-gepufferte Losung (PBS) 14190094 Life Technologies
Schieblehre (Digital Caliper) - Kraftixx

Skalpell (Feather Disposable) Nr. 21

02.001.30.021

Feather Safety Razor Co., Ltd.

Spritze 1 ml Luer BD Plastipak

300013

BD

Xylazin 20 mg/ml (Rompun® 2%) 1320422 (PZN) Bayer Health Care
Wattestdbchen, steril 3204 CareLiv Produkte OHG
DMSO:Wasser 9:1 PAX-Stocklosung
DMSO 9 Volumenteile PAX 25 mg
dH,O 1 Volumenteil DMSO:Wasser 9:1 833 ul
- steril herstellen
Novaminsulfonlésung S0 mg/ml

Narkoselosung Novaminsulfon 500 mg/ml 1 ml
Ketamin 50 mg/ml 2 ml (10 mg/ml) Ampuwa Ad 10 ml
Xylazin 20 mg/ml 0,5 ml (I mg/ml)
NaCl-Ldsung 0.9% 7,5 ml
3.43  Zellkultur
Allgemeine Substanzen und Materialien
Bezeichnung Bestellnummer Hersteller
10 x Trypsin 15400054 Life Technologies
Collagenase D 11 088 866 001 Roche
Dimethylsulfoxid (DMSO) Hybri-Max™ D2650 Sigma-Aldrich
KryogefiBe CryoTube™ 1,8 ml 363632 Nunc
Fetales Kélberserum (FCS) 10270106 Life Technologies
Modified Improved Minimal Essential . .
Medium (IMEM) mit Phenolrot A1048901 Life Technologies
Modified Improved Minimal Essential . .
Medium (IMEM) ohne Phenolrot A1048801 Life Technologies
Isopropanol 9866.2 Carl Roth
Penicillin/Streptomycin (Pen/Strep) 15140122 Life Technologies
Phosphat-gepufferte Losung (PBS) 14190094 Life Technologies
Skalpell (Feather Disposable) No. 21 02.001.30.021 Feather Safety Razor Co., Ltd.
Zellsieb 40 um Nylon 352340 Corning

Zellkulturmedium Collagenase-Lisung
IMEM mit Phenolrot 475 ml Collagenase D 10 mg
FCS 25 ml IMEM mit Phenolrot 10 ml
Pen/Strep Sml
1 x Trypsin Kryomedium

10 x Trypsin 1 ml DMSO Hybri-Max™ 20%
PBS 9ml Zellkulturmedium Nach Bedarf
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Wirkstofflosungen
Bezeichnung Bestellnummer Hersteller
Dimethylsulfoxid (DMSO) D 8418 Sigma-Aldrich
Docetaxel D-800 Alomone Labs
Ethanol, absolut p.a. 34963 Sigma Aldrich
. Pharm. Chemie, Universitit
Triarylmethan-34 i Tiibingen (JProf. Dr. Pierre Koch)
TRAM-34 5 mM TRAM-34 100 pM
TRAM-34 17,242 mg TRAM-34 5 mM 20 ul
Ethanol, absolut p.a. 10 ml Zellkulturmedium 980 ul
- 1 ml-Aliquots bei —20°C lagern
Docetaxel 10 mM Docetaxel 100 pM
Docetaxel 5 mg Docetaxel 10 mM 10 ul
DMSO 619 pul Zellkulturmedium 990 pl
= 10 pl-Aliquots bei —20°C lagern
Docetaxel 1 pM Docetaxel 100 nM
Docetaxel 100 pM 100 pl Docetaxel 1 pM 100 pl
Zellkulturmedium 9,9 ml Zellkulturmedium 900 pl
Docetaxel 10 nM
Docetaxel 100 nM 100 pl
Zellkulturmedium 900 pl
3.44 RNA-Analytik
Allgemeine Materialen und Substanzen
Bezeichnung Bestellnummer Hersteller
96-Loch-Platte MLL-9601 Bio-Rad
Chloroform 372978 Sigma-Aldrich
DEPC-behandeltes Wasser (DEPC-Wasser) T143 Carl Roth
DNAse I recombinant, RNAse free (DNAse) 04716728001 Roche
Ethanol, absolut p.a. 34963 Sigma-Aldrich
Fetales Kélberserum (FCS) 10270106 Life Technologies
Folie zum Abkleben der Platte MSB-1001 Bio-Rad
iScript™ ¢cDNA Synthesekit 170-8891 Bio-Rad
Isopropanol 6752.3 Carl Roth
PeqGOLD RNA pure™ 30-1010 PeqLab
Phosphat-gepufferte Losung (PBS) 14190094 Life Technologies
Prézisionswischtiicher (Kimberley Clark) AA64.1 Carl Roth
Primer s.u. Eurofins mwg
SYBR" green Supermix 170-8882 Bio-Rad
Ethanol 75%
Ethanol, absolut p.a. 75%
DEPC-Wasser Nach Bedarf
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Primer
Zielstruktur Primertyp Sequenz von 5'--3'

, F GAC GGC CAG GTC ATC ACT AT
p-Actin R CCA CAG GAT TCC ATA CCC AAG
K F GAC GCC TCT TCA TGG TCT TC

R TAG GAG CCC CCG TAT TTC TT
o F ACT ACC ATT CCC CAG CCG AC
R TCT GCG CAA AAG TCC TGT GT
, F CCA AGA ACG TGA CCG ACG AG
ejun R GCG TGT TCT GGC TAT GCA GT
, F CCT TTG TGG CCC TCT GTG C
Cyclin D1
R CTC CCA GCA GCT ACC ATG GA
o F TGT GGA TGA GTA TGA CCC TAC GA
R TCG AGA ATA TCC AAG AGA CAG GT
K F ATG TGG GGC AAG ATT GTC TG
R GTG TTT CTC CGC CTT GTT GA
fras F TGT GGA TGA GTA TGA CCC TAC GA
R TCG AGA ATA TCC AAG AGA CAG GT
F AAA CAT CAG CCA AGA CCC GG
fras R TTA TGC TGC CGA ATC TCA CG
053 F TCA CAG CAC ATG ACG GAG GT
R CCA CCC GGA TAA GAT GCT GG
K1 F TGT ACC ACG CCC GAG AGA TC
R TCC AGC GAG ATC AGG GAC AC
Ko F TCT CTC CAC GAT CAT CCT GCT
R CTG CTC CAT TGT CCA CCA TGA
K3 F CGC CTA TCA CAC AAG GGA AGT
R ACG CTC GTA GGT CAT GGC TA

-> Das Primer-Lyophilisat wurde in DEPC-behandeltem Wasser in einer Konzentration von 100 pmol/pul gelost
und fiir die PCR 1:50 in DEPC-behandeltem Wasser verdiinnt.

3.4.5

Wachstums- und Zellzyklusanalysen

Die Primer und das Material fiir die qPCR-basierten Zellzyklusanalysen sind in Kapitel 3.4.4 gelistet.

Allgemeine Materialen und Substanzen

Bezeichnung Bestellnummer Hersteller

10 x Trypsin 15400054 Life Technologies
E-Plate 16 (E-Platten) 2801032 Omni Life Science
Ethanol, absolut p.a. 34963 Sigma-Aldrich
Rohrchen fiir Durchflusszytometrie 352054 BD Biosciences
(BD Falcon Tube 5 ml)

Filter 70 pm fiir BD Falcon Tube 5 ml 340636 BD Biosciences
p-dishes grid-500 (Grid-Platten) 81166 ibidi
Phosphat-gepufferte Losung (PBS) 14190094 Life Technologies
Propidiumiodidlésung (PI) 1 mg/ml P4684 Sigma-Aldrich
RNAse, DNAse frei (24 mg/ml) R4262 Sigma-Aldrich
Triton X-100 3051.2 Carl Roth
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Ethanol 70% PI-Férbelosung
Ethanol, absolut p.a. 7 ml Triton X-100 0,3% 10 ml (0,1 %)
dH,0 3ml PI 1 mg/ml 0,3 ml (10 pg/ml)
RNAse, DNAse frei 0,125 ml (100 pg/ml)
Triton X-100 0,3% PBS Ad 30 ml
Triton X-100 1,5 ml
PBS 500 ml
- einriithren, Lagerung bei 4°C
3.4.6 Histologische Methoden
Allgemeine Materialen und Substanzen
Bezeichnung Bestellnummer Hersteller
1,4-Dithiothreitol (DTT) 6908.4 Carl Roth
Aluminiumfolie 2596.1 Carl Roth
Ammoniak (NH3) 30-33 % P093.2 Carl Roth
Aquatex” aqueous mounting agent 3631238 VWR
Bovines Serumalbumin (BSA) 8076.2 Carl Roth
Deckgldser L24 x 60 mm L426.1 Carl Roth
DePeX mounting medium 3612540 VWR
DNAse 04716728001 Roche
Eosin-G-Losung (0,5%) X833.1 Carl Roth
Essigsdure 100 % 3738.5 Carl Roth
Ethanol, absolut p.a. 34963 Sigma-Aldrich
Fettstift ImmEdge Hydrophobic Barrier Pen) H-4000 Vector Laboratories
Glasobjekttriger Superfrost” Plus J1800AMNZ Thermo Scientific
Glycin 3908.3 Carl Roth
Héamatoxyllin-Lésung nach Harris X903.2 Carl Roth
p-Kammer auf Glasobjekttriger 81201 ibidi
Klingen MX35 Thermo Scientific
Levamisol SP-5000 Vector Laboratories
L-Lysinx 1 H,O 420751 Carl Roth
Magnesiumchlorid x 6 H,O (MgCl,, 1.05833.1000 Merck
Methanol 4627.2 Carl Roth
Neg-50™ Einbettmedium 6502 Thermo Scientific
Normales Ziegenserum (NGS) S-100 Vector Laboratories
Paraformaldehyd (PFA) 0335.2 Carl Roth GmbH
Phosphat-gepufferte Losung (PBS) 14190094 Life Technologies
D(+)-Saccharose 4621.2 Carl Roth
Toluol 7115.1 Carl Roth
Tris 5429.2 Carl Roth
Triton X-100 3051.2 Carl Roth
Tween 20° 9127.1 Carl Roth
Wasserstoffperoxid-Ldsung (H,0,) 30% 8070.4 Carl Roth
PFA 4% Saccharose 5%
PFA 20g D(+)-Saccharose 0,5¢g
PBS 500 ml PBS 10 ml

-> auf 60°C unter Riihren erhitzen, bis eine klare
Fliissigkeit entsteht’
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Saccharose 10% Saccharose 20%
D(+)-Saccharose lg D(+)-Saccharose 2¢g
PBS 10 ml PBS 10 ml

Triton X-100 0,3 % Blockierungslosung
Triton X-100 1,5 ml BSA lg
PBS Glycin 02¢g
- einriithren, Lagerung bei 4°C Lysin 02¢g
Triton X-100 0,3% Ad 100 ml
- 10 ml-Aliquots, Lagerung bei —20°C
- kurz vor Gebrauch NGS hinzugeben

Priméirantikérper

Bezeichnung Bestellnummer Hersteller

Pharm. Institut, Pharmakologie,

Anti-BK (RoCl) i Universitéit Tiibingen

Pharm. Institut, Pharmakologie,

Anti-IK (SK4-2) - Universitit Tiibingen

Sekundirantikorper

Bezeichnung Bestellnummer Hersteller
Biotinylierter Anti-Kaninchen IgG BA-1000 Vector Laboratories
Biotinylierter Anti-Maus IgG BA-9200 Vector Laboratories

3.4.6.1 AP-Fiirbung

Losungen und Puffer

Tris-HCI 100 mM pH 8,2 H,0,-Losung 1%
Tris 12,114 g H,0, 30% 333 ul
Tween 20" 0,1 % PBS 10 ml
dH,0 Ad 1000 ml
- mit NaOH auf pH 8,2 einstellen

Kits
Bezeichnung Bestellnummer Hersteller
Vectastain® ABC-AP-Kit Standard Alkaline .
Phosphatase (fiir ABC-AP-Arbeitsldsung) AK 5000 Vector Laboratories
Vector” Blue Alkaline Phosphatase Substrat Kit IIT .
(fiir AP-Substrat-Losung) SK 5300 Vector Laboratories
Kit-Losungen

ABC-AP-Arbeitslosung AP-Substrat-Losung
Reagenz A 50 ul Reagenz 1 100 pl
Reagenz B 50 ul Reagenz 2 100 pl
PBS 5ml Reagenz 3 100 pl
- 30 min im Dunkeln vorinkubieren Levamisol 2 Tropfen

Tris-HCI 100 mM pH 8,2 Sml

- 1 Tropfen aus dem jeweiligen Kit entspricht 50 pl.
- 1 Tropfen aus dem jeweiligen Kit entspricht 50 pl.
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3.4.6.2 DAB-Firbung

Losungen und Puffer

H,0,-Losung 3%

H,0, 30% 200 pl

Methanol 400 pl

PBS 2 ml

Kits

Bezeichnung Bestellnummer Hersteller
Vectastain® Elite ABC HRP Kit, Peroxidase, .
Standard (fiir ABC-Reagenz) PK-6100 Vector Laboratories
DAB Peroxidase (HRP) Substrate Kit (fiir DAB- SK-4100 Vector Laboratories

Substrat-Ldsung)

Kit-Losungen

ABC-Reagenz DAB-Substrat-Lisung
Reagenz A 50 ul Buffer Stock 100 pl
Reagenz B 50 ul DAB Stock 100 pl
- 30 min im Dunkeln vorinkubieren dH,O 5 ml
- Die Losungen sind im entsprechenden Kit vorhanden
- 1 Tropfen aus dem jeweiligen Kit entspricht 50 pl.
3.4.6.3 TUNEL-Firbung
Kits und enthaltene Losungen
Bezeichnung Bestellnummer Hersteller
® . . .
ApopT'ag Blus Peroxidase In Situ Apoptosis 37101 Merck Millipore
Detection Kit
Bezeichnung Bestellnummer Hersteller
Equilibrierungspuffer #90416
Reaktionspuffer #90417
TdT Enzym #90418
Stop/Waschpuffer o
#90419 Merck Mill
= Vor Verwendung mit 34 ml dH,O verdiinnen erek MITpore
Anti-Digoxigenin Peroxidase Konjugat #90420
DAB-Substrat #90423
DAB Verdiinnungspuffer #90424
Puffer und Losungen
Die Mengen sind fiir 1 Well einer p-Kammer (ibidi) angegeben.
Ethanol-Essigsiiure H,0, 3%
Ethanol, absolut p.a. 2 Teile H,0, 30% 6 ul
Essigsdure 1 Teil PBS 54 ul
TdT-Losung Peroxidase-Substrat
TdT Enzym 16,5 pl DAB-Substrat 1,5 ul
Reaktionspuffer 38,5 ul DAB Verdiinnungspuffer 73,5 ul
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Tris 1 M pH 7,2 MgCl, IM
Tris 12,1¢g MgCl, 203 g
dH,0 Ad 100 ml dH,0 Ad 100 ml
DN-Puffer DTT IM
Tris 1 M pH 7,2 3 ml (30 mM) DTT 154¢
MgCl, 1 M 400 pl (4 mM) dH,0 Ad 100 ml
dH,0 Ad 100 ml
DN-Puffer DTT DNAse-Losung
DTIT I M 1 ul DNAse 50 pul
DN-Puffer 10 ml DN-Puffer DTT 450 pl
3.477 Biochemische Methoden
Allgemeine Materialen und Substanzen
Bezeichnung Bestellnummer Hersteller
6-Aminocapronsdure 037K0045 Sigma-Aldrich
Ammoniumperoxodisulfat (APS) 9592.2 Carl Roth
Bovines Serumalbumin (BSA) 0163.2 Carl Roth
Bromphenolblau 15375 Serva
cOmplete Mini, EDTA frei (Proteaseinhibitoren) 11836153001 Roche
cOmplete, EDTA frei (Proteaseinhibitoren) 11 873 580 001 Roche
Coomassie-Brilliant-Blue G250 3862.2 Carl Roth
Dimethylsulfoxid (DMSO) D8418 Sigma-Aldrich
Ethanol, absolut p.a. 34963 Sigma-Aldrich
Glas-Teflon-Potter 2 cm’ - f:{;ﬁ::;ﬁgr{ver‘b’ KA
Glas-Teflon- Potter 5 cm’ - f:lr)(;?::zlflgr(ver—b, TKA
Glycerin 3783.1 Carl Roth
Glycin 3908.3 Carl Roth
HEPES 9105.3 Carl Roth
Isopropanol 9866.2 Carl Roth
Kiivetten 613101 Greiner Bio-One
Magnesiumchlorid x 6 H,O (MgCl,) 1.05833.1000 Merck
Mannitol 4175.1 Serva
Membran Immobilon® Millipore PVDF T831.1 Carl Roth
Methanol 4627.2 Carl Roth
Milchpulver, Blotting grade T145.1 Carl Roth
Na,-EDTA x 2 H,0O 8043.2 Carl Roth
Natriumazid (NaN3) K305 Carl Roth
Natriumchlorid (NaCl) 9265.3 Carl Roth
Natriumdodecylsulfat (SDS) 5136.2 Carl Roth
Natriumfluorid (NaF) P756.1 Carl Roth
Natriumpyrophosphat (NaPP) T883.1 Carl Roth
Natriumvanadat (Na;VOy,) 450243 Sigma-Aldrich
Phosphat-gepufferte Losung 14190094 Life Technologies
Phosphorséure (84,5%) 6366.1 Carl Roth
Proteinmarker PeqGold IV 27-2110 PeqLab
Rotilabo Filterpapiere (Dicke 0,35 mm) CL67.1 Carl Roth
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Rotiphorese® Gel 30 (37,5:1) 3029.2 Carl Roth
D(+)-Saccharose 4621.2 Carl Roth
Staurosporin (STS) 9953 Cell Signalling Technologies
Tetramethylethylendiamin (TEMED) 2637.3 Carl Roth
Tris 5429.2 Carl Roth
Triton X-100 3051.2 Carl Roth
Tween 20° 9127.1 Carl Roth
Na;vV0, 0,1 M Triton X-100 10%

Na3zVO, 184 mg Triton X-100 5ml
dH,O Ad 10 ml dH,0 50 ml
- mit NaOH auf pH 10,0 4 einstellen
3.4.7.1 Probengewinnung
Losungen und Puffer fiir Gesamtproteinlysate

NaCl1,5M NaPP 02 M
NaCl 1,7532 g NaPP
dH,0 Ad 200 ml dH,0 Ad 20 ml

NaF1M EDTA1M
NaF 839,8 mg Na,-EDTA x 2 H,O 74,448 g
dH,0 Ad 20 ml dH,O Ad 200 ml
-> zuerst 100 ml dH,O hinzugeben

HEPES1 M - zum Losen pH-Wert mit NaOH auf 10,0
HEPES 47,662 g - restliches Wasser ergédnzen
dH,0O Ad 200 ml
- mit NaOH auf pH 7.4 einstellen

Lysepuffer L

NaCl 1,5M 1 ml
NaPP 0,2 M 500 pl
NaF 1M 100 pul
Triton X-100 10% 1 ml
HEPES 1M 500 pl
Na;V040,1 M 200 pl
EDTA 1M 10 pl
dH,0O Ad 10 ml
- vor Gebrauch 1 Tablette cOmplete Mini,
EDTA-frei pro 10 ml hinzugeben
Losungen und Puffer fiir Membranpriparation

MgCL 1M Tris 1 M pH 8 bzw. pH 7,4
MgCl, 20,33 g Tris 121,14 g
dH,0O Ad 100 ml dH,O Ad 1000 ml
—> autoklavieren - mit HCI auf pH 8 bzw. pH 7,4 einstellen
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Lysepuffer P Saccharosepuffer
Tris 1 MpH 8 100 ml Saccharose 85,6 g (250 mM)
MgCl, 1 ml Tris 1 MpH 7,4 10 ml
dH,0O Ad 1000 ml dH,O Ad 1000 ml
- Lagerung bei 4°C - Lagerung bei 4°C
- vor Gebrauch 1 Tablette cOmplete Mini, - vor Gebrauch 1 Tablette cOmplete
EDTA frei pro 10 ml hinzugeben EDTA frei pro 50 ml hinzugeben
Losungen und Puffer fiir Mitochondrien-Isolation
STS 1 mM Na;VO,-PBS
Staurosporin 250 pg Na;V0,40,1 M 40 pl
DMSO 0,536 ml PBS 40 ml
HEPES 0,5 M EDTA 0,5M
HEPES 23,831 ¢g Na,-EDTA x 2 H,O 37,224 ¢
dH,0 Ad 200 ml dH,0 Ad 200 ml
Tris 0,1 M pH 7,5
Tris 15,76 g
dH,O Ad 1000 ml
Isolationspuffer Lysepuffer M
Mannitol 2,72 g Tris 0,1 M pH 7,5 10 ml
HEPES 0,5 M 1 ml NaCl 0,438 g
EDTA 0,5M 20 pl NaF 0,021 g
BSA 0,05¢g EDTA 0,5M 100 pl
dH,0O Ad 50 ml dH,0 Ad 50 ml
- vor Gebrauch 1 Tablette cOmplete Mini,
EDTA frei pro 10 ml hinzugeben
Losungen und Kits fiir Proteinbestimmung
Bezeichnung Bestellnummer Hersteller
Total' Prot'eln Kit, Micro-Lowry, Peterson’s TP0300-1KT Sigma-Aldrich
Modification
Bradford-Losung Lysepuffer M + Triton X-100
Coomassie-Brilliant-Blue G250 100 mg Triton X-100 10% S ml
Phosphorséure (84,5%) 50 pl Lysepuffer M 45 ml
Ethanol, absolut p.a. 50 ml
dH,O Ad 1000 ml
3.4.7.2 Gelelektrophorese
Losungen und Puffer
10 x Elphor 1 x Elphor
Tris 630 g 10 x Elphor 100 ml
Glycin 144 g dH,0 Ad 1000 ml
SDS 10g
dH,O Ad 1000 ml

- mit NaOH auf pH 8,3 einstellen
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4 x Laemmli

1 x Laemmli

SDS 5g 4 x Laemmli 25 ul
Tris 24¢g dH,0 75 pl
Glycerin 40 ml
Bromphenolblau 4 mg
dH,0 Ad 100 ml
- mit HCI auf pH 6,7 einstellen
- 1 ml-Aliquots auf —20°C einfrieren
Tris 1,8 M pH 8.8 Tris 0,6 M pH 6,8
Tris 218,052 g Tris 72,684 g
dH,0 Ad 1000 ml dH,0 Ad 1000 ml
- mit NaOH auf pH 8,8 einstellen - mit NaOH auf pH 6,8 einstellen
- autoklavieren —> autoklavieren
SDS 10% APS 30%
SDS 10¢g APS 15¢g
dH,0 Ad 100 ml dH,0 50 ml
Gele
Trenngel 17,5% Trenngel 11,5%
Rotiphorese® Gel 30 9,7 ml Rotiphorese® Gel 30 6,5 ml
Tris 1,8 M pH 8,8 3,6 ml Tris 1,8 M pH 8,8 3,6 ml
dH,0 3,4 ml dH,0 6,5 ml
SDS 10 % 167 ul SDS 10 % 167 ul
TEMED 12 pl TEMED 20 pl
APS 30% 56,6 ul APS 30% 66,6 pl
- fiir 4 Gele - fiir 4 Gele
Sammelgel 5%
Rotiphorese® Gel 30 0,83 ml
Tris 0,6 M pH 6,8 0,5 ml
dH,0 3,6 ml
SDS 10% 50 ul
TEMED 10 pl
APS 30 % 20 pl

- fiir 2 Gele
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3.4.7.3 Western Blot

Losungen und Puffer

Anode 1-Puffer

Anode 2-Puffer

Tris 363 ¢g Tris 36¢g
Methanol 200 ml Methanol 200 ml
dH,O Ad 1000 ml dH,O Ad 1000 ml
- mit HCI auf pH 10,4 einstellen - mit HCI auf pH 10,4 einstellen
Kathodenpuffer 10 x TBST
Tris 3g Tris 12,1¢g
6-Aminocapronsdure 58¢g NaCl 823¢g
Methanol 200 ml Tween 20° 5ml
dH,O Ad 1000 ml dH,O Ad 1000 ml
= mit HCI auf pH 7,6 einstellen = mit HCI auf pH 8,0 einstellen
1 x TBST Milchpuffer 5 %
10 x TBST 100 ml Milchpulver 5g
dH,O Ad 1000 ml 1 x TBST 100 ml
- steril filtrieren
Antikérperverdiinnungslosung
BSA 5%
Natriumazid 0,05%
1 x TBST Nach Bedarf
Priméirantikérper
Bezeichnung Bestellnummer Hersteller
Anti o-Tubulin #3873 Cell Signaling
Anti-Kc,1.1 (1184-1200) APC-107 Alomone Labs
Anti CaMKII (pan) #3362 Cell Signaling
Anti Caspase-3 (8G10) #9665 Cell Signaling
Anti Cleaved Caspase-3 (Aspl75) (SA1E) #9664 Cell Signaling
Anti COX IV #4844 Cell Signaling
Anti Cytochrom C (D18C7) #11940 Cell Signaling
Anti GAPDH (14C10) #2118 Cell Signaling
Anti HSP60 (H-300) sc-13966 Santa Cruz Biotechnology
Anti phospho-CaMKII (Thr286) #3361 Cell Signaling
Anti Zyxin (H-200) sc-15338 Santa Cruz Biotechnology
Sekundirantikorper
Bezeichnung Bestellnummer Hersteller
: ™ ™
Anti-Maus Cy3 (Amersham ™= ECL " Plex goat-0- | p 5 4309 GE Healthcare Life Sciences
mouse IgG Cy 73)
Anti-Kaninchen Cy3 Amersham™ ECL™ Plex . .
soat-oi-rabbit [eG CyTM3) 28-9011-06 GE Healthcare Life Sciences
. . ™ ™
Anti-Raninchen Cy5 Amersham ™ ECL "™ Plex PA45011 GE Healthcare Life Sciences

goat-a-rabbit IgG Cy"™5)
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3.4.8 Calcium-Imaging
Allgemeine Substanzen und Materialien
Bezeichnung Bestellnummer Hersteller
Calciumchlorid x 2 H,O (CaCl,) 5239.1 Carl Roth
Calciummesschilchen (CellView Zellkulturschale, . .
PS. 35/10 MM, Glasboden) 627860 Greiner Bio-One
D(+)-Glucose x H,O 1.04074.1000 Merck
Fetales Kélberserum (FCS) 10270 Life Technologies
FURA-2-Acetoxymethylester (FURA-2-AM) 344906 Merck Millipore
HEPES 9105.3 Carl Roth
Immersionsdl Immersol 518 F fluoreszenzfrei 444960 Zeiss
Kaliumchlorid (KCI) 6781. Carl Roth
Magnesiumchlorid x 6 H,O (MgCl,) 1.05833.1000 Merck
Natriumchlorid (NaCl) HNO00.3 Carl Roth

. Pharm. Chemie, Universitit
Triarylmethan-34 (TRAM-34) ) Tiibingen (JProf. Dr. Koch)

Inkubationspuffer CaCl, 1 M

HEPES 14,28 g CaCl, x 2 H,O 147 ¢
NaCl 145¢ dH,0O Ad 100 ml
KCl1 0,74 g - mit NaOH auf pH 7.4 einstellen
D(+)-Glucose x H,O 2g - Unter Sterilwerkbank steril filtrieren
MgCl, x 7 H,0 0,406 g = 1 ml- bzw. 15-ml Aliquots bei 20°C lagern
dH,0O Ad 2000 ml

- mit NaOH auf pH 7,4 einstellen

Calciumpuffer 1,8 mM

- steril filtrieren und unter Sterilwerkbank CaCl, I M 90 pl
in 50 ml-Aliquots pipettieren Inkubationspuffer 50 ml
- bei 4°C lagern

Serumpuffer Serumpuffer TRAM-34 10 pM
CaCl, 1 M 90 ul Serumpuffer 50 ml
FCS 2,5 ml TRAM-34 5 mM 100 pl
Inkubationspuffer 47,5 ml
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4.1 Mauszucht

4.1.1  Tierhaltung und Verpaarung

Alle im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Versuchstiere wurden am Institut fiir Pharmazie der
Universitdt Tiibingen in der Abteilung Pharmakologie, Toxikologie und Klinische Pharmazie gemif
der tierschutzrechtlichen Bestimmungen geziichtet. Die Maéiuse wurden unter kontrollierten
Bedingungen bei 22 + 1°C Raumtemperatur und 55 + 5% Luftfeuchtigkeit in S1-Tierhaltungsrdumen
(spezifisch pathogenfrei, SPF) gehalten. Die Haltung erfolgte in 2-er oder 3-er Gruppen in einem
offenen SPF-Haltungssystem in entsprechenden Kéafigen (Makrolon Typ II) bei einem standardisierten
Tag/Nacht-Rhythmus (12 h/12h). Die Maéuse hatten dabei jederzeit freien Zugang zu
Standarddiétpellets und Wasser ad libitum. Die Haltungsbedingungen galten auch fiir Tiere, die sich in
einem Versuch befanden. Alle durchgefiihrten Tierversuche wurden von der zustindigen
Tierschutzbehdrde (Regierungspriasidium Tiibingen) unter Beachtung der deutschen Tierschutzgesetze
genehmigt.

Die Verpaarung wurde in den gleichen Tierraumen und damit unter den gleichen Umweltbedingungen
durchgefiihrt wie die allgemeine Haltung. Allerdings wurden dazu speziell fiir die Zucht ausgelegte
Kiéfige (Makrolon Typ III) eingesetzt. In der Regel wurde ein Ménnchen (mind. 8 Wochen) mit 1-2
Weibchen (ab 6 Wochen) in Dauerverpaarungen zusammengesetzt. Die erhaltenen Nachkommen
wurden genotypisiert (s. 4.1.3) und ab einem Alter von 3—4 Wochen von der Mutter abgesetzt und

nach Geschlechtern getrennt.

4.1.2 Riickzucht

In der Literatur ist beschrieben, dass der genetische Hintergrund einen erheblichen Einfluss auf die
Transformation des Brustgewebes und somit auf den Entstehungszeitpunkt sowie die Progression des
Tumors hat (s.3.1). Auch im hiesigen Arbeitskreis konnte gezeigt werden, dass weibliche
MMTV-cNeu Méuse auf einem gemischten Hintergrund (25% FVB; 37,5% SV129; 37,5% C57Bl/6)
erst sehr viel spiter Tumore als auf einem reinen FVB-Hintergrund entwickeln (s. Severine Stehling
,untersuchung der Rolle von Ca’'-aktivierten K'-Kanilen in der Entstehung von Tumoren und deren
Chemoresistenz*, Dissertationsschrift, Universitit Tiibingen, 2014). IK-KO und BK-KO Tiere (s. 3.1)
standen allerdings urspriinglich nur auf einem SV129- bzw. C57Bl/6-Hintergrund zur Verfiigung. Um
den Untersuchungszeitraum sowie das Beobachtungs- und Interventionsintervall einzugrenzen,
wurden diese daher zuerst auf einen FVB/N-Hintergrund zuriickgekreuzt. Dazu wurden BK-KO und
IK-KO Tiere iiber sechs Generationen mit reinen FVB/N Wildtyptieren (100%) verpaart, so dass sich
mit jedem Verpaarungsschritt der urspriingliche genetische Hintergrund des Mausstamms (C57Bl/6)
um 50% verringerte (s. auch Abb. 4.1). Heterozygote Weibchen der Generation N5 wurden letztlich
mit ménnlichen MMTV-PyMT bzw. MMTV-cNeu Tieren (ebenfalls FVB/N) verpaart, so dass die
Nachkommen aus dieser Zucht einen FVB-Anteil von > 98% aufwiesen. Zur finalen Generierung der
Versuchstiere wurden dann ménnliche MMTV-PyMT bzw. MMTV-cNeu Tiere, die bzgl. BK bzw. IK
heterozygot sind, mit ebenfalls heterozygoten BK " oder IK™" Weibchen verpaart. Die Elterntiere

sowie die moglichen Nachkommen dieser Verpaarungsschritte sind in Abb. 4.1 gezeigt.
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Abb. 4.1 Verpaarungsschema der Riickzucht

Heterozygote Tiere (KC;/') vom BIl6-Hintergrund wurden mit Mausen vom FVB-Stamm (100%) verpaart,
wodurch sich mit jedem Verpaarungsschritt der Bl6-Anteil um 50% verringerte. Nach insgesamt sechs
Verpaarungsschritten (N6) betrigt der FVB-Anteil der K¢,” Elterntiere somit > 98%. Die Tiere dieser
Generation wurden fiir die Generierung der Versuchstiere (weibliche MMTV-PyMT K¢, bzw. weibliche
MMTV-PyMT K¢,”, Anteil jeweils 6,25%) verwendet. Das Verpaarungsschema ist hier stellvertretend fiir
MMTV-PyMT Tiere gezeigt und gilt analog fiir MMTV-cNeu Méuse. Genaueres im FlieBtext. (Kc,: Calcium-
aktivierter Kaliumkanal vom BK- oder IK-Typ, Bl6: C57B1/6, PyMT: polyoma virus middle T antigene; FVB:
Friend Virus B; MMTV: Mausmammatumorvirus)

4.1.3  Genotypisierung

Zur Identifikation der Eltern- und Versuchstiere wurde routinemifig deren Genotyp bestimmt. Dazu
wurde den Méusen im Alter von 2—4 Wochen ein Ohrclip angebracht und eine Schwanzspitzenbiopsie
von 1-2 mm in ein Eppendorfreaktionsgefdll (1,5 ml) {iberfithrt. Aus dieser Biopsie wurde dann die
DNA zur Analyse mittels Polymerasekettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR) und
anschliefender Agarose-Gelelektrophorese isoliert. Die einzelnen Schritte werden in den kommenden

Abschnitten beschrieben.

4.1.3.1 DNA-Isolierung aus Schwanzspitzenbiopsien

Zur DNA-Isolierung standen zwei kommerziell erwerbliche Kits zur Verfiigung, das High Pure PCR
Template Preparation Kit (Roche-Kit, s. 3.4.1.1) und das KAPA Mouse Genotyping Kit (KAPA-Kit,
s.3.4.1.1).

Mit dem Roche-Kit wurde die Schwanzspitze (s.0.) zuerst mit 200 pl Tissue Lysis Buffer und 40 pl
Proteinase K iiber Nacht bei 55°C in einem Thermoschiittler bei 500 rpm inkubiert. Die Bestandteile
des Puffers bewirken eine Zerstdrung der Zellmembran, wihrend die Proteinase K als Endo- und
Exopeptidase Proteine des Zelllysats abbaut sowie mit Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA)

endogene DNAsen inaktiviert. Am Folgetag wurden Gewebereste zusitzlich mit einer sterilen
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Pipettenspitzen (200 ul) mechanisch zerkleinert, bevor 200 pl Binding Buffer und 100 pl Isopropanol
hinzugegeben wurden. AnschlieBend wurden zellulire Bestandteile durch einen 5-miniitigen
Zentrifugationsschritt bei 14 000 rpm sedimentiert und abgetrennt. Die DNA im Uberstand wurde
dann in ein neues Polypropylen-Filterrohrchen (im Kit enthalten) mit Silica-Kiigelchen, an welche die
Nukleinsduren in Anwesenheit von Guanidin mit hoher Affinitdt binden, {iberfiihrt. Guanidin ist im
Binding Buffer enthalten. Es folgten zwei Waschschritte mit je 500 ul Waschpuffer und die
Zentrifugation fiir 1 min bei 8 000 rpm. Die DNA verleibt dabei auf der Sdulenmatrix, wahrend
Verunreinigungen im Durchfluss aufgefangen und entfernt werden. Letztlich wurde die DNA mit
200 pl Elutionspuffer bei 70°C eluiert. Der Puffer enthilt Tris in einer Konzentration von 10 mM,
wodurch die Wechselwirkungen zwischen DNA und Silica-Sdule gelost werden. Die eluierte DNA
konnte nun direkt verwendet werden oder kurzfristig bei 4°C gelagert werden. Fiir eine lingere
Aufbewahrung wurden die DNA-Proben bei —20°C gelagert werden.

Das KAPA-Kit besteht aus dem KAPA Express Extract Enzyme (1 U/ul) (Extraktionsenzym), dem
KAPA Express Extract Buffer (10 x) (Extraktionspuffer) sowie dem KAPA2G Fast Genotyping Mix
(KAPA2G), welcher die DNA-Polymerase, Reaktionspuffer mit Ladepuffer,
Desoxynukleotidtriphosphate (ANTPs) und Magnesiumchlorid enthdlt. Zuerst wurde ein Mastermix
zur DNA-Isolation hergestellt: Dieser bestand pro Probe aus 2 ul des Extraktionsenzyms, 10 pl des
Extraktionspuffers und 88 pl dH,O. Die Schwanzspitzenbiopsien wurden in einem
Eppendorfreaktionsgefdl (1,5 ml) in 100 pl des Mastermixes bei 75°C und 500 rpm fiir 10 min in
einem Thermoschiittler inkubiert. In diesem Schritt werden die Zellen lysiert, Nukleasen und Proteine
degradiert sowie die DNA freigesetzt. Dann folgte die Inaktivierung des Extraktionsenzyms bei 95°C
und 500 rpm fiir 5 min. Im Anschluss wurden die Proben kurz zentrifugiert (short) und der Uberstand,
welcher die DNA enthielt, in ein frisches Eppendorfreaktionsgefdl (1,5 ml) tiberfiihrt. Die Proben
wurden entweder direkt verwendet oder kurzfristig bei 4°C gelagert.

4.1.3.2 DNA-Amplifikation mittels Polymerasekettenreaktion

Mithilfe der Polymerasekettenreaktion konnen bestimmte DNA-Abschnitte enzymatisch in vitro
vervielféltigt werden.

Die Nukleotidsequenz des gewiinschten DNA-Abschnittes muss bekannt sein. Dieser wird durch zwei
Oligonukleotide (Primer) flankiert, in dem diese mit jeweils einem der Stringe des Abschnittes
hybridisieren. Einer der Primer, der sogenannte Vorwirtsprimer (forward primer, F), hybridisiert an
das 3’-Ende auf dem kodierenden Strang, wihrend der andere Primer als Riickwértsprimer (reverse
primer, R) an das 3’-Ende des Komplementérstranges bindet. Die Primer (s.3.4.1.1) waren so
gestaltet, dass die genetischen Verdnderungen der Mauslinien identifiziert werden konnten und
beispielsweise eine Unterscheidung zwischen WT und KO méglich war. Eine Rehybridisierung der
Einzelstrainge wurde durch einen Primeriiberschuss verhindert. In Anwesenheit von dNTPs
synthetisiert dann eine spezielle, hitzebestdndige DNA-Polymerase den komplementdren Strang in
5’-3’-Richtung zum primerflankierten Abschnitt. Bei Verwendung des Roche-Kits wurde dazu die
DNA-Polymerase 1 des Bakteriums Thermus aquaticus eingesetzt, deren Temperaturoptimum bei
72°C liegt. Das KAPA-Kit beinhaltet eine spezielle DNA-Polymerase (KAPA2G Fast Hot Start DNA
Polymerase), die durch eine hohe einmalige Starttemperatur aktiviert wird und deren

Temperaturoptimum ebenfalls bei 72°C liegt.
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In Abhingigkeit der DNA-Isolationsmethode war eine unterschiedliche Probenvorbereitung fiir die
PCR notwendig. Der KAPA2G Fast Genotyping Mix (KAPA2G) enthdlt wie erwdhnt bereits DNA-
Polymerase, Reaktions- und Ladepuffer, ANTPs und Magnesiumchlorid, wéhrend fiir Proben, welche
mit dem Genotypisierungskit von Roche isoliert wurden, noch dNTPs und Tag-Polymerase
hinzupipettiert werden mussten. Ebenfalls unterschieden sich die bendtigten DNA- und
Primervolumina in Abhéngigkeit der zu vervielfdltigenden Sequenz. Die entsprechenden
Primersequenzen sind in Kapitel 3.4.1.1 gelistet. Die Pipettierschemata sind in Tabelle 4.1 dargestellt.
Zuerst wurde die DNA in einem Eppendorf-PCR-Reaktionsgefal vorgelegt und dann mit dem
Mastermix ergénzt. Fiir Proben, die mit dem Roche-Kit isoliert worden waren, wurden 5 pl DNA mit
45 ul Mastermix ergédnzt, mit dem KAPA-Kit wurden zu 1 pl DNA 25 pl Mastermix hinzupipettiert.
Die Proben wurden gut gemischt, in einen Mastercycler (s. 3.2) gestellt und die PCR gestartet. Der
Ansatz wurde zunidchst auf 94°C erhitzt, um die DNA-Doppelhelix durch Auflésen der
Wasserstoffbriickenbindungen und somit der Basenpaarungen in zwei Einzelstringe zu zerlegen.
Durch das Abkiihlen der Proben auf 57°C wurde die Hybridisierung der Primer ermdglicht
(annealing). Im Anschluss wurde die DNA durch die Polymerase mit den dNTPs bei 72°C amplifiziert
(Elongation). Insgesamt wurde das gesamte Protokoll 30 Mal wiederholt, wobei mit jedem Schritt die

DNA-Sequenz exponentiell vervielfaltigt wurde.

4.1.3.3 Detektion der DNA-Fragmente mittels Gelelektrophorese

Mithilfe der Gelelektrophorese kdnnen die zuvor amplifizierten DNA-Fragmente durch Anlegen eines
elektrischen Feldes aufgetrennt werden. Der Vorteil ist, dass alle Nukleotideinzelbausteine dhnliche
Massen besitzen und aufgrund der Phosphatgruppen des Zucker-Phosphat-Riickgrats negativ geladen
sind. In einem Agarosegel wandern die DNA-Molekiile folglich umgekehrt proportional zu ihrer
GroBBe zum Pluspol. Das Gel wird wéhrend der Auftrennung von 1 x TBE-Puffer (s.3.4.1.2)
iiberschichtet, welcher durch einen pH-Wert von 8,0 den polyanionischen Zustand der DNA
garantiert. Die Groflen der PCR-Fragmente wurden iiber einen DNA-Léngenstandard (2-Log DNA-
Ladder, s. 3.4.1.2) ermittelt.

Zur Genotypisierung wurden 2%ige Agarosegele (s. 3.4.1.2) eingesetzt. Zuerst wurde dazu Agarose in
1 x TBE-Puffer in der Mikrowelle durch Erhitzen geldst. AnschlieBend wurde die Losung auf einem
Magnetrithrer abgekiihlt und mit dem Fluoreszenzfarbstoff Ethidiumbromid (s.3.4.1.2) versetzt,
welches in die DNA interkaliert. Die finale Konzentration von Ethidiumbromid betrug 0,1 pg/ml.
Wihrenddessen wurde ein Gelschlitten vorbereitet, in den Kdmme eingesetzt wurden, so dass beim
Aushirten des Gels (nach ca. 30 min) Taschen entstanden, in die dann die Proben pipettiert werden
konnten. Proben, welche mit KAPA-Kit hergestellt worden waren (s.0.), konnten direkt auf das Gel
aufgetragen werden. Wurden die Proben mit dem Kit von Roche isoliert, mussten diese erst mit 6-fach
konzentriertem Ladepuffer (s. 3.4.1.2) im Verhéltnis 5:1 gemischt werden. Dieser Puffer verhindert
aufgrund seiner hohen Viskositét, dass die Proben nach dem Beladen aus den Geltaschen austreten.
Der Laufpuffer enthélt auBerdem zwei Farbstoffe: Die Gréfen von Xylencyanol (800 bp) und
Bromphenolblau (100 bp) konnten genutzt werden, um die Laufweite der Proben zu tiiberpriifen.
Zusitzlich wurden in eine Tasche 12 pl des DNA-Léngenstandards (s. 3.4.1.2) pipettiert.
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Im Anschluss wurde eine Spannung von 80 V fiir etwa 15 min angelegt, bis die Proben die Geltaschen
verlassen hatten. Dann wurde die Spannung auf 120-130 V erhoht. Die Gesamtdauer der
Elektrophorese betrug ca. 1-2 Stunden. Danach konnten die DNA-Banden aufgrund des interkalierten
Ethidiumbromid durch UV-Licht in einem Geldetektionsgerét (s. 3.2) sichtbar gemacht werden und
die Banden den Versuchstieren zugeordnet werden. Abb. 4.2 zeigt repridsentative Abbildungen der
PCR-Fragmente der Genotypen, welche im Rahmen dieser Arbeit verwendet wurden.

Tabelle 4.1 Pipettierschemata zur DNA-Amplifikation mittels Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die DNA wurde aus Schwanzspitzenbiopsien mit dem High Pure PCR Template Preparation Kit oder dem
KAPA Mouse Genotyping Kit isoliert. Im Anschluss wurde die DNA mit geeigneten Puffern und Primern in

einem Mastercycler bei einem definierten Temperaturprogramm amplifiziert. Genaueres im FlieBtext. (BK:
Calcium-aktivierter Kaliumkanal mit hoher Leitfdhigkeit; IK: Calcium-aktivierter Kaliumkanal mit mittlerer

Leitfahigkeit; MMTV: Mausmammatumorvirus; PyMT: polyoma virus middle T antigene; DNA:
Desoxyribonukleinsiure; Vorwértsprimer, R:  Riickwértsprimer; CTRL: Kontrolle; dNTPs:
Desoxynukleotidtriphosphate)
High Pure PCR Template Preparation Kit
BK IK MMTV-PyMT MMTV-cNeu
DNA 5pul 5pul 5l 5l
dH,O 34,8 ul 34,8 ul 34,8 ul 34,8 ul
Tag-Puffer Sul Sul Sul Sul
F1 2 ul 2 ul 1 pl 1 pl
F2 1 ul 1 ul - -
Primer R 1 pl 1 pl 1 pl 1 pl
Fen - - 1 pl 1 pl
Rew - - 1 pl 1 pl
dNTPs 1 pl 1 pl 1 pl 1 pl
Tag-Polymerase 0,2 pl 0,2 pl 0,2 ul 0,2 ul
KAPA Mouse Genotyping Kit
BK IK MMTV-PyMT MMTV-cNeu
DNA 1 pl 1,5 pl 1 pl 1 pl
dH,O 8,5 ul 10,75 pl 7,5 ul 7,5 ul
KAPA2G 12,5 pl 12,5 pl 12,5 ul 12,5 ul
F1 1 pl 0,5 ul 1 pl 1 pl
F2 1 pl 0,5 ul - -
Primer R 1 ul 0,5 ul 1 pl 1 pl
Fen - - 1 pl 1 pl
Rew - - 1 pl 1 pl
DMSO 1 pl 0,25 pl 1 pl 1 pl
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Abb. 4.2 Genotypisierung und Identifizierung der Versuchstiere mittels Agarose-Gelelektrophorese

Die amplifizierte DNA wurde mittels Gelelektrophorese aufgetrennt, so dass die PCR-Fragmente detektiert
werden konnten. (A) BK-Mauslinie. Heterozygote Tiere zeigen beide PCR-Fragmente. (B) IK-Mauslinie.
(C) Nachweis des MMTV-PyMT Transgens. Es wurde zusétzlich ein Kontrollfragment (200 bp) koamplifiziert,
das in allen DNA-haltigen Proben genotypunabhdngig gebildet wird. (D) MMTV-cNeu Mauslinie. Auch hier
wurde das Kontrollfragment koamplifiziert. (bp: Basenpaare; M: Marker; BK: Calcium-aktivierter Kaliumkanal
mit hoher Leitfahigkeit; WT: Wildtyp; KO: Knockout; IK: Calcium-aktivierter Kaliumkanal mit mittlerer
Leitfahigkeit; HET: heterozygot; PyMT: polyoma virus middle T antigene; MMTV: Mausmammatumorvirus)

4.2 In vivo Methoden

4.2.1 Palpation und Messung der Tumore

MMTV-PyMT Weibchen wurden ab einem Alter von 40 Tagen wdchentlich auf Tumore untersucht,
da ab diesem Alter eine Entstehung von Tumoren moglich ist (s. 3.1). Dazu wurde das Tier mit der
linken Hand fixiert und mit dem rechten Zeigefinger jede Brustdriise einzeln abgetastet. Sobald ein
Knoten tastbar war, wurde die entsprechende Driise auf einem Vordruck beziffert und der Zeitpunkt
notiert. Ab diesem Zeitpunkt wurde das Tier drei Mal wochentlich auf neue Tumore und Wachstum
untersucht. MMTV-cNeu Weibchen wurde erst ab einem Alter von 120 Tagen untersucht, da dieses
Modell im Schnitt erst nach 205 Tagen Tumore entwickelt (s. 3.1). Die Palpation erfolgte vor und
nach Auftreten eines Tumors wochentlich. Die entsprechende Brustdriise und der Zeitpunkt wurden
ebenfalls notiert. Die Tumorgréfle wurde nach der Tumordetektion einmal (MMTV-cNeu) bzw. drei
Mal (MMTV-PyMT) mithilfe einer digitalen Schieblehre (s.3.2) erfasst, um das Wachstum der
Tumoren sowie das Abbruchkriterium von 15 mm Tumordurchmesser zu erfassen. Bei einem
maximalen Tumordurchmesser von 15 mm wurde der Versuch durch Euthanasie des Tieres beendet
(s.4.2.2). Dies galt auch fiir Tiere, die der Fellpflege nicht mehr nachkamen oder sonstige

Auffilligkeiten im Verhalten aufzeigten, die auf Beschwerden und Leiden des Tieres hinweisen.
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4.2.2  Totung und Organentnahme

Alle Tiere wurden mit CO, eingeschlifert. Dies erfolgte durch langsames Einleiten des Gases in ihrem
vertrauten Haltungskifig bei geschlossenem Kéfigdeckel. Die Maus wird dadurch zuerst bewusstlos.
Nach Fintreten des Todes wurde das Gewicht bestimmt und anschlieBend wurden die Organe
entnommen.

Hierzu wurde die Maus auf den Riicken gelegt und an den Vorder- und Hinterldufen fixiert. Das Fell
wurde anschliefend mit einer Pinzette angehoben und mit einer Préparierschere ein kleiner Schnitt in
das Fell gesetzt, bevor das Fell lings mit einem geraden Schnitt aufgeschnitten wurde. Daraufhin
konnte das Fell vorsichtig von der Bauchdecke mithilfe einer Pinzette abgezogen werden, wodurch die
Brustdriisen bzw. Tumore bereits frei zuganglich waren. Fiir die Entnahme eines Brusttumors wurde
dieser mithilfe eines Skalpells (No.21, s.3.4.2) von Fell und Bauchdecke vorsichtig geldst. Im
Anschluss wurde das Gewebe in einer unsterilen Petrischale mit PBS gewaschen und dann mit einer
Analysenwaage gewogen und die GroBle in zwei Dimensionen (Ldnge und Breite) mit einer digitalen
Schieblehre erfasst. Dadurch kann mithilfe der Formel (Linge x Lénge x Breite)/2 das Tumorvolumen
berechnet werden.”'*

Fiir die Entnahme weiterer Organe wie Leber und Lunge wurde die Bauchdecke ebenfalls mit einem
Langsschnitt aufgeschnitten. Fiir die Leber wurden die versorgenden BlutgefdBBe vorsichtig mit einer
Schere abgetrennt und auch die Verbindung zu weiteren Organen wurde geldst. Die Leber wurde dann
mit einer Pinzette vorsichtig entnommen. Zur Entnahme der Lunge wurden zuerst das Zwerchfell und
anschlieffend der Rippenbogen durchtrennt. Durch Anheben des Rippenbogens war die Lunge direkt
zugénglich. Die umgebenden Gefdfle wurden durchtrennt und die Lunge vorsichtig mit einer Pinzette
entnommen. Alle entnommenen Organe wurden im Anschluss kurz in einer unsterilen Petrischale mit
PBS gewaschen.

Die Gewebeproben wurden im Anschluss entweder fiir die Etablierung einer Zellkultur (s. 4.3.1), fiir
die RNA-Isolation (s.4.5) oder fiir immunhistochemische Férbungen (s.4.7) aufbereitet. Das
Vorgehen dafiir ist in den entsprechenden Kapiteln beschrieben. Dieses war identisch fiir alle

Tumormodelle und unabhéngig vom Kanalstatus (WT oder KO) des Tieres.

4.2.3 Behandlung mit dem spezifischen BK-Kanalinhibitor Paxilline

Es sollte tiberpriift werden, ob eine pharmakologische Inhibition des BK-Kanals mit dem spezifischen
Blocker Paxilline (PAX) (s. Tabelle 7.4 Anhang) das Tumorwachstum weiblicher MMTV-PyMT
Maiuse beeinflusst. Die Substanz wurde in DMSO:Wasser (9:1 V/V) so gelost, dass sich eine
Dosierung von 8 mg/kg Korpergewicht ergab.138 Die Injektion erfolgte intraperitoneal (i.p.) bei einem
Injektionsvolumen zwischen 40 und 70 pl. Da jedoch das Trdgermaterial einen hohen Anteil des
toxischen Ldsemittels DMSO enthielt, wurde zuerst ein Vorversuch mit Wildtyptieren (C57Bl/6)
durchgefiihrt.

4.2.3.1 Behandlungsschema
Weibliche MMTV-PyMT Maiuse wurden wie in 4.1 beschrieben generiert und genotypisiert.

AnschlieBend wurden die Weibchen in zwei Kohorten eingeteilt und ab einem Alter von 40 Tagen fiir
insgesamt 4 Wochen zwei Mal téglich (alle 12 Stunden) behandelt: Gruppe A erhielt das Vehikel
DMSO:Wasser 9:1, wiahrend Gruppe B mit dem Inhibitor PAX behandelt wurde. Die Dosierung
betrug 8 mg/kg Korpergewicht (KG) (s.0.). Zur Bestimmung der zu injizierenden Menge wurden die
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Tiere daher einmal wochentlich gewogen und die Injektionsmenge entsprechend angepasst. Es wurde
eine Stocklosung mit 30 pg/ul hergestellt (s. 3.4.2), die am jeweiligen Versuchstag auf das bendtigte
Volumen verdiinnt wurde. Fiir jeden Wochentag wurde das benétigte Volumen der PAX-Stockldsung
fiir alle Probanden in ein Eppendorfreaktionsgefal (1,5 ml) pipettiert und bis zur Verwendung
auf -20°C gelagert. Am jeweiligen Versuchstag wurde die Stocklosung aufgetaut und mit
DMSO:Wasser 9:1 auf eine Konzentration von 3,2 pg/pl verdiinnt (Injektionsldsung), so dass sich die
Injektionsvolumina zwischen 40 und 70 pl bewegten. Im Anschluss wurde die Injektionsldsung mit
einer 1 ml-Spritze aufgezogen und mit einer Kaniile (30G) i.p. injiziert.

Wihrend der Behandlung wurden die Tiere wie in 4.2.1 beschrieben untersucht, um eine mogliche
Tumorentstehung zu erfassen. Nach der 4-wochigen Behandlung wurden die Tiere noch bis zum
Erreichen des Abbruchkriteriums palpiert und dann mit CO, eingeschldfert (s. 4.2.2). Zusitzlich wurde
die Wirksamkeit von Paxilline durch die klinische Untersuchung mithilfe motorischer Tests (s.u.)
sowie durch die makroskopische Beobachtung der Tiere iiberpriift. Paxilline ist eine ZNS-géngige
Substanz, weshalb die Applikation zu motorkoordinativen Stérungen mit Ataxie fiihrt, wie es auch fiir
BK-KO Tiere beschrieben ist (s. 1.2.1.2).

4.2.3.2 Pharmakokinetische Charakterisierung von Paxilline

Zur pharmakokinetischen Charakterisierung und Wirksamkeit von Paxilline wurden verschiedene

Tests zur Uberpriifung der motorkoordinativen Fihigkeiten der injizierten Tiere durchgefiihrt.

Gittertest
Beim Gittertest handelt es sich um eine Abwandlung des in der Literatur beschriebenen

*'S Die Tiere wurden aus dem Kifig entnommen und von innen an das Gitter gesetzt. Die

screen-Tests.
Sicherheit und Haltung des Tieres am Gitter wurde nach den Kriterien in Tabelle 4.2 bewertet und die
Punktzahl entsprechend notiert. Eine hohe Punktzahl entspricht einer stark eingeschriankten Motorik

des Tieres. Die Tiere wurden jede Stunde fiir insgesamt 5 Stunden nach der Injektion untersucht.

Tabelle 4.2 Scoring des Gittertests

Punkte Bewertung

0 Das Tier ist sehr sicher und springt sicher und selbstdndig in den Kéfig zuriick.

Das Tier zeigt leichte Unsicherheiten am Gitter (beispielsweise kein direktes Greifen
1 des Gitters mit den Pfoten). Kann alleine in den Kéfig zuriick, der Prozess ist jedoch
leicht verlangsamt. Das Tier ist in der Lage, alleine an das Gitter zuriickzukehren.

Das Tier zeigt starke Unsicherheiten am Gitter, insbesondere beim Greifen eines neuen

2 Gitterstabes. Teilweise werden die Bewegungen sogar abgebrochen. Das Tier gelangt
trotz mehrmaliger Eigenversuche nicht selbstéindig in den Kéfig zuriick.
3 BK-KO Tier. Das Tier kann sich nicht halten und fillt sofort in den Kéfig zuriick.
Gangtest

Der Gangtest stellt eine modifizierte Form des Tremorassays dar.’'®

Das Gitter wurde abgenommen
und die Tiere wurden fiir 1 min kontinuierlich beobachtet. Es wurden Bewegungsintensitdt und
Gangsicherheit des Tieres beobachtet. Ebenfalls wurde iiberpriift, ob ein eher unbewegliches Tier
durch kurzes AnstoBen zur Bewegung gezwungen werden kann oder ob dies zu einem Tremor fiihrt.

Die Parameter wurden mit einer entsprechenden Punktzahl korreliert (s. Tabelle 4.3). Die Tiere
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wurden zu definierten Zeitpunkten nach der Injektion untersucht (10 min, 20 min, 30 min, 1 h, 1,5 h,
2 h, 4 h, 6 h, 10 h). Dies wurde an flinf aufeinanderfolgenden Tagen wiederholt, sodass auch tiberpriift

werden konnte, ob sich das Verhalten tiber einen ldngeren Zeitraum veréndert.

Tabelle 4.3 Scoring des Gangtests

Punkte Bewertung

Das Tier bewegt sich fast die gesamte Zeit ohne Unsicherheiten und Auffélligkeiten im

0 Kifig. Auch AnstoBen bewirkt keine Anderung.

Das Tier bewegt sich, weist jedoch Unsicherheiten im Gang auf (Hinterldufe werden
1 dhnlich wie bei einem Kénguru bewegt). Ein Anstoflen kann eventuell zu einer
Verstarkung des Tremors fiihren.

Das Tier bewegt sich wenig. Auch in Ruhe kann ein Tremor erkannt werden, der durch
AnstoBen noch verstirkt wird.

3 BK-KO Tier

4.2.4  Allotransplantation

Bei weiblichen FVB/N WT Mdéusen wurde in einem Alter von 12 Wochen eine orthotope
Allotransplantation mit MMTV-PyMT Brusttumorzellen in die vierte rechte Brustdriise
durchgefiihrt.*'”*'® Die Zellen waren zuvor aus Brusttumoren von MMTV-PyMT WT, IK-KO bzw.
BK-KO Tieren isoliert und aufgereinigt worden (s. 4.2.2 und 4.3.1). Die Versuchstiere wurden zufillig
in drei Gruppen eingeteilt und es wurden entweder MMTV-PyMT WT, IK-KO oder BK-KO Zellen in
die vierte Brustdriise implantiert. Vor Versuchsbeginn wurde eine Heizplatte auf 37°C erwiarmt, um
ein Auskiihlen der Tiere wéhrend des Eingriffs zu verhindern. Zusétzlich wurde je ein grofles
Zentrifugationsrohrchen mit PBS bzw. Ethanol 70% gefiillt und ein Wattestdbchen darin getrénkt.
Anschlieend wurden die Zellen trypsiniert, gezdhlt (s.4.3.2) und in einer Konzentration von
10%50 ul in PBS in einem EppendorfreaktionsgefaB (1,5 ml) aufgenommen. Die Zellsuspension wurde
bis zur Transplantation auf Eis gelagert. Die Méause wurden gewogen und dann zur Narkoseeinleitung
sukzessive mit 10 pul/g KG der Narkoselosung (Ketamin 10 mg/ml und Xylazin 1 mg/ml in NaCl-
Losung 0,9%, s.3.4.2) i.p. mit einer 30G-Kaniile injiziert. Die finale Dosierung betrug somit fiir
Ketamin 100 mg/kg KG und fiir Xylazin 10 mg/kg. Nachdem eine ausreichende Tiefe der Narkose
iiber das Ausbleiben des Zwischenzehenreflexes bestitigt wurde (kein Reflex nach ca. 20 min),
wurden die Tiere mit Leukosilk” auf der Heizplatte fixiert, die Augen mit Bepanthen® versehen, um
ein Austrocknen zu verhindern, und das Fell um die vierte rechte Brustdriise vorsichtig mit einem
Skalpell entfernt. Nach der Desinfektion der Stelle mit 70%igem Ethanol wurde mit einem Skalpell
ein Schnitt von ca. 10 mm rechts neben der Brustdriise gesetzt, um einen Zugang zur Driise zu
erhalten. Dieser Zugang wurde vorsichtig mit einem PBS-getrankten Wattestdbchen gereinigt. Nun
wurde die Brustdriise mit einer chirurgischen Klemme herausgezogen und fixiert. Die Zellsuspension
wurde invertiert, in eine 1 ml-Spritze aufgezogen und iiber eine Kaniile (30G) wurden 10° Zellen (in
50 ul PBS) in die Driise injiziert. Nach dem Zuriickschieben der Brustdriise wurde die Wunde mit
Einzelheften geschlossen. Die postanalgetische Versorgung der Tiere erfolgte fiir einen Tag mit
Novaminsulfon (200 mg/kg KG s.c., 30G-Kaniile) gemé der Richtlinien der Gesellschaft fiir
Versuchstierkunde (GV SOLAS).*" Wihrend der etwa zweistiindigen Aufwachphase wurde durch
eine Wirmelampe ein Auskiihlen der Tiere verhindert. Eine Woche nach der Operation wurde
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begonnen, die Tiere dreimal wdchentlich zu palpieren (s. 4.2.1), um eine mdgliche Tumorentstehung
zu erfassen. Das Wachstum der Tumore wurde mit einer digitalen Schieblehre dokumentiert, sobald
eine messbare GroBe erreicht war. Beim Erreichen des Abbruchkriteriums (Maximaldurchmesser

15 mm) wurde das Tier euthanasiert (s. 4.2.2).

4.3 Zellkultur

Sofern nicht anders beschrieben, wurden alle verwendeten Medien und Losungen in einem Wasserbad
auf 37°C vorgewédrmt. Es wurde unter aseptischen Bedingungen unter einer Sterilwerkbank gearbeitet.

Die Kultivierung der Zellen erfolgte grundsétzlich bei 37°C und 5% CO, in einem Brutschrank.

4.3.1 Etablierung primirer Brusttumorzellen als Primirzelllinie

Zuerst wurden unter sterilen Bedingungen 20ml Zellkulturmedium in ein 50 ml
Zentrifugationsrohrchen (s. 3.3) vorgelegt und auf Eis gestellt. Ebenfalls wurden zwei
Zentrifugationsrohrchen mit einem Fassungsvolumen von 15 ml mit 10 ml IMEM mit Phenolrot
(s. 3.4.3) gefiillt. In diesen wurde jeweils 1 mg/ml Collagenase D (s.3.4.3) geldst. Auch diese
Rohrchen wurden auf Eis gelagert. Es wurden Zellen aus tumortragenden weiblichen MMTV-PyMT
BK-WT und BK-KO sowie MMTV-PyMT IK-WT und IK-KO isoliert. Ebenfalls wurden Zellen aus
tumortragenden MMTV-cNeu Wildtypmausen isoliert (s. 3.1). Die Entnahme des Tumors ist in 4.2.2
beschrieben. Nach Waschen des Tumors in PBS in einer unsterilen Petrischale wurde ein gut
differenziertes Tumorstiick mit einer Grofle von etwa 5 mm Durchmesser mit einem Skalpell (No.21,
s.3.4.2) in kleinere Stiicke geschnitten. Diese wurden mit einer Pinzette in das
Zentrifugationsrohrchen mit 20 ml Zellkulturmedium {tiberfiihrt. Unter der Sterilwerkbank wurden die
Tumorstiicke dann in eine sterile Petrischale tiberfiihrt und mit einem Skalpell und einer Pinzette
weiter zerkleinert. Im Anschluss wurden die Stiicke in eine der Collagenase-Losungen {iberfiihrt und
in einem Wasserbad bei 37°C fiir 11 min inkubiert. Jede Minute wurde das Rohrchen vorsichtig
geschwenkt. AnschlieBend wurde die Suspension zuerst mit einer 10 ml- und dann mit einer
5 ml-Stripette auf- und abgezogen, um eine weitere Dissoziation des Gewebes zu erreichen. Darauthin
wurde die Tumorstiicke tiber ein Zellsieb mit einer Porengrofle von 40 uM (s. 3.4.3) in ein grof3es
Zentrifugationsrohrchen tberfiihrt. Die Suspension wurde dann fiir 5 min bei 1000 rpm zentrifugiert.
Die tbrigen Tumorstiicke wurden mit einer Pinzette vom Zellsieb abgenommen, in das zweite
Rohrchen mit Collagenase-Losung tiberfithrt und der Vorgang entsprechend wiederholt. Nach der
Zentrifugation wurde der Uberstand vorsichtig mit einer 5 ml-Stripette abgenommen und verworfen.
Das Pellet wurde mit einer Pipette (1000 pl) in 1 ml Zellkulturmedium suspendiert und dann in eine
Petrischale (55 cm? Flache) iiberfithrt. Mit vorgewdrmtem Zellkulturmedium wurde auf ein
Gesamtvolumen von 10 ml aufgefiillt. Die Zellen wurden dann im Brutschrank kultiviert. Am
Folgetag wurde ein Mediumwechsel vorgenommen, der bei frisch isolierten Zellen bis zur ersten
Passage (s.4.3.2) tiglich wiederholt wurde. Dafiir wurde das Medium mit einer 10 ml-Stripette
abgenommen, in ein kleines Zentrifugationsrdhrchen {iberfiihrt und fiir 5 min bei 1000 rpm
zentrifugiert. Wihrenddessen wurden 10 ml PBS in die Petrischalen pipettiert und die Zellen im
Brutschrank gelagert. Nach der Zentrifugation wurde das PBS abgenommen und verworfen. 7 ml des
Uberstandes wurden mit einer 10 ml-Stripette abgenommen, mit 3 ml frischem Medium ergéinzt und
auf die Zellen pipettiert. Bei ausreichender Konfluenz wurden die Zellen passagiert (s.u.). Ab

Passage 4 und nach der Aufreinigung (s. 4.3.2.1) wurden die Zellen fiir Experimente verwendet.
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4.3.2  Passagierung der Primérzelllinien

Bei einer Konfluenz von ca. 90% wurden die Zellen mittels Trypsinierung passagiert. Die
verwendeten Volumina sind von der Grofle des Zellkulturgefiles abhéngig und in Tabelle 4.4
dargestellt.

Das Medium wurde mit einer Absaugpumpe abgenommen und die Zellen wurden zwei Mal mit PBS
gewaschen. Um die Zellen aus dem Kulturgefal und dem Zellverband zu l6sen, wurden die Zellen fiir
5-7 min mit 1 x Trypsin (s. 3.4.3) im Brutschrank bei 37 °C inkubiert. Durch vorsichtiges Klopfen mit
der Handfliche gegen das Gefdl wurde eine vollstindige Abldsung erreicht, was unter dem
Mikroskop kontrolliert wurde. Das Trypsin wurde anschlieBend durch Zugabe von Zellkulturmedium
in einem entsprechenden Volumen (s. Tabelle 4.4) inaktiviert. Dazu wurde das Medium mit einer
Stripette in das GefdB pipettiert, dieses kurz geschwenkt und die Zellsuspension wieder mit der
Stripette aufgenommen und in ein Zentrifugationsrohrchen entsprechender Grofe iiberfiihrt. Die
Zellsuspension wurde daraufhin fiir 5 min bei 1000 rpm zentrifugiert. Im Anschluss wurde der
Uberstand mit der Absaugpumpe abgenommen und verworfen. Das Zellpellet wurde suspendiert und
in einem definierten Volumen verdiinnt. Darauthin wurden die Zellen gezihlt. Die Zellsuspension
wurde dazu noch einmal gut durchmischt, dann 10 pl abgenommen, in eine Neubauer-Zihlkammer
(s. 3.4.3) tberfiihrt und anschlieBend die Zellzahl geméf Protokoll bestimmt.**°
konnte dann auf die gewiinschte Konzentration eingestellt werden und die Zellen in entsprechender

Die Suspension

Anzahl in Abhéngigkeit des jeweiligen Experimentes ausgebracht werden.

Wurden die Zellen nicht fiir ein entsprechendes Experiment verwendet, wurde alle zwei bis drei Tage
ein Mediumwechsel durchgefiihrt. Dazu wurde das alte Medium abgenommen und verworfen und
frisches Zellkulturmedium hinzugegeben.

Fiir alle Experimente wurden Zellen der Passagen 4-13 verwendet.

Tabelle 4.4 Verwendete Zellkulturgefifie

Dargestellt sind die Fliche der Gefdfle und das benétigte Volumen an Zellkulturmedium. Dieses gilt sowohl fiir

die Kultivierung als auch fiir die Inaktivierung des 1 x Trypsin, dessen benétigtes Volumen zum Abldsen der
Zellen in der rechten Spalte gelistet ist. (cm: Zentimeter; ml: Milliliter)

Zellkulturgefif Kultivierm:gsﬂiiche Zellkulturmedium 1 x Trypsin [mi]
[em?] [ml]

Flasche 25 5 1
Flasche 75 15 3
Flasche 175 20 5
Petrischale 55 10 2
Grid-Platte 3,5 2 -
Calciummesschélchen 8,7 2 -
p-Kammer (pro Loch) 0,56 0,2 -
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4.3.2.1 Aufreinigung der Primirzelllinien

Im Zuge der Etablierung einer Primérzelllinie werden neben den eigentlichen Tumorzellen auch
weitere Zelltypen, beispielsweise Fibroblasten, isoliert. Diese sind deutlich groBer als die Tumorzellen
und miissen vor den eigentlichen Experimenten entfernt werden. Dabei macht man sich die Tatsache
zunutze, dass sich Fibroblasten bei einer Trypsinbehandlung schneller ablosen als die Tumorzellen.
Zur Aufreinigung der Zellen wurde das Medium abgenommen und einmal mit PBS gewaschen.
Anschlieend wurde die Hilfte des eigentlichen Volumens an 1 x Trypsin (s. Tabelle 4.4) auf die
Zellen pipettiert und diese fiir maximal 2 min inkubiert. Dabei erfolgte eine durchgehende Kontrolle
unter dem Mikroskop, bei der bereits eine Ablosung einzelner Fibroblasten sichtbar war. Nach sehr
vorsichtigem Klopfen gegen das KulturgefaB wurde das Trypsin mit dem entsprechenden Volumen an
Zellkulturmedium inaktiviert und diese fibroblastenhaltige Mischung verworfen. Die Zellen wurden
anschliefend noch einmal mit PBS gewaschen und darauthin wieder in Zellkulturmedium im
Brutschrank kultiviert. Dieser Vorgang liel sich mehrfach wiederholen, sollte jedoch nicht 6fter als
alle zwei Tage erfolgen.

4.3.3 Kryokonservierung und Auftauen der Primirzelllinien

Die aufgereinigten Primérzelllinien wurden in einem geeigneten Maf3 expandiert und anschlie3end
direkt fiir Experimente verwendet oder zur dauerhaften Lagerung kryokonserviert.

Die Zellen wurden wie in 4.3.2 beschrieben trypsiniert und gezdhlt. Anschliefend wurde die
Zellsuspension auf eine Konzentration von 5 x 10° Zellen/0,5 ml eingestellt. Je 0,5 ml wurden in ein
KryogefaB3 (s. 3.4.3) pipettiert. Zusétzlich wurden 0,5 ml Kryomedium (Zellkulturmedium mit 20%
DMSO, s. 3.4.3) hinzupipettiert, so dass sich eine Endkonzentration von 10% DMSO ergab. Dies
verhindert die Kristallwasserbildung und die damit verbundene Schidigung der Zellen. AnschlieBend
wurden die Gefdle in ein Einfriergerdt (Mr. Frosty) gestellt. Dieses ist mit Isopropanol gefiillt, um
eine gleichméBige Abkiihlung von 1°C/min zu gewéhrleisten. Die Zellen wurden fiir 24 Stunden darin
auf -80°C gelagert und anschlieBend in eine normale Box umgelagert und weiterhin bei -80°C
gelagert.

Zum Auftauen wurden die Zellen fiir 3 min bei 37°C im Wasserbad aufgetaut. Wéhrenddessen wurde
ein kleines Zentrifugationsréhrchen mit 10 ml Zellkulturmedium gefiillt. Aus diesem wurden 3 ml
Medium mit einer Stripette abgenommen und dazu die aufgetaute Zellsuspension aufgezogen, so dass
das DMSO sofort verdiinnt wurde. Die Suspension wurde wieder zuriick in das
Zentrifugationsrohrchen pipettiert und anschlieBend bei 1000 rpm fiir 5 min zentrifugiert. Der
Uberstand wurde abgenommen und verworfen, die Zellen suspendiert und in 10 ml Zellkulturmedium
aufgenommen. Die gesamte Zellsuspension wurde dann in eine Petrischale (55 cm?) iiberfiihrt.
AnschlieBend erfolgte die Kultivierung im Brutschrank. Am folgenden Tag wurde ein
Mediumwechsel durchgefiihrt (s.o.).

4.3.4  Gl-Arretierung mittels Serumentzug

Bei bestimmten Experimenten wurde eine Arretierung der Zellen in der Gl-Phase durch einen
Serumentzug vorgenommen,**'**

Die Zellen wurden wie in 4.3.2 beschrieben trypsiniert und fiir 24 Stunden kultiviert. Daraufhin wurde
das Zellkulturmedium abgenommen und die Zellen wurden zwei Mal mit PBS gewaschen. Es erfolgte

die Kultivierung in IMEM ohne Phenolrot (s. 3.4.3) fiir 72 Stunden im Brutschrank. AnschlieBend
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wurden die Zellen restimuliert. Das phenolrot- und serumfreie IMEM wurde abgenommen und
verworfen und die Zellen wieder in Zellkulturmedium =+ Inhibitor bzw. Zytostatikum (s. 3.4.3) fiir die
entsprechenden Zeitrdume kultiviert. Diese Zeitspannen sind in den jeweiligen Experimenten

angegeben.

4.4 Patch-Clamp-Analyse

Zur funktionalen Charakterisierung der Kanile und zur Uberpriifung der Selektivitit der Inhibitoren
wurden von Dr. Benjamin Stegen in einer Kooperation mit der Radioonkologie der Universitdt
Tiibingen Patch-Clamp-Analysen durchgefiihrt (s. Benjamin Stegen ,,Die Rolle von Ca’"-aktivierten
K'-Kanilen fiir die Radioresistenz des Glioblastoms®, Dissertationsschrift, Universitit Tiibingen,
2015). Mithilfe der Patch-Clamp-Technik kénnen die Stréme einzelner Ionenkanéle gemessen werden,

323 . .
Dazu wird eine

ohne dass elektrochemische Gradienten der beteiligten Ionen verdndert werden.
Messpipette aus Glas auf eine intakte Zelle gebracht, so dass ein niederohmiger Widerstand am
Pipettenrand entsteht. Die Glaspipette enthélt eine leitfadhige Salzlosung, die je nach Versuchsaufbau
variiert. In die Losung taucht ein mit Silberchlorid beschichteter Silberdraht. Leichtes Ansaugen der
Pipette auf der Zelloberfldche fiihrt in der Folge zu einer Gigaohmversiegelung, dem sog. gigaseal. An
diesem ,,Fleck (patch) konnen beim Anlegen einer definierten Spannung nun Strome bis zu 107 A
gemessen werden. Durch den hohen Widerstand des gigaseals fliefit genau der Strom, welcher durch
einen lonenkanal innerhalb des patches flieit, auch durch die Messpipette und kann iiber eine
Elektrode und einen Verstirker beobachtet werden. In dieser sogenannten cell attached configuration
kann der Strom eines einzelnen Kanals erfasst werden. Das Anlegen eines Unterdrucks ermdglicht die
Offnung des patches, ohne dass der gigaseal bricht. In dieser Konfiguration werden die Strome nun
von der gesamten Zelloberfldche abgeleitet, weshalb dies auch als whole cell configuration bezeichnet
wird. Beide Konfigurationen wurden im Rahmen dieser Arbeit benutzt, um IK- bzw. BK-spezifische
Strome zu detektieren. Es wurden sowohl WT- als auch KO-Zellen in An- oder Abwesenheit des
jeweils selektiven Inhibitors untersucht.

4.5 RNA-Analytik
Fir die RNA-Analytik wurden sowohl Zellen als auch Gewebeproben verwendet. Der Arbeitsplatz

wurde fiir alle Schritte griindlich mit 70%igem Ethanol gereinigt, um eine mdgliche Kontamination
mit RNAsen zu verhindern. RegelméBig wurde dies auch wéhrend der Arbeitsschritte wiederholt. Alle
Gefifle wurden vor der Verwendung ebenfalls mit Ethanol desinfiziert. Es wurde grundsétzlich mit
Diethyldicarbonat-behandeltem Wasser (DEPC) gearbeitet. DEPC wird zur Inaktivierung von

RNAsen verwendet.

4.5.1 RNA-Isolation

Die Isolation der mRNA erfolgte unter RNA-freien Bedingungen auf Basis der Guanidinthiocyanat-
Phenol-Chloroform-Extraktion. Guanidinthiocyanat bewirkt die Lyse der Zellen, Phenol dient zur
Aufnahme der RNA 4%

Die Tumorgewebeproben wurden wie in 4.2.2 beschrieben aus den Tieren entnommen und auf ein
Gewicht von ca. 100 mg eingestellt. Fiir eine direkte Verwendung wurden die Proben in ein
Eppendorfreaktionsgefdl (2 ml) tiberfiihrt. Alternativ konnten die Proben auch bis zur Verwendung
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eingefroren werden. Dazu wurden sie in ein Kryogefdl iberfiihrt und dann kurz in fliissigem
Stickstoff schockgefroren. Im Anschluss erfolgte die Lagerung bei -80°C. Fiir die Isolation wurden
auch diese Proben in ein Eppendorfreaktionsgefd3 (2 ml) iiberfithrt und in 1 ml PeqGOLD RNA
pure™ (s. 3.4.4) mit einem Ultraturrax fiir ca. 2 min homogenisiert und bis zur weiteren Verwendung
auf Eis gelagert.

Fiir Zellproben wurden die Zellen trypsiniert und gezéhlt (s. 4.3.2). 5x 10° Zellen wurden dann in
einer Petrischale (55 cm?) ausgebracht und fiir 24 Stunden kultiviert. Je nach Versuchsaufbau erfolgte
dann entweder ein Serumentzug mit anschlieBender Restimulation (s.4.3.4) oder eine direkte
RNA-Isolation. Die Zellen wurden fiir die Isolation zwei Mal mit PBS gewaschen. Alle folgenden
Schritte wurden unter unsterilen Bedingungen durchgefiihrt. 1 ml PeqGOLD RNA pure'" wurde mit
einer Pipette (1000 ul) direkt auf die Zellen gegeben. Mit der Pipettenspitze wurde daraufhin das
PeqGOLD RNA pure™ mehrfach aufgezogen und immer wieder auf die Zellen pipettiert.
Wihrenddessen wurde auch der Boden der Petrischale mit der Spitze immer wieder abgefahren, um
die Lyse der Zellen sowie die Freisetzung der RNA mechanisch zu unterstiitzen. Im Anschluss wurde
die Zellsuspension aufgenommen und in ein Eppendorfreaktionsgefil (2 ml) {iberfiihrt. Eine
kurzfristige Lagerung auf Eis war moglich, bis alle Proben homogenisiert waren.

Nach der Homogenisierung wurden Gewebeproben und Zellproben identisch weiterverarbeitet.
Zuniichst wurden die Homogenate fiir 10 min bei 4°C und 13 000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand
wurde dann in ein frisches Reaktionsgefdll mit 200 pl Chloroform iiberfiihrt, die Mischung sofort mit
einem Vortexer homogenisiert und bei Raumtemperatur fiir 5 min inkubiert. Nach einem
Zentrifugationsschritt bei 4°C und 13 000 rpm fiir 5 min wurde die mittlere, wissrige Phase vorsichtig
entnommen und in ein weiteres Reaktionsgefa3 pipettiert. Dies wurde mit dem 0,7-fachen Volumen an
Isopropanol gemischt und iiber Nacht bei 4°C zur Prézipitation gelagert. Am Folgetag wurden die
Proben bei 4°C und 13 000 rpm fiir 10 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das
Pellet mit der RNA wurde mit 75%igem Ethanol (in DEPC-behandeltem Wasser, s. 3.4.4) gewaschen.
Es erfolgte ein weiterer Zentrifugationsschritt bei 13 000 rpm und 4°C fiir 5 min. Erneut wurde der
Uberstand verworfen und der Waschschritt wurde wiederholt. Daraufhin wurden GeféB und Pellet auf
einem Prézisionswischtuch fiir ca. 30 min getrocknet: Isopropanolriickstinde wurden entfernt, indem
das gedffnete ReaktionsgefiB mit der Offnung nach unten auf das Tuch gestellt wurde. Im Anschluss
wurde das Pellet in 53 ul Wasser bei 56°C fiir 10 min in einem Thermoschiittler bei 500 rpm inkubiert,
um die RNA zu losen. Mit einem Nanophotometer (Implen) wurde dann die RNA-Konzentration
bestimmt. Dafiir wurde drei Mal je 1 pl der Probe gemessen. Die Werte wurden notiert und der
Mittelwert bestimmt.

Eine Kontamination der Proben durch Spuren genomischer DNA wurde mithilfe eines DNAse-
Verdaus beseitigt. Dafiir wurde ein Verdauansatz aus 5 ul DNAse (s. 3.4.4) und 6 pl Wasser pro 50 pl
Probe angesetzt und fiir 30 min bei 37°C in einem Thermoschiittler bei 500 rpm inkubiert. Die
Inaktivierung der DNAse erfolgte in einem Thermoschiittler bei 500 rpm fiir 5 min bei 80°C. Im
Anschluss wurde die RNA-Konzentration mit Wasser auf 0,1 pg/pl eingestellt. Die Proben wurden

entweder direkt umgeschrieben und dabei auf Eis verarbeitet oder auf -20°C eingefroren.
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4.5.2  Umschreiben in cDNA
Das Umschreiben der RNA wurde mit dem iScript™ ¢cDNA Synthesekit (s. 3.4.4) durchgefiihrt. Alle

Schritte wurden auf Eis durchgefiihrt, sofern nicht anders angegeben. Dazu wurde die RNA-Probe mit
5xiScript™, Reverser Transkriptase (RT) und Wasser in einem EppendorfreaktionsgefiB gemischt
(+RT-Probe). Fiir jede Probe wurde auch eine Negativkontrolle ohne RT angefertigt, in der das
Volumen der RT durch Wasser ersetzt wurde (-RT-Probe). Die Volumina sind in Tabelle 4.5
angegeben.

Tabelle 4.5 Pipettierschema zum Umschreiben von RNA in cDNA mit Reverser Transkriptase
(RNA: Ribonukleinsdure; pg: Mikrogramm; pl: Mikroliter; RT: Reverse Transkriptase)

+RT-Probe -RT-Probe
RNA (0,1 pg/ul) Sul Sul
5xiScript™ 4ul 4l
Reverse Transkriptase (RT) 1l -
Wasser 10 ul 11 pl

Die RNA wurde anschlieBend in einem Thermocycler (Mastercycler) nach einem definierten
Temperaturprotokoll in cDNA umgeschrieben. Im ersten Schritt erfolgt die Anlagerung der Primer bei
25°C fir 5 min: Oligo-dT-Nukleotide sowie Random-Hexamer-Oligonukleotide sind als Primer
bereits im Mastermix enthalten. Im darauffolgenden Schritt erfolgte dann das eigentliche Umschreiben
durch die Reverse Transkriptase bei 42°C fiir 30 min, woran sich die Inaktivierung des Enzyms fiir
5min bei 85°C anschloss. Im Anschluss wurden die Proben mit 180 pl Wasser auf ein

Gesamtvolumen von 200 pl verdiinnt.

4.5.3 Quantitative Echtzeit-Polymerasekettenreaktion (QRT-PCR)

Die quantitative Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion (qQRT-PCR, quantitative real-time polymerase
chain reaction) ist eine Methode zur Vervielfiltigung von DNA-Abschnitten, die zusétzlich eine
Quantifizierung des DNA-Gehalts ermdglicht. Das allgemeine Prinzip der Polymerasekettenreaktion
(PCR) ist in Kapitel 4.1.3.2 beschrieben.

Die qRT-PCR wurde mit dem SYBR®™ green Supermix durchgefiihrt (s. 3.4.4). Alle Schritte wurden
auf Eis durchgefiihrt, sofern nicht anders angegeben. Der SYBR" green Supermix enthilt den
Fluoreszenzfarbstoff SYBR" green, eine geeignete Tag-Polymerase, dNTPs sowie spezielle
Puffersysteme und Stabilisatoren. Dieser wird dann mit der cDNA und einem entsprechenden
Primerpaar (s. 3.4.4) fiir die zu untersuchende Struktur gemischt. Die Primer wurden mithilfe der
Online-Software Primer 3 unter definierten Bedingungen entworfen: Zum einen durfte die
Primerldnge 23 bp nicht {iberschreiten, zum anderen sollte die Schmelztemperatur zwischen 58°C und
64°C liegen. Aullerdem wurde aufgrund der kurzen Reaktionszeiten eine FragmentgroBe zwischen 70
und 120 bp festgelegt.

Je 2 ul cDNA wurden in ein Loch einer 96-Loch-Platte pipettiert und mit 18 pl eines Mastermixes
erginzt. Der Mastermix enthielt das benétigte Primerpaar, den SYBR® green Supermix und Wasser (s.
Tabelle 4.6). Von den +RT-Proben wurden dabei immer Triplikate, von den -RT-Proben Unikate
pipettiert. Um die mRNA-Menge spéter relativ zu quantifizieren, wurde jede Probe zwei Mal auf die

Lochplatte aufgetragen und davon einmal mit einem Mastermix versehen, welcher das Primerpaar fiir
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B-Actin als Referenzgen (interner Standard) enthielt, welches unabhidngig vom Versuchsaufbau und
den pharmakologischen Behandlungen exprimiert wird. Ebenfalls wurden Negativproben mit Wasser
anstelle von cDNA fiir jedes verwendete Primerpaar pipettiert, um die Primerspezifitit zu tiberpriifen.

Tabelle 4.6 Pipettierschema fiir die qRT-PCR (Mastermix)
(cDNA: cyclische Desoxyribonukleinsédure; pl: Mikroliter)

Substanz Volumen
cDNA 2 ul
SYBR" green Supermix 10 pl
Vorwirtsprimer (F, forward) 3ul
Riickwértsprimer (R, reverse) 3ul
Wasser 2 ul

Danach wurde die Platte in die QRT-PCR-Maschine (CFX Connect®) gestellt und die Reaktion gemél
des Protokolls in Tabelle 4.7 gestartet. Der Farbstoff SYBR®™ green interkaliert mit hoher Affinitit in
die DNA, wodurch sein Fluoreszenzsignal ungefihr 1000-fach amplifiziert wird.”*® Wihrend der
Reaktion nimmt der Produktgehalt mit jedem Amplifikationszyklus exponentiell zu und wird dabei
iiber den Opticon-Cycler in Echtzeit detektiert. Durch die Darstellung der Fluoreszenzintensitit gegen
die Zyklenzahl erhdlt man einen sigmoidalen Kurvenverlauf. Es wurde fiir die Auswertung ein
Schwellenwert bestimmt, an dem der linecare Bereich der Kurve tiberschritten wurde. Durch den
Schnittpunkt des Graphen und Schwellenwerts konnte die Zykluszahl ermittelt werden, ab der ein
signifikanter Unterschied zwischen eigentlichem Fluoreszenzsignal und Hintergrundfluoreszenz
vorlag. Dieser Wert wird auch als C(t)-Wert (cycle threshold) bezeichnet und wird fiir die zu
untersuchende Struktur sowie das Referenzgen bestimmt. Damit konnte der AC(t)-Wert bestimmt
werden, der sich unter der Annahme der DNA-Verdopplung aus folgender Formel berechnen lésst:
AC(t) = QCWReferenzgenC(OZielgen 11y Apschluss wurden die Proben zusitzlich auf ein 3%iges Agarosegel
aufgetragen, um mogliche Kontaminationen durch genomische DNA auszuschlieBen und die
Primerspezifitit zu {iberpriifen (s. auch 4.1.3.3).

Tabelle 4.7 Programm der qRT-PCR
(min: Minute; sec: Sekunde)

Vorgang Zeit
Initiale Denaturierung I min
Denaturierung (98°C) 5 sec
Primeranlagerung (58°C) 15 sec
Elongation (72°C) 30 sec
Fluoreszenzmessung

- 40 Zyklen wiederholen

Schmelzkurvenerstellung Je 1 sec
0,5°C Schritte 58°C-95°C
Kiihlung (4°C) Maximal 1 Tag
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4.6 Wachstumsversuche und Zellzyklusanalysen

Das Wachstum der Zellen wurde mit Grid-Platten (grid plates) oder alternativ mit der
impedanzbasierten xCelligence-Methode erfasst (s. 4.6.1 bzw. 4.6.2). Die Zellzyklusanalyse wurde
mit qRT-PCR basierten Methoden (s. 4.6.3.1) oder mit Durchflusszytometrie (s. 4.6.3.2) durchgefiihrt.

4.6.1 Untersuchung des Wachstumsverhalten der Brusttumorzellen mittels Grid-
Platten

Die Grid-Platten u-dishes grid-500 bieten 3,5 cm”> Wachstumsfliche mit einem Koordinatensystem in

Form eines Gitters, das durch Buchstaben und Zahlen markiert ist. Einmal definierte Stellen im

Zellrasen lassen sich so zu einem spéteren Zeitpunkten leicht wiederfinden (s. Abb. 4.3). Die GrofB3e

eines Quadranten betrdgt 500 pm x 500 pm.

Die Zellen wurden wie in 4.3.2 beschrieben passagiert und gezdhlt. Die Konzentration der

Zellsuspension wurde auf 80 000 Zellen/ml eingestellt. Je 1 ml Zellkulturmedium wurde pro

Schélchen vorgelegt und durch 1 ml Zellsuspension ergénzt. Nach 24-stiindiger Kultivierung im

Brutschrank wurde die G1-Arretierung durchgefiihrt (s. 4.3.4).

5mm 5mm

4 x 10 x 10 squares

Abb. 4.3 Koordinatensystem der Grid-Platten
Es sind insgesamt vier Felder (squares) mit jeweils 10 x 10 Quadranten eingezeichnet. Genaueres im FlieBtext.
(Quelle: ibidi GmbH).

Direkt vor der Restimulation wurden mit dem Mikroskop (Inverses Mikroskop Axiovert 200 M)
(s.3.2) in der 10-fachen VergroBerung Bilder von definierten Stellen im Zellrasen angefertigt. Fiir
jede Schale wurden zwei Ausschnitte mit jeweils vier Quadranten ausgewihlt (Gesamtfliche 1 mm?),
die eine anndhernd identische Konfluenz besaflen. Die Koordinaten wurden entsprechend notiert.
Dieser Zeitpunkt wurde als t = 0 h definiert. Danach erfolgte die Restimulation mit Zellkulturmedium
oder mit Zellkulturmedium plus Wirkstoffen bzw. dem entsprechenden Vehikel. Fiir alle Wirkstoffe
wurde eine 10-fach konzentrierte Zwischenldsung erstellt (s. 3.4.3), die dann im Schélchen 1:10 auf
die finale Konzentration verdiinnt wurde. Die Zellen wurden im weiteren Verlauf des Experiments bei
Standardbedingungen im Brutschrank kultiviert. An insgesamt vier aufeinanderfolgenden Tagen

wurden alle 24 Stunden weitere Bilder angefertigt, so dass sich vier Dokumentationszeitpunkte
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ergaben (0-72 h) (s. Abb. 4.4). Alle Schalen wurden unter dem inversen Mikroskop (s.0.) betrachtet
und das Wachstum mithilfe der Farbkamera Axiocam MRc¢ Rev.3 dokumentiert. Im Anschluss wurde
die Zellzahl anhand der Bilder fiir jeden Zeitpunkt mit der ImageJ Software (ImageJ 1.46) bestimmt.

Fiir die Auswertung wurden alle Werte (24—72 h) auf den Ausgangszellwert (0 h) normiert.

Restimulation

Ausbringen  Arretierung Behandlungsbeginn
l 24 h l 72 h l l l 1
Oh 24 h 48 h 72 h

O O O @)

Abb. 4.4 Zeitverlauf der Wachstumsuntersuchungen mittels Grid-Platten

Die Zellen wurden trypsiniert und gezdhlt. 80 000 Zellen wurden in einer Grid-Platte ausgebracht und fiir
24 Stunden bei 37°C und 5% CO, kultiviert. Eine G1-Arretierung wurde durch einen 72-stiindigen Serumentzug
erreicht. Es wurden dann von definierten Koordinaten Bilder angefertigt. Die Zellen wurden dann mit
Zellkulturmedium + Kanalinhibitor restimuliert. Alle 24 Stunden wurde das Wachstum erneut dokumentiert. Die
Zellen wurden anschlieBend mit der ImageJ 1.46 Software ausgezihlt. Genaueres im FlieStext. (h: Stunden)

4.6.2 Untersuchung des Wachstumsverhalten der Brusttumorzellen mit dem
xCelligence-System

Das xCelligence-System basiert auf Impedanzmessungen, wodurch kontinuierlich quantitative
Informationen iiber den Status von Zellen in Echtzeit gewonnen werden konnen. Sowohl das
Proliferations- und Migrationsverhalten als auch die Viabilitit konnen erfasst werden. Das System
misst die Anderung der Impedanz und somit den Status der Zellen iiber Mikroelektroden, die sich an
der Unterseite der Kultivierungsplatten (E-Platten, s. 3.4.5) befinden. Dariiber wird ein Zellindex (ZI)
berechnet.””” Die Messapparatur mit den Sensoren (Roche, s. 3.2) wird wihrend der Messung in einem
Brutschrank bei 37°C und 5% CO; inkubiert.

Die Zellen wurden wie in 4.3.2 beschrieben passagiert und gezdhlt. Die Zellsuspension wurde auf
10 000/100 pl eingestellt. Dann wurden 80 ul bzw. 100 pl Zellkulturmedium in jedes Loch einer
E-Platte vorgelegt. Die Platte wurde zur Hintergrundmessung in die Messapparatur eingesetzt. In jedes
Loch wurden im Anschluss 100 pl der zuvor eingestellten Zellsuspension pipettiert. Die Platte wurde
dann wieder in die Messapparatur gestellt und die Messung wurde fiir 72 Stunden gestartet. Der
Zellstatus wurde alle 15 min erfasst. Sollte der Effekt eines Kanalinhibitors untersucht werden,
wurden nach 24 h 20 pl einer 10-fach konzentrierten Wirkstofflosung bzw. Losungsmittel pro Loch
hinzugefiigt. Im Anschluss wurden die Daten mit der RTCA Software (Real-Time Cell Analyser) von

Roche und Microsoft Excel ausgewertet.

4.6.3  Zellzyklusanalyse

Mithilfe der Zellzyklusanalyse wurde untersucht, ob mogliche Unterschiede im Wachstumsverhalten
auf einer Verdnderung des Zellzyklus beruhen. Dazu wurden die Expressionslevel bestimmter
Zellzyklusmarker zu definierten Zeitpunkten mittels qRT-PCR (s. auch 4.5) untersucht. Eine weitere
Validierung dieser Versuche erfolgte nach Farbung der DNA mit Propidiumiodid (PI) und
anschliefender Bestimmung des DNA-Gehalts mittels Durchflusszytometrie.
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4.6.3.1 ¢RT-PCR-basierte Zellzyklusanalyse

Verschiedene Proteine werden in Abhéngigkeit der Zellzyklusphase exprimiert, so dass tiber ihr
Expressionslevel auf den Zellzyklusstatus der Zelle geschlossen werden kann. Typische
Zellzyklusmarker sind die immediate early gemes c-fos und c-jun (s.1.3.1.1) sowie p53 und
Cyclin D1.

Die Zellen wurden wie in 4.3.2 beschrieben trypsiniert und gezdhlt. AnschlieBend wurde die
Zellsuspension auf 5 x 10° Zellen/ml eingestellt. Fiir jede Kondition wurde eine Petrischale (55 cm?)
mit 5 x 10° Zellen benétigt. Folglich wurde 1 ml der Zellsuspension in die Schale pipettiert und mit
Zellkulturmedium auf 10 ml aufgefiillt. Nach 24-stiindiger Kultivierung wurde eine G1-Arretierung
durchgefiihrt (s. 4.3.4). Nach 72 Stunden wurden die Proben fiir bestimmte Zeitintervalle (0,5 h, 1,5h
und 24 h) mit oder ohne den IK-Kanalinhibitor TRAM-34 10 uM restimuliert. Zusétzlich wurde eine
weitere Schale als Basalwert nicht restimuliert (0 h). Daraufhin wurde die RNA gemil3 des Protokolls
in 4.5 isoliert und anschlieBend in cDNA umgeschrieben (s. 4.5.2). Die Expression der Zielgene zu
den verschiedenen Zeitpunkten wurde dann mittels qRT-PCR (s. 4.5.3) bestimmt.

4.6.3.2 Durchflusszytometrie-basierte Zellzyklusanalyse

Die Zellzyklusanalyse mittels Durchflusszytometrie wurde wie beschrieben durchgefiihrt.*® Die
Durchflusszytometrie (fluorescence-activated cell sorting, FACS) ist eine Methode, um Zellen anhand
ihrer Art, Grofe und Komplexitdt zu analysieren. Im Analysegerit passieren die Zellen einen
Lichtstrahl, dessen Licht sie je nach Beschaffenheit unterschiedlich streuen. AuBler durch Streuung
konnen die Zellen auch durch vorherige Fluoreszenzfiarbungen mit entsprechenden Antikdrpern
genauer charakterisiert und differenziert werden. Ebenfalls konnen fluoreszierende DNA-
Interkalatoren wie Propidiumiodid (PI) eingesetzt werden. PI wird bei einer Wellenldnge von 488 nm
angeregt und besitzt das Absorptionsmaximum bei 617 nm. Durch die interkalierenden Eigenschaften
des Farbstoffs kann bei einer entsprechenden Vorbehandlung der Zellen (s.u.) auf den DNA-Gehalt
der Zelle geschlossen werden. Im Zuge des Zellzyklus kommt es im Verlauf von G1- iiber S- und
G2-Phase bis zur eigentlichen Mitose zu einer Verdopplung des Chromosomensatzes (s. 1.3.1.1).
Dadurch steigt auch die Fluoreszenzintensitdt von PI an, was sich in einer Rechtsverschiebung des
Zellzyklushistogramms darstellt (s. Abb. 4.5). So kann die Anzahl der Zellen bestimmt werden, die
sich in den einzelnen Phasen des Zyklus befindet.

Zuerst wurden die Zellen wie in 4.3.2 beschrieben passagiert und gezdhlt. Die Konzentration wurde
auf 1,5 x 10° Zellen/ml eingestellt. Je 1 ml wurde in eine Petrischale pipettiert und auf 10 ml mit
Zellkulturmedium aufgefiillt. Fiir jede Kondition wurde ein Triplikat angefertigt. Nach 24-stiindiger
Kultivierung wurde ein Serumentzug zur G1l-Arretierung durchgefiihrt (s. 4.3.4). Die Proben wurden
danach fiir 24, 48 oder 72 Stunden restimuliert. Dazu wurde entweder reines Zellkulturmedium
verwendet oder TRAM-34 10 pM hinzugefiigt.

Zu den jeweiligen Kultivierungszeitpunkten wurden die Zellen trypsiniert, wie in 4.3.2 beschrieben.
Nach der Zentrifugation wurde das Zellpellet suspendiert, in PBS aufgenommen und anschlieBend
wurden die Zellen gezdhlt. Nach einem weiteren Zentrifugationsschritt fiir 5 min bei 1000 rpm wurde
die Zellzahl auf 10%0,5 ml eingestellt. 0,5 ml dieser Zellsuspension wurden in ein kleines
Zentrifugationsrohrchen tiberfiithrt und durch die Zugabe von 4,5 ml Ethanol 70% (s. 3.4.5) fixiert. Die
Proben wurden vor der PI-Farbung 24 Stunden oder ldnger bei 4°C gelagert.
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Die Zellen wurden anschlieBend bei 300 g fiir 5 min sedimentiert und der Uberstand wurde vorsichtig
abgenommen und verworfen. Das Zellpellet wurde dann in 5 ml PBS suspendiert, bei 300 g fiir 5 min
zentrifugiert und der Uberstand wurde erneut abgenommen und verworfen. Nach dem Waschschritt
wurde das Zellpellet in 1 ml PI-Farbelosung (s. 3.4.5) suspendiert und tiber einen 70 pm-Filter
(s.3.4.5) in ein Durchflusszytometrie-R6hrchen {iiberfithrt. StandardméBig wurde eine Probe als
Negativkontrolle mitgefiihrt, die in Farbelosung ohne PI suspendiert wurde. Durch das Fehlen von PI
treten keine fluoreszenzpositiven Signale in diesen Zellen auf. Dadurch konnte der Bereich der
Fluoreszenzintensitit ermittelt werden, welcher Pl-negative bzw. Pl-positive Zellen représentiert.
Pl-negative Zellen konnten im Bereich der Fluoreszenzintensitit > log 10° detektiert werden, ein
positives PI-Signal findet sich somit erst ab einer Fluoreszenzintensitdt von log 10%. In der
Farbelosung wurden die Zellen 30 min bei Raumtemperatur inkubiert und dann in einem FACSCanto

Flow-Zytometer mit der FACSDiva Software analysiert. Die Auswertung wurde mit FlowJo 7.6.1

durchgefiihrt.
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Abb. 4.5 Ungefirbte und PI-gefirbte Zellen zur Etablierung der Durchflusszytometrie-basierten
Zellzyklusanalyse

Die Proben wurden zur Einteilung der Zellen in die einzelnen Zellzyklusphasen mit dem DNA-interkalierenden
Fluoreszenzfarbstoff Propidiumiodid (PI) gefdrbt. StandardmiBig wurde eine Probe als Negativkontrolle
mitgefiihrt, die nicht mit PI behandelt wurde. Durch das Fehlen von PI treten keine fluoreszenzpositiven Signale
in diesen Zellen auf. Dadurch konnte Bereich der Fluoreszenzintensitdt ermittelt werden, welcher PI-negative
bzw. Pl-positive Zellen reprasentiert (A) Ungefarbte Proben zeigen eine unspezifische Fluoreszenzintensitét fiir
PI (PI [log FI]) unter 10%. (B) PI-gefirbte Proben zeigen eine positive Farbung mit einer Fluoreszenzintensitét
von ca. 10% bis 10°. (PI: Propidiumiodid; FI: Fluoreszenzintensitit)

4.7 Histologische Methoden

Fiir die histologischen Untersuchungen wurden die Brusttumore wie in 4.2.2 beschrieben entnommen
und anschlieBend mit einem Skalpell (No.21, s.3.4.2) auf eine GroBe von 7,5cmx 7,5 cm
zurechtgeschnitten. Zur Fixierung wurden die Gewebeproben in PFA 4% in PBS (s. 3.4.6) in einem
kleinen Zentrifugationsrohrchen aufgenommen und fiir drei Stunden auf einem Schiittler inkubiert.
AnschlieBend wurde das Gewebe einmal mit PBS gewaschen. Danach folgte ein Sucrosegradient zur
Kryoprotektion des Gewebes: Nach einer Stunde in 5% Saccharose folgte eine Inkubation des
Gewebes tiber Nacht in 10% Saccharose und abschlieBend fiir 24 Stunden in 20% Saccharose
(s. 3.4.6). Danach wurden die Proben in Aluminiumfolic in Neg-50"™ Einfriermedium (s. 3.4.6)

auf -80 °C fiir mindestens 24 Stunden eingefroren.
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Direkt vor jedem Experiment wurden die Gewebeproben auf Eis kurz aufgetaut und anschlieend auf
eine Temperatur von -18°C gebracht. Dann wurden Kryoschnitte mit einer Dicke von 10 um mithilfe
des Microm HM 560 (Thermo Fisher Scientific) angefertigt. Die Messertemperatur betrug -21°C.
Jeder Schnitt wurde auf einem Glasobjekttrager fixiert. Insgesamt konnten pro Objekttriager vier
Schnitte aufgenommen werden; auf jedem Objekttrdger wurden dabei sowohl WT- als auch
KO-Schnitte fixiert.

Fiir die Farbung von Zellen wurden diese wie in 4.3.2 beschrieben zuerst passagiert und gezihlt. Fiir
die TUNEL-Farbung (s. 4.7.3) wurde eine Verdiinnung mit 50 000 Zellen/100 pl verwendet, fiir die
HE-Férbung (s. 4.7.1) wurde die Suspension auf 100 000 Zellen/100 pl eingestellt. Dann wurden in
jedes Loch einer p-Kammer auf einem Glasobjekttriger 100 pl Zellkulturmedium vorgelegt und durch
100 pl der Zellsuspension ergidnzt. Die Zellen wurden dann fiir 24 Stunden im Brutschrank kultiviert
und im Falle der HE-Féarbung (s. 4.7.1) sofort verwendet. Zur Bestimmung der Apoptose mittels
TUNEL-Firbung (s. 4.7.3) wurden die Zellen zuerst mittels Serumentzug in der G1-Phase arretiert
(s.4.3.4). Die Zellen wurden dann entweder ohne Restimulation fixiert (s.u.) oder mit
Zellkulturmedium fiir 24, 48 oder 72 Stunden restimuliert. Die Fixierung war fiir alle Zellproben
identisch. Vor und nach der Fixierung der Zellen fiir 10 min mit 200 pl 4% PFA bei Raumtemperatur
erfolgten jeweils drei Waschschritte mit 200 pl PBS. Nach der Farbung wurden alle Schnitte und
gefdrbten Zellen mit einem inversen Mikroskop betrachtet. Die Fotos wurden mit der Farbkamera

Axiocam MRc Rev.3 angefertigt, die Auswertung erfolgte mit der Software Axiovision Rel. 4.8.

4.7.1 Hamatoxyllin-Eosin Farbung

Hamatoxyllin farbt saure bzw. basophile Strukturen, insbesondere Zellkern mit DNA und das raue
endoplasmatische Retikulum (ER), blau. Eosin hingegen bewirkt eine Rotfarbung basischer bzw.
acidophiler Strukturen der Zelle, z.B. von Zellplasmaproteinen oder Mitochondrien. Das Vorgehen
war fiir histologische Schnitte oder fixierte Zellen identisch. Bei den p-Kammern wurde die
Gummierung, iiber welche die einzelnen Kompartimente entstehen, entfernt. Alle Schritte wurden
mithilfe von Glasfarbekammern durchgefiihrt, sofern nicht anders angeben.

Zuerst wurden die Schnitte mit einem Ethanolgradienten (50%, 70%, 90%, 100%, 90%, 70%,
50% V/V) behandelt. Dazu wurden diese fiir jeweils 2 min in der jeweiligen Verdiinnung inkubiert.
AnschlieBend folgten drei Waschschritte mit autoklaviertem, demineralisiertem Wasser. Dann wurden
die Objekttriger in Hidmatoxyllin-Losung nach Harris (s. 3.4.6) fiir 5 sec inkubiert. Nach zwei
weiteren Waschschritten mit Leitungswasser wurden die Objekttrager fiir 30 sec in 0,1%ige NHj3-
Losung getaucht. Es folgte ein weiterer Waschschritt fiir 5 min mit Leitungswasser, bevor die
Objekttriger fiir 10 min in Eosin-G-Ldsung (s. 3.4.6) inkubiert wurden. Nach fiinf Waschschritten mit
Leitungswasser wurde die Farbung mit Ethanol 80% fiir 2 min differenziert. Die Schnitte bzw. Zellen
wurden dann durch Inkubation in 100%igem Ethanol fiir 3 min und in Toluol fiir 5 min dehydriert.
Anschlieend wurden die Objekttrager mit einem Deckglas (60 mm) und DePeX (s. 3.4.6) eingebettet
und fiir 24 Stunden zum Aushérten bei 4°C gelagert.

4.7.2 Immunhistochemische Firbung

Immunhistochemische Férbungen wurden nur mit Kryoschnitten durchgefiihrt. Mithilfe von
Antikorper-basierten Methoden konnen Proteine spezifisch detektiert werden. Die Detektion beruht

auf der spezifischen Bindung der Primérantikdrper an das nachzuweisende Epitop iiber eine Antigen-
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Antikorper-Reaktion. Die im Rahmen dieser Arbeit verwendete Methode basiert auf dem Avidin-
Biotin-System. Dazu wird ein biotinylierter Sekundéirantikdrper eingesetzt, der an den
Primérantikorper bindet. Diese Strukturen werden dann mit Avidin-biotinylierten Enzymkomplexen
versehen. Avidin zeigt eine hohe Affinitdt zu Biotin, so dass die Enzymkomplexe an den biotinylierten
Sekundirantikérper binden. Uber die Enzymkomponente wird dann der gesamte Komplex sichtbar
gemacht, indem ein gefarbtes Produkt entsteht. Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei Enzyme
verwendet, die alkalische Phosphatase (AP), sowie eine Peroxidase zur DAB-Farbung
(Diaminobenzidin).

Zuerst wurden die Schnitte mit dem Fettstift (ImmEdge Hydrohobic Barrier Pen, s. 3.4.6) umrandet
und dann noch einmal fiir 15 min in PFA 4% (600 pl pro Schnitt) fixiert. Nach zwei Waschschritten
fiir 5 min mit jeweils 1 ml PBS wurden sie in 1 ml 1%iger H,O,-Losung (s. 3.4.6) fiir 10 min
inkubiert. Drei Waschschritte mit 1 ml PBS fiir jeweils 5 min folgten, bevor unspezifische Bindungen
durch eine einstiindige Inkubation in Blockierungslosung (600 pl pro Schnitt, s.3.4.6) blockiert
wurden. Die Schnitte wurden dann mit dem Primérantikorper (in Blockierungslosung, 600 pl pro
Schnitt, s. 3.4.6) iiber Nacht bei 4°C inkubiert. Am Folgetag wurden die Schnitte drei Mal mit PBS
gewaschen. Daraufhin wurde der biotinylierte Sekundérantikérper (in Blockierungslosung, 600 pl pro
Schnitt, s. 3.4.6) fiir eine Stunde im Dunkeln bei Raumtemperatur auf die Schnitte gegeben. Ab
diesem Schritt unterschied sich das Vorgehen fiir die AP-Farbung und die DAB-Féarbung. Die
verwendeten Antikdrperkonzentrationen und die verwendete Methode sind in Tabelle 4.8 angegeben.
Tabelle 4.8 Verwendete Priméiir- und Sekundirantikérper zur immunhistochemischen Farbung

(BK: Calcium-aktivierter Kaliumkanal mit hoher Leitfahigkeit; IK: Calcium-aktivierter Kaliumkanal mit
mittlerer Leitfahigkeit; DAB: Diaminobenzidin; AP: Alkalische Phosphatase)

Priméirantikérper Sekundirantikorper
Zielstruktur | Verdiinnung Methode Spezies Verdiinnung
BK 1:400 DAB Anti-Kaninchen 1:1000
1:600
IK 1750 AP Anti-Kaninchen 1:1000
1:1000

AP-Farbung

Wihrend der Inkubation mit dem Sekunddrantikdrper konnte bereits die ABC-AP-Arbeitslosung
(s. 3.4.6.1) vorbereitet werden. Diese enthélt den Avidin-Biotin-Enzym Komplex und wird fiir 30 min
im Dunkeln vorinkubiert. Anschlieend wurden die Schnitte noch drei Mal mit PBS gewaschen und in
der ABC-AP-Arbeitslosung (800 pl pro Schnitt) fiir 30 min im Dunkeln inkubiert. Nach drei weiteren
Waschschritten mit PBS wurden die Schnitte mit dem AP-Substrat (800 pl pro Schnitt, s. 3.4.6.1) im
Dunkeln inkubiert. Die Inkubationszeit ist von der enzymatischen Umsetzung des Substrates, der
Gewebeart, Zielstruktur und den Antikorpern abhédngig und betrdgt in der Regel 10-20 min, sollte
jedoch nicht langer als 45 min erfolgen. Im Rahmen dieser Arbeit konnte eine Blaufarbung i.d.R. nach
ca. 15 min detektiert werden. Die Farbung wurde daraufhin fiir 5 min mit Leitungswasser gestoppt.
Danach wurde ein Deckglas (60 mm) mit Aquatex” (s. 3.4.6.1) beschichtet und auf den Objekttriger
gelegt. Dieser wurde iiber Nacht bei 4°C zum Aushérten gelagert.
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DAB-Firbung

Wihrend der Inkubation mit dem Sekundérantikdrper wurde das ABC-Reagenz vorbereitet (s. 3.4.6.2)
und fiir 30 min im Dunkeln vorinkubiert. Die Schnitte wurden dann fiir 30 min in 800 ul ABC-
Reagenz im Dunkeln inkubiert. Danach wurden die Schnitte einmal kurz und drei Mal fiir 5 min mit
PBS gewaschen. AnschlieBend wurden 800 pl DAB-Substrat-Losung (s. 3.4.6.2) auf die Objekttrager
pipettiert und die Schnitte bis zur gewiinschten Farbintensitdt inkubiert. Die Farbentwicklung wurde
i.d.R. nach 6-8 min beendet und sollte fiir eine spezifische Farbung generell nicht ldnger als 10 min
erfolgen. Die Férbung wurde durch Waschen der Schnitte mit Leitungswasser gestoppt. Zur
Dehydration wurden die Schnitte dann fiir 5 min in Ethanol 80% (V/V), fiir 5 min in Ethanol 100%
und fiir 5 min in Toluol inkubiert. AnschlieBend wurde ein Deckglas (60 mm) mit Eindeckmedium
DePeX (s. 3.4.6) auf dem Objekttriger fixiert und dieser {iber Nacht zum Aushérten bei 4°C gelagert.

4.7.3  Apoptose-Detektion mit TUNEL-Féarbung

Die TUNEL-Fiarbung (7dT-mediated dUTP-biotin Nick End Labelling) ist eine Moglichkeit,
apoptotische Zellkerne zu detektieren. Die Methode basiert darauf, dass im Zuge der Apoptose die
DNA fragmentiert wird, wodurch freie 3°’OH-Enden an den Bruchenden zugénglich werden. An diese
konnen mithilfe des Enzyms terminal desoxynucleotidyl transferase (TdT) markierte Nukleotide
gekoppelt werden. Diese Nukleotide sind mit Digoxigenin markiert und kénnen in der Folge mit
einem Anti-Digoxigenin-Antikdrper einen entsprechenden Komplex bilden. Der Antikérper wiederum
ist an ein Peroxidase-Reportermolekiil konjugiert, welche einen Farbstoff nach Zugabe umsetzen
kann, so dass die DNA-Fragmente sichtbar werden.

Die Zellen wurden wie in 4.3.2 beschrieben ausgebracht und zu den entsprechenden Zeitpunkten 0, 24,
48 und 72 Stunden fixiert. Fiir jedes Experiment wurde ebenfalls eine Positivkontrolle angefertigt.
Dazu wurden die Zellen vor der Fixierung mit DN-Puffer DTT (200 pl pro Loch, s. 3.4.6.3) fiir 5 min
bei Raumtemperatur vorbehandelt. Dann wurden die Zellen in DNAse-Losung (s. 3.4.6.3) fiir 10 min
bei Raumtemperatur inkubiert (100 pl pro Loch). Es folgten fiinf Waschschritte mit PBS (200 pl pro
Loch) und anschlieBend die Fixierung mit PFA 4% (s.o0.).

Zur Firbung wurde das ApopTag® Plus Peroxidase In Situ Apoptosis Detection Kit verwendet
(s. 3.4.6.3). Alle verwendeten Losungen wurden auf Eis aufgetaut und wihrend der Verwendung auf
Eis gelagert. Nach der Fixierung (s.0.) wurden die Zellen zur Permeabilisierung in Ethanol-Essigsdure
(s.3.4.6.3) fir 5 min bei -20°C inkubiert (200 pl pro Loch) und dann zwei Mal mit 200 pul PBS
gewaschen. Die endogene Peroxidase wurde dann durch eine 5-miniitige Inkubation bei
Raumtemperatur in H,O; 3% (s. 3.4.6.3) (200 pul pro Loch) inaktiviert. Erneut wurden die Zellen dann
zwei Mal mit 200 ul PBS gewaschen. Dann wurde fiir 10 sec 75 pl Equilibrierungspuffer pro Loch bei
Raumtemperatur hinzugegeben. Nach der Equilibrierung wurde der Puffer abgenommen und es
wurden sofort 55 pl TdT-Losung (s.3.4.6.3) bzw. als Negativkontrolle Wasser pro Loch
hinzugegeben. Die Zellen wurden damit fiir eine Stunde bei 37°C in einer Feuchtkammer inkubiert.
Dann wurde die Losung abgenommen und die Zellen wurden mit 200 pl Stop/Waschpuffer (s. 3.4.6.3)
pro Loch fiir 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Wéihrenddessen wurde das Anti-Digoxigenin
Peroxidase Konjugat (s. 3.4.6.3) auf Raumtemperatur erwdrmt. Die Zellen wurden anschlieBend drei
Mal fiir jeweils 1 min mit 200 ul PBS gewaschen. Daraufhin wurden 65 ul des Anti-Digoxigenin
Peroxidase Konjugats in jedes Loch pipettiert und die Zellen wurden fiir 30 min bei Raumtemperatur

in einer Feuchtkammer inkubiert. Es folgen vier Waschschritte mit 200 ul PBS. Zur Farbentwicklung
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wurden dann pro Loch 75 pl Peroxidase-Substrat (s. 3.4.6.3) hinzugegeben und die Zellen wurden
dann im Dunkeln in einer Farbekammer gelagert. Nach etwa 10 min war eine Braunfirbung zu
beobachten. Generell sollte die Inkubation mit dem Peroxidase Substrat nicht ldnger als 20 min
erfolgen. Zum Stoppen der Farbung wurden die Zellen dreimal mit autoklaviertem, demineralisiertem
Wasser (dH,0) gewaschen und dann fiir 5 min bei Raumtemperatur in dH,O inkubiert. Das Wasser
wurde abgenommen, die Gummierung entfernt und der Objekttriger mit einem mit Aquatex”

beschichteten Deckgldschen eingebettet. Die Objekttrager wurden iiber Nacht zur Aushédrtung bei 4°C

gelagert.
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Abb. 4.6 TUNEL-Firbung zum Nachweis apoptotischer Zellkerne von MMTV-PyMT Brusttumorzellen
Die Zellen wurden wie in 4.7.3 beschrieben behandelt. Im Zuge der Apoptose wird die DNA fragmentiert, so
dass 3’-OH-Enden frei zugénglich werden. Diese kdnnen mithilfe des Enzyms TdT mit Digoxigenin-markierten
Nukleotiden markiert werden, welche mit einem spezifischen Anti-Digoxigenin-Antikérper einen braunen
Komplex bilden konnen. In der linken Spalte sind die Negativkontrollen fiir die beiden Genotypen BK-WT und
BK-KO gezeigt, welche ohne das Enzym durchgefiihrt wurden. Erwartungsgeméf konnte in diesen Proben keine
Braunfarbung detektiert werden. Im Gegensatz dazu konnten durch die Zugabe von DNAse als Positivkontrolle
(rechte Spalte) in beiden Genotypen braune Zellkerne detektiert werden. Ausgewihlte Kerne sind durch
schwarze Pfeilspitzen gekennzeichnet. (BK: Calcium-aktivierter Kaliumkanal mit hoher Leitfdhigkeit; WT:
Wildtyp; KO: Knockout; TdT: terminal desoxynucleotidyl transferase; TUNEL: TdT-mediated dUTP-biotin nick
end labeling; MMTV: Mausmammatumorvirus; PyMT: polyoma virus middle T antigene;, DNA:
Desoxyribonukleinsiure)

4.8 Biochemische Methoden

4.8.1 Lyse der Zellen fiir Proteingewinnung

Die Zellen wurden wie in 4.3.2 beschrieben trypsiniert und gezdhlt. Pro Kondition wurden 15—
20 x 10° Zellen auf einer Zellkulturflasche (175 cm?) ausgebracht. Nach 24 Stunden wurden die Zellen
in der G1-Phase arretiert (s. 4.3.4). Es erfolgte die Restimulation fiir 0,5 bzw. 1,5 Stunden. Eine Probe
wurde unstimuliert belassen (0 h). Die Proben wurden dann zuerst trypsiniert und nach Protokoll
zentrifugiert (s.4.3.2). Das Pellet wurde suspendiert und in 5ml PBS aufgenommen. Diese
Zellsuspension wurde in ein kleines Zentrifugationsrohrchen iiberfithrt und erneut bei 1000 rpm fiir
5 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und verworfen. Das Pellet wurde dann in

Lysepuffer L (s. 3.4.7.1) aufgenommen und mit einer Pipette suspendiert. Das Volumen des Puffers
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hing dabei von der Grofe des Pellets ab: Ein etwa 2 mm hohes Pellet wurde in 200 pl Lysepuffer L
aufgenommen, suspendiert und in ein Eppendorfreaktionsgefdl (1,5 ml) transferiert. Nun erfolgte die
Lyse fiir 30 min auf Eis. Die Proben wurden im Anschluss fiir 15 min bei 14 000 rpm und 4°C
zentrifugiert, der Uberstand abgenommen und in ein frisches EppendorfreaktionsgefiB (1,5 ml)
iberfithrt. AnschlieBend wurde der Proteingehalt der Probe mit der Bradford-Methode bestimmt

(s. 4.8.4.1) und die Proben wurden auf dieselbe Konzentration eingestellt.

4.8.2 Membranpriparation

Membranstindige Proteine wie lonenkanéle bediirfen einer besonderen Aufreinigung, um iiber
biochemische Methoden detektiert zu werden. Sie konnen iiber spezifische Membranpriparationen
angereichert werden.

Die Tumorproben wurden wie in 4.2.2 beschrieben entnommen und kurz in eiskaltem PBS gewaschen.
Alle Schritte wurden auf Eis durchgefiihrt. Zuerst wurde das Gewebe in ein Rundbodenrdhrchen
iiberfiihrt und in Lysepuffer P (s. 3.4.7.1) mit einem Ultra-Turrax homogenisiert. Pro 100 mg Gewebe
wurden 1,2 ml Puffer eingesetzt. Die Suspension wurde dann fiir mindestens 20 min bei -80°C
eingefroren und im Anschluss auf Eis wieder aufgetaut. Mit einem Glas-Teflon-Potter (s. 3.4.7) wurde
die Suspension dann homogenisiert. Danach wurden pro 1 ml Suspension 5 ml Saccharosepuffer
(s. 3.4.7.1) hinzugegeben. Es folgte ein Zentrifugationsschritt bei 4°C und 1000 g fiir 20 min. Der
Uberstand wurde abgenommen, in ein Ultrazentrifugationsrohrchen iiberfiihrt und die Proben wurden
bei 13 000 rpm und 4°C fiir 20 min in einer Ultrazentrifuge (SS34) zentrifugiert. Der Uberstand wurde
dann abgenommen und verworfen. Das Pellet wurde in 200 pl Saccharosepuffer suspendiert. Danach
wurden Zentrifugationsrohrchen und Glas-Teflon-Potter jeweils mit 100-200 pul Saccharosepuffer
gespiilt und die Suspension erneut mit dem Glas-Teflon-Potter homogenisiert. Dann wurde die
Proteinkonzentration mithilfe der Bradford-Methode (s. 4.8.4.1) bestimmt und die Konzentrationen
der einzelnen Proben wurden angeglichen. Die Proben wurden dann im Idealfall sofort verwendet oder

maximal iiber Nacht bei -80°C gelagert.

4.8.3 Mitochondrien-Isolation

Die Freisetzung von Cytochrom C aus den Mitochondrien ist ein wichtiger Schritt bei der Apoptose
(s. 1.3.1.2). Ein moglicher Einfluss der IK-Kanalaktivitit auf die Apoptose wurde daher durch eine
Isolation der Mitochondrien und anschlieBender Detektion von Cytochrom C in der cytosolischen
Fraktion mittels SDS-Gelelektrophorese (s. 4.8.5) und Western Blot (s. 4.8.6) untersucht.

Die Zellen wurden trypsiniert, gezihlt (s. 4.3.2) und 5 x 10° Zellen wurden pro Petrischale (55 cm?)
ausgebracht. Fiir jede Kondition wurden insgesamt zehn Petrischalen bendtigt. Nach 24-stiindiger
Kultivierung wurden die Zellen mit TRAM-34 10 uM oder Vehikel behandelt. Zusétzlich wurde eine
Positivkontrolle mit Staurosporin (STS) 1 uM mitgefiihrt. Diese Substanz 16st bekanntermafBen die
Apoptose iiber eine Freisetzung von Cytochrom C aus den Mitochondrien aus.”’’*** Die STS
Behandlungsdauer war auf vier Stunden limitiert, wohingegen TRAM-34 behandelte Zellen zu
verschiedenen Zeitpunkten (4, 24 und 48 h) untersucht wurden.

Die Zellen wurden dann mit einmal mit PBS gewaschen und nach Protokoll trypsiniert (s. 4.3.2).
Wiéhrenddessen wurde fiir jede Kondition ein groBles Zentrifugationsrohrchen mit 10 ml
Zellkulturmedium bereitgestellt. Zur Inaktivierung des Trypsins wurden 2 ml Zellkulturmedium pro

Petrischale verwendet und die Zellsuspension in das bereitgestellte grole Zentrifugationsrohrchen mit
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Zellkulturmedium iiberfiihrt. Jede Petrischale wurde noch zwei Mal mit 2 ml Zellkulturmedium
gewaschen, um die Aufnahme aller Zellen zu ermoglichen. Medium, welches nicht mit der Stripette
abgenommen werden konnte, wurde zusétzlich mit einer Pipette (1000 ml) abgenommen und ebenfalls
in das entsprechende Zentrifugationsrohrchen pipettiert. Die Proben wurden dann bei 1000 rpm fiir
5 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und verworfen. Das Zellpellet wurde zwei
Mal mit eiskaltem Na;VO4-PBS (s. 3.4.7.1) gewaschen. Alle weiteren Schritte erfolgten nun auf Eis.
Das Zellpellet wurde in der fiinffachen Menge an Isolationspuffer (s. 3.4.7.1) aufgenommen.

Fir die Homogenisierung wurde eine Kombination aus manueller Homogenisierung fiir 30 sec und
elektrischer Homogenisierung mit einem Laborriihrwerk (s. 3.2) fiir 30 sec gewéhlt, da dies zu einer
bestmdglichen Trennung der mitochondrialen und cytosolischen Fraktion fiihrte. Die Proben wurden
dann in eiskalte EppendorfreaktionsgefdBBe (1,5 ml) {iberfiihrt und anschlieBend fiir die Aufreinigung
der Mitochondrien verschiedenen Zentrifugationsschritten unterzogen. Durch die 10-miniitige
Zentrifugation bei 1000 g und 4°C konnten Zellkerne und Zelltriimmer abgetrennt werden. Sowohl die
mitochondriale als auch die cytosolische Fraktion waren nach diesem Schritt im Uberstand enthalten,
der vorsichtig abgenommen und in ein frisches Eppendorfreaktionsgefdfl (1,5 ml) transferiert wurde.
Die Proben wurden dann fiir 15 min bei 14 000 g und 4°C zentrifugiert. Die mitochondriale Fraktion
war nun als kleines Pellet sichtbar. Der Uberstand mit der cytosolischen Fraktion wurde vorsichtig
abgenommen und in ein frisches Eppendorfreaktionsgefdl (1,5 ml) tiberfiihrt. Das Pellet mit den
Mitochondrien wurde dann zwei Mal mit 250 ul Isolationspuffer {iber einen weiteren
Zentrifugationsschritt bei 14 000 rpm fiir 4 min bei 4°C gewaschen und letztlich in 25 pl
Isolationspuffer gelost. AnschlieBend wurde der Proteingehalt der einzelnen Proben (beide Fraktionen)
nach der Lowry-Methode bestimmt (s. 4.8.4.2). Cytosolische Proben wurden so eingestellt, dass spéter
40 pg Proteinmenge aufgetragen werden konnten. Fiir mitochondriale Proben wurde die Konzentration

so adaptiert, dass 30 ug aufgetragen werden konnten.

4.8.4  Proteinbestimmung

4.8.4.1 Proteinbestimmung nach Bradford

Die Bradford-Methode ist eine photometrische Methode zur quantitativen Bestimmung von

Proteinen.>*°

5 pl Probe werden mit 95 pl demineralisiertem Wasser direkt in einer Kiivette verdiinnt
und anschlieBend fiir 5 min mit 1 ml Bradford-Losung bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Die
Losung enthélt unter anderem den Farbstoff Coomassie-Brillant-Blau G-250, der in saurer Losung mit
kationischen und unpolaren Seitenketten von Proteinen Komplexe bildet. Die unkomplexierte Form
des Farbstoffs ist rot und besitzt ein Absorptionsmaximum von 470 nm. Komplexiert der Farbstoff
Proteine, wird er in einer blauen, unprotonierten Sulfonatform stabilisiert, wodurch sich das
Absorptionsmaximum auf 595 nm verschiebt. Die Zunahme der Absorption kann folglich bei 595 nm
photometrisch gemessen werden und somit auf die Proteinkonzentration geschlossen werden. Hierzu
muss lediglich eine Kalibiergerade mit Losungen bekannter Proteinkonzentration angefertigt und
gemessen werden, iiber welche dann der Proteingehalt der Proben bestimmt werden kann.

Jede Probe wurde insgesamt drei Mal gemessen und anschlieBend der Mittelwert bestimmt.
Grundsétzlich wurden alle Konzentrationen immer auf den Wert der Probe eingestellt, fiir welche der

niedrigste Wert ermittelt wurde.
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4.8.4.2 Proteinbestimmung nach Lowry

Fir die Proben, die im Zuge der Mitochondrienisolation generiert wurden, wurde eine alternative
Methode zur Bestimmung des Proteingehaltes genutzt, da diese eine noch hdhere Sensitivitit aufwies.
Die sogenannte Lowry-Methode®'?** beruht auf zwei Reaktionen: Zuerst bildet sich auf Basis der
Biuret-Reaktion durch die Bindung von Proteinen an Cu**-Ionen in alkalischer Losung ein blau-
violetter, quadratisch-planarer Komplex. Im zweiten Schritt wird dann Cu** zu Cu" reduziert, wodurch
das gelbe Folin-Ciocalteu-Reagenz, bei dem es sich um eine Mischung aus Molybdatophosphorséure
und Wolframatophosphorsdure handelt, zu Molybddnblau reduziert. Die dadurch entstehende blaue
Farbe kann zur Bestimmung der Proteinkonzentration photometrisch gemessen werden.

Die Proteinbestimmung wurde mit Total Protein Kit, Micro-Lowry, Peterson’s Modification
(s. 3.4.7.1) durchgefiihrt. Dieses enthilt das Lowry-Reagenz als Pulver, Desoxycholat-Losung (DOC),
Trichloressigsdure-Losung (TCA), das Folin & Ciocalteu’s Phenolreagenz und den
BSA-Proteinstandard. Die Substanzen wurden nach Anleitung in der Produktbeschreibung bearbeitet.
Die dort benannte Folin & Ciocalteu’s Phenolreagenz-Arbeitslosung wird im Folgenden als
Folin-Reagenz bezeichnet. Zuerst wurde eine BSA-Standardreihe hergestellt (s. Tabelle 4.9), mit der
im Anschluss eine Regressionsgerade als Referenz erstellt wurde. 5 ul der mitochondrialen Fraktion
wurden dann mit 20 pul Lysepuffer M mit Triton X-100 verdiinnt (s. 3.4.7.1). Triton X-100 bewirkt
eine Permeabilisierung der Mitochondrienmembran. Die cytosolische Fraktion wurde im Verhiltnis
1:10 verdiinnt (5 pul in 45 ul Lysepuffer M). Die Verdiinnungen wurden gut gemischt und
anschlieBend in 500 pl demineralisiertem Wasser verdiinnt. Die BSA-Standards (s. Tabelle 4.9) und
Proben wurden anschlieend mit 500 pl Lowry-Reagenz fiir 20 min bei Raumtemperatur inkubiert.
Dann wurden pro Probe 250 pl Folin-Reagenz hinzugefiigt und die Proben fiir 30 min inkubiert.
Zuerst wurden dann die BSA-Standards als Triplikate mit dem Photometer gemessen, um die
Standardkurve zu berechnen. Die Proben wurden dann ebenfalls gemessen und im Verhéltnis zur
BSA-Standardkurve die Proteinkonzentration errechnet. Fiir die finale Konzentration wurde dann
zusitzlich noch der Verdiinnungsfaktor 1:100 herausgerechnet.

Tabelle 4.9 Pipettierschema fiir die BSA-Standardkurve zur Proteinbestimmung nach Lowry
(BSA: Bovines Serumalbumin)

BSA-Standardlosung [pl] Wasser [pl] Proteinkonzentration [ng/pl]
31,25 968,75 12,5
62,5 937,5 25
125 875 50
250 750 100
500 500 200
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4.8.5 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)
Die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) dient zur Auftrennung von Proteinen nach

ihrer Grofle und Ladung in einem elektrischen Feld. Die zu analysierenden Proteine bilden mit
Natriumdodecylsulfat (sodium dodecy! sulfate, SDS) negativ geladene Komplexe, die ein konstantes
Verhiltnis zwischen Ladung und Masse aufweisen. AuBlerdem bewirkt SDS eine Denaturierung der
Proteine und unterbindet Wechselwirkungen zwischen den Proteinen und somit die Bildung von
Tertiér- und Quartdrstrukturen. Das verwendete Gel ist eine Polyacrylamidmatrix mit definierter
Porengrofle, in der die Protein-SDS-Komplexe dann durch ein elektrisches Feld nach ihrer Grofle
aufgetrennt werden.

Die Gele wurden entweder am Vortag oder direkt am Versuchstag hergestellt. Dazu wurde eine
GelgieBapparatur zusammengesetzt, welche aus zwei Glasplatten besteht, die in einem
Plastikkonstrukt zusammengehalten werden. Zwischen den Glasplatten bleibt ein Spalt bestehen. Auf
einen Halter wurden Gummimatten gelegt und das Glasplattenkonstrukt auf die Matten gestellt und in
einer entsprechenden Halterung befestigt. In dieser Apparatur konnte nun das Gel hergestellt werden.
Zuerst wurde ein Trenngel (s. 3.4.7.2) in einem Becherglas hergestellt. Die Radikalstarter wurden erst
kurz davor hinzugegeben und die Mischung danach ziigig zwischen die Glasplatten mit einer Stripette
pipettiert, so dass etwa 75% der Hohe gefiillt waren. Die Dichte des Trenngels richtete sich dabei nach
der GroBe der zu untersuchenden Proteine. Fiir kleinere Proteine wurde ein dichteres,
hoéherprozentiges Trenngel hergestellt, wihrend gréfere Proteine iiber ein niedrigprozentiges Trenngel
aufgetrennt wurden. Nach Pipettieren der Mischung wurde zuséatzlich noch Isopropanol 100% iiber die
Mischung zwischen die Glasplatten pipettiert, um glatte einheitliche Linie des Gels zu erhalten.
AuBerdem verhindert dies, dass Radikale, die den Gelpuffern zur Polymerisierung zugesetzt werden,
durch Luftsauerstoff abgefangen werden konnen. Nach ca. einer Stunde war das Gel auspolymerisiert
und der Isopropanol wurde vollstindig abgenommen. Nun wurde die Mischung fiir das Sammelgel
hergestellt (s. 3.4.7.2), das fiir alle Experimente identisch war. Die Mischung wurde direkt auf das
Trenngel pipettiert und es wurde sofort ein Kamm eingesetzt, damit bei der Polymerisierung Taschen
entstanden, in die spdter die Proben pipettiert werden konnten. Auch fiir das Sammelgel betrug die
Zeit zur Auspolymerisierung etwa eine Stunde. Wurden die Gele nicht direkt verwendet, wurden sie
bei 4°C im Kiihlschrank aufbewahrt, wobei die Gele konstant feuchtgehalten werden mussten.

Die Proben wurden wie zuvor beschrieben in Abhingigkeit des Versuchsvorhabens aufbereitet. Das
Vorgehen bei der SDS-Gelelektrophorese war prinzipiell fiir alle Versuchsansitze identisch. Zuerst
wurden alle Proben mit 4 x Laemmli versehen (s.3.4.7.2) und fiir 10 min bei 95°C in einem
Thermoschiittler bei 500 rpm inkubiert, um eine vollstaindige Denaturierung der Proteine zu erzielen.
Wihrenddessen wurden die Glasplatten mit den Gelen mit demineralisiertem Wasser kurz gewaschen
und der Kamm vorsichtig entfernt. Dann wurden die Platten in die Elektrophoreseapparatur eingesetzt,
die aus einem &dufleren Plastikgehduse und aus einem inneren Teil mit Elektroden besteht. Die Platten
wurden im inneren Teil fixiert und dieser mit 1 x Elphor (s.3.4.7.2) bis zum Rand gefiillt.
AnschlieBend wurde dieser in das Plastikgehduse eingesetzt und dieses ebenfalls mit 1 x Elphor
gefiillt, so dass der elektrodenverbindende Draht Kontakt zur Fliissigkeit hatte.

In die &uBeren Taschen wurden nun 12 pl des Proteinmarker (s.3.4.7.2) aufgetragen und in die
weiteren Taschen die Proben mit einem Volumen von 25 pl. Fiir die Proben wurde dazu eine
Hamilton-Spritze benutzt. Waren nicht alle Taschen mit Proben zu fiillen, wurden in diese
1 x Laemmli (20 pl pro Tasche) pipettiert, um eine gerade Lauffront zu erhalten. Nun wurde an die
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Elektrophoreseapparatur eine Stromquelle angeschlossen, an der fiir den Einlauf der Proben in das
Sammelgel eine Spannung von 80 V angelegt wurde. Sobald die Lauffront das Trenngel erreicht hatte,
wurde die Spannung auf 120 V erhoht. Die Elektrophorese wurde so lange durchgefiihrt, bis eine
ausreichende Auftrennung der Proteine anhand des Markers, der farbstoffmarkierte Proteine einer
definierten Grofe enthélt, erkennbar war. Die Stromquelle wurde dann ausgeschaltet und der Einsatz
aus der Kammer entnommen. Die Glasplatten mit dem Gel wurden vorsichtig mit demineralisiertem
Wasser abgespiilt und eine der Platten vorsichtig angehoben und entfernt. Durch weiteres vorsichtiges
Spiilen konnte das Gel von der unteren Glasplatte gelost und auf die Membran fiir den Western Blot

iibertragen werden (s. u.).

4.8.6 Western Blot

Durch den Western Blot werden Proteine durch Elektrophorese von einem Gel auf eine Membran
iibertragen. Im Rahmen dieser Arbeit wurden hydrophobe Membranen aus Polyvinylidendifluorid
(PVDF) verwendet, an welche die Proteine durch den angelegten Strom {iber hydrophobe
Wechselwirkungen binden. Die Membran wird anschlieBend in verschiedenen Antikorperlosungen
inkubiert, wodurch die zuvor per Gelelektrophorese (s. 4.8.5) aufgetrennten Proteine detektiert werden
konnen.

Nach der Gelelektrophorese (s.0.) wurden Filterpapiere und eine PVDF-Membran vorbereitet. Fiinf
Filterpapiere wurden mit Anode 1-Puffer, drei mit Anode 2-Puffer und weitere flinf mit
Kathodenpuffer getrankt. Die Membran wurde kurz mit Methanol befeuchtet und vor dem Auflegen
kurz in Anode 2-Puffer getaucht. Danach erfolge folgende Anordnung: Filterpapiere mit
Anode 1-Puffer, Filterpapiere mit Anode 2-Puffer, Membran, Gel, Filterpapiere mit Kathodenpuffer.
Pro Membran wurde fiir eine Stunde eine Stromstirke von 80 mA angelegt, die dann fiir 15 min auf
150 mA erhoht wurde. Wurden zwei Membranen gleichzeitig in einer Kammer geblottet, musste die
Stromstéirke entsprechend verdoppelt werden.

Die Membran wurde dann fiir eine Stunde in Milchpuffer 5% (s. 3.4.7.3) inkubiert, um unspezifische
Bindungsstellen zu blockieren. Dies und alle Waschschritte wurden auf einem Schiittelgerdt bei
60 Umdrehungen pro min durchgefiihrt und die Schilchen mit Alufolie abgedeckt. Anschliefend
erfolgten drei Waschschritte fiir jeweils 10 min in 1 x TBST (s. 3.4.7.3). Danach wurde die Membran
in ein groBes Zentrifugationsrohrchen transferiert. Dieses enthielt den Priméirantikorper gegen das
Zielprotein (s. Tabelle 4.10) in Antikorperblockierungslosung (s. 3.4.7.3). Die Inkubation der
Membranen mit dem Primérantikorper erfolgte iber Nacht bei 4°C auf einem Rotor.

Am Folgetag wurde die Membran erneut drei Mal mit 1 x TBST fiir 10 min gewaschen. Es folgte die
Inkubation mit einem geeigneten fluorophorgekoppeltem Sekundérantikérper (in 1 x TBST)
(s. Tabelle 4.10) fiir eine Stunde bei Raumtemperatur im Dunkeln auf einem Rotor. Im Anschluss
wurde die Membran noch drei Mal mit 1 x TBST fiir je 10 min gewaschen und dann zwischen
Présizionswischtiichern getrocknet. Die Detektion der Proteine erfolgte mit dem Ettan Dige Imager.

Die Auswertung und Quantifizierung der Proteinmenge wurden mit ImageQuant TL 7.0 durchgefiihrt.
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Tabelle 4.10 Konzentrationen der verwendeten Primiir- und Sekundirantikorper fiir die Western Blot-
Analyse

Primirantikérper

(in Antikorperverdiinnungslosung)

Antikorper/Zielprotein Verdiinnung Spezies Grofle [kDa]

a-Tubulin 1:1000 Maus 52

CaMKII 1:200 Kaninchen 50, 60

Caspase 3 1:1000 Kaninchen 17,19, 35

Cleaved Caspase 3 1:1000 Kaninchen 17,19
COX 1V 1:1000 Kaninchen 17
Cytochrom C 1:200 Kaninchen 14
GAPDH 1:1000 Kaninchen 37
HSP 60 1:200 Kaninchen 60
Phospho-CaMKII 1:200 Kaninchen 50
Zyxin 1:200 Kaninchen 82

Sekundirantikorper

(in 1 x TBST)

Antikorper Fluorophor/Kanal Verdiinnung
Anti-Kaninchen Cy5 1:2000
Anti-Kaninchen Cy3 1:2000

Anti-Maus Cy5 1:2000

4.9  Lebendzellbeobachtung von [Ca’'];-Signalen

Intrazellulédre Calciumsignale wurden mithilfe des Fluoreszenzfarbstoffes
FURA-2-Acetoxymethylester (FURA-2-AM) detektiert. Durch die Veresterung kann FURA-2-AM
die Zellmembran passiv passieren und wird intrazelluldr durch Esterasen sofort in die eigentlich
bindungsfihige Form FURA-2 gespalten. FURA-2 komplexiert Ca*"-Ionen in einem 1:1-Verhiltnis,
wodurch sich die benétigte Anregungswelle von 380 nm auf 340 nm fiir das Extinktionsmaximum des
Indikators verschiebt. Dies kann zur Bestimmung der relativen [Ca®']; bzw. Konzentrationsinderung
verwendet werden. Das Verhiltnis der Emissionsraten nach Anregung bei 340 nm (FURA-2-Ca®"
Komplex) und 380 nm (freies FURA-2) (FL 340/380) entspricht dieser Konzentration.”

Es wurden zwei verschiedene Versuchsaufbauten gewdhlt, die als akute und spontane Calciumsignale
definiert sind (s.u.). Fiir beide Experimenttypen wurden die Zellen zuerst wie in beschrieben
trypsiniert und gezéhlt. Die Zellsuspension wurde anschlieBend mit Zellkulturmedium auf 80 000/1 ml
eingestellt. 1 ml Zellkulturmedium wurde in ein Calciummesschélchen (s. 3.4.8) vorgelegt und durch
1 ml Zellsuspension ergéinzt. Die Proben wurden nun entweder am Folgetag fiir die akuten Messungen
einem Serumentzug (s. 4.3.4) unterzogen oder fiir spontane Messungen iiber verschiedene Zeitrdume

kultiviert und dann gemessen (s. 4.9.1 und 4.9.2).
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Fiir beide Experimente wurde die identische Messapparatur verwendet. Es wurden lediglich
verschiedene Puffer verwendet. Die Messapparatur besteht aus einem Fluoreszenzmikroskop mit
einem 20x Objektiv, an das eine Kamera (Spot Inside, s. 3.2) angeschlossen ist, welche iiber die
Software VisiView fiir die jeweilige Anregungswellenldnge (340 nm bzw. 380 nm) wéhrend der
Messung alle zwei Sekunden ein Bild anfertigt.

Die Messapparatur erlaubte die Applikation verschiedener Puffer (s. 3.4.8). So konnte beispielsweise
der Einfluss von TRAM-34 auf [Ca*']; sowie auf transiente Ca*"-Oszillationen getestet werden. Die
Puffer wurden generell auf 37°C erwdrmt und iiber einen Schlauch in einen Plastikring geleitet, der
direkt in das Messschilchen gesetzt werden konnte. Eine Pumpe zog iiberschiissigen Puffer ab. Im
Vorfeld wurden die Schlduche mit dem jeweiligen Puffer gut durchspiilt.

Im Anschluss erfolgte die Auswertung der Bildersequenz. Dazu wurde die Fluoreszenzintensitit der
einzelnen Zellen fiir jede Anregungswellenldnge (340 bzw. 380 nm) fiir jeden Messzeitpunkt mit der
Software ImageJ 1.46 ermittelt. Das Verhiltnis der Fluoreszenzintensititen (FL ratio 340/380) wurde
im Anschluss iiber die Messzeit aufgetragen.

4.9.1 Akute Calciumsignale

Nach dem Serumentzug (s. 4.3.4) wurden die Zellen mit 2 ml Inkubationspuffer gewaschen. Nach
Zugabe von 1 ml Inkubationspuffer und 2,5 ul FURA-2-AM wurden die Zellen fiir 45 min im
Brutschrank inkubiert, um eine Aufnahme von FURA-2-AM in die Zellen zu gewéhrleisten.

Wihrenddessen wurde die Messapparatur vorbereitet und die Schliuche mit den Puffern durchspiilt
(s. auch Abb. 4.7). Auf das Objektiv wurde ein Tropfen Immersionsdl pipettiert (s. 3.4.8). Das
Messschdlchen wurde dann in die Messapparatur eingespannt und der Ring in das Schilchen
eingesetzt, so dass die Proben mit Puffer durchspiilt wurden. In den ersten zehn Minuten wurden alle
Proben mit Inkubationspuffer gespiilt, um iiberschiissiges FURA-2-AM zu entfernen und die Zellen an
die Umgebungsbedingungen zu gewohnen. Danach begann die eigentliche Mess- und
Dokumentationsphase. Zuerst wurden die Zellen unter dem Einfluss des Inkubationspuffers (ohne
TRAM-34) beobachtet. In Abhéngigkeit des Experiments (s. Abb. 4.7) erfolgte dies fiir 5 oder 10 min.
Wurde lediglich ein Pufferwechsel von Inkubationspuffer auf Calciumpuffer 1,8 mM oder
Serumpuffer (s. 3.4.8) durchgefiihrt, erfolgte dieser Wechsel nach 10 min. Das Messintervall nach
dem Pufferwechsel betrug ebenfalls 10 min. Wurde der Einfluss von TRAM-34 untersucht, wurde
dieses bereits nach 5 min Messzeit in Inkubationspuffer zugefiihrt. Dadurch wurden die Kanile
abgesittigt.*” Erneut nach 5 min erfolgte dann der Wechsel auf Serumpuffer (mit Inhibitor) fiir weitere
10 min. Somit ergab sich fiir alle Ansdtze eine Gesamtmesszeit von 20 min, in der insgesamt

600 Bilder fiir jede Anregungswellenlédnge erstellt wurden.

4.9.2  Spontane Calciumsignale

Fiir spontane Calciumsignale wurden die Zellen ohne vorherigen Serumentzug fiir 24, 48 oder 72
Stunden kultiviert. Am jeweiligen Versuchstag wurden die Zellen einmal mit 2 ml Calciumpuffer
1,8 mM (s. 3.4.8) gewaschen. Dann wurden die Zellen fiir 45 min in 1 ml Calciumpuffer 1,8 mM mit
2,5 ul FURA-2-AM im Brutschrank inkubiert. Wahrenddessen wurde die Messapparatur wie in 4.9
beschrieben vorbereitet. Die Zellen wurden dann in die Apparatur eingespannt und fiir 10 min mit
Calciumpuffer 1,8 mM superfundiert, um {iiberschiissiges FURA-2-AM zu entfernen (s. Abb. 4.8).

Dann wurde die Messung gestartet: Es wurde zuerst Ca>"-haltiger Inkubationspuffer zugefiihrt. Nach
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10 min wurde der Puffer entweder beibehalten oder auf Ca**-haltigen Inkubationspuffer mit TRAM-34
10 uM gewechselt. Unabhingig von der Vorbehandlung wurde ein Pufferwechsel durchgefiihrt, um
Einfliisse des Wechsels auf die Oszillationen generell besser beurteilen zu kénnen. Wie bei den akuten
Signalen ergab sich dadurch auch hier eine Gesamtmesszeit von 20 min mit insgesamt 600 Bildern fiir
jede Anregungswellenlénge.

FURA-2-AM Vorinkubation Messbeginn

l 45 min l 10 min l 5 min l 5 min l 10 min l

Caz*frei

TRAM-34

Abb. 4.7 Zeitverlauf der Messung akuter Calciumsignale

Die Zellen wurden trypsiniert und nach 24 Stunden arretiert. Nach 72 Stunden wurden die Zellen mit
FURA-2-AM fiir 45 min bei 37°C und 5% CO, inkubiert und anschlieBend in die Messapparatur eingespannt.
Nach einer 10-miniitigen Vorinkubation zum Auswaschen iiberschiissigen FURA-2-AM wurde die Messung
gestartet und die Puffer gemél der Versuchsanordnung superfundiert. Genaueres im FlieBtext. (FURA-2-AM:
FURA-2-Acetoxymethylester; min: Minute; FCS: Fetales Kélberserum; TRAM-34: Triarylmethan-34).

FURA-2-AM Vorinkubation Messbeginn
1 45 min l 10 min l 5 min l 5 min l 10 min l

TRAM-34

Abb. 4.8 Zeitverlauf der Messung spontaner Calciumsignale

Die Zellen wurden trypsiniert und fiir 24, 48 oder 72 Stunden kultiviert. Die Zellen wurden dann mit
FURA-2-AM fiir 45 min bei 37°C und 5% CO, inkubiert und anschlieBend in die Messapparatur eingespannt.
Nach einer 10-miniitigen Vorinkubation zum Auswaschen iiberschiissigen FURA-2-AM wurde die Messung
gestartet und die Puffer gemél der Versuchsanordnung superfundiert. Genaueres im FlieBtext. (FURA-2-AM:
FURA-2-Acetoxymethylester; min: Minute; FCS: Fetales Kélberserum; TRAM-34: Triarylmethan-34).

4.10 Statistik

Statistische Methoden wurden mithilfe von Microsoft Excel, der InStat Software sowie GraphPad
QuickCalc durchgefithrt. Die jeweiligen Tests sind bei den entsprechenden Ergebnissen
gekennzeichnet.

In den Ergebnisdiagrammen sind die Mittelwerte + Standardfehler dargestellt. P-Werte < 0,05 gelten
als signifikant, <0,01 als hochsignifikant und < 0,001 als hochstsignifikant und sind in den
Diagrammen mit Sternen (*), Rauten (#) oder Paragraphen (§) gekennzeichnet (* p <0,05;
**p <0,01; *** p <0,001). Nicht-signifikante Unterschiede sind nicht besonders gekennzeichnet.



5 Ergebnisse

5.1 Expressionsanalyse Calcium-aktivierter Kaliumkaniile in murinen
Brusttumorzellen und -gewebe

Zundchst wurde die Expression der K¢,-Kanalfamilie in MMTV-PyMT Brusttumorgewebe und -zellen
mittels qRT-PCR (s. 4.5) untersucht. In MMTV-PyMT Brusttumorgewebe (s. Abb. 5.1 A) wurde das
hochste mRNA-Level fiir IK gemessen, wihrend die Abundanz der BK mRNA sowie der SK1-3
mRNA 200-2500-fach niedriger ausfallt. In MMTV-PyMT Brusttumorzellen konnte eine dhnliche
Verteilung der relativen Expression beobachtet werden (s. Abb. 5.1 B). SK1 und SK3 mRNA sind
kaum nachweisbar, wohingegen die SK2 mRNA-Spiegel deutlich hoher lagen. Auch in
Brusttumorzellen konnte das hochste Expressionslevel fiir IK ermittelt werden. BK-Kanal mRNA wird
hingegen nur zu einem geringen Ausmaf exprimiert. MMTV-PyMT Brusttumorgewebe sowie -zellen
sind folglich IK positiv, wihrend andere Subtypen der K¢,-Kanalfamilie nur in sehr geringem Ausmal

exprimiert werden.
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Abb. 5.1 mRNA-Expression von Kc,-Kaniilen in MMTV-PyMT Brusttumorzellen und -gewebe

Die Expression der Kc,-Subtypen in MMTV-PyMT Brusttumorzellen und -gewebe wurde mittels qRT-PCR
(s. 4.5) untersucht. Die Probengewinnung und Aufreinigung der Gewebe ist in den Kapiteln 4.2.2 und 4.3.1
beschrieben. Alle mRNA-Spiegel wurden auf den internen Standard f-Actin normiert. (A) In MMTV-PyMT
Brusttumorgewebe lésst sich die mRNA aller K¢,-Subtypen nachweisen, allerdings in einem unterschiedlichen
AusmaB. Dabei wurden fiir die IK mRNA die hochsten Level (0,0794 + 0,0163) und entsprechend niedrigere
Level fir BK (0,0051 x 107+ 3,624 x 10”) sowie fiir SK1-3 (SK1:0,0003 =+ 0,0001; SK2: 0,0004 = 0,0003;
SK3:0,0033 x 107+ 0,0013 x 107) ermittelt. (B) In MMTV-PyMT Brusttumorzellen lisst sich eine dhnliche
Verteilung der relativen Expression beobachten. So weisen die Zellen sehr hohe IK mRNA-Level
(0,0163 = 0,0035), moderate SK2 mRNA-Level (0,0014 +0,0011) und eher niedrige SK1 (0,0002 + 0,0001)
bzw. SK3 (0,0027 x 10° £ 0,0004 x 10°) und BK mRNA-Level (0,015 x 107+ 6,3326 x 10°) auf. (mRNA:
messenger Ribonukleinsdure; SK: Calcium-aktivierter Kaliumkanal geringer Leitfahigkeit; IK: Calcium-
aktivierter Kaliumkanal mittlerer Leitfdhigkeit; BK: Calcium-aktivierter Kaliumkanal hoher Leitfdhigkeit;
MMTV: Mausmammatumorvirus; PyMT: polyoma virus middle T antigene).
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5.2 Charakterisierung der Funktion des IK-Kanals im murinen
Mammakarzinom

5.2.1 Expressionsanalyse des IK-Kanals in murinen Brusttumorzellen und —gewebe

Die Expression der IK-Kanédle in murinen Brusttumorproben wurde auf mRNA-Ebene mithilfe von
qRT-PCR (s. 4.5) und auf Proteinebene mittels immunhistochemischer Methoden (s. 4.7.2) untersucht.
Dariiber hinaus wurde eine funktionale Charakterisierung der Kanédle in Brusttumorzellen unter
Verwendung der Patch-Clamp-Technik (s. 4.4) durchgefiihrt. Die Spezifitit der verwendeten Primer,
Antikorper und Inhibitoren wurde dabei durch die Verwendung entsprechender IK-KO Proben

standardméBig kontrolliert.

5.2.1.1 Nachweis von IK mRNA in MMTV-PyMT Brusttumorproben

In Ubereinstimmung mit Abb. 5.1 war in MMTV-PyMT IK-WT Brusttumorzellen (0,0163 £ 0,0035)
sowie -gewebe (0,0794 £0,0163) ein hohes IK mRNA-Level nachweisbar, wihrend in den
entsprechenden IK-KO Proben keine spezifischen qRT-PCR Signale detektiert werden konnten
(s. Abb. 5.2 A). Offensichtlich fiihrt dabei die Transformation des Brustdriisengewebes durch die
Uberexpression von PyMT zur vermehrten IK mRNA-Expression: In gesundem Brustepithelgewebe
aus IK-WT Miusen vom FVB/N Hintergrund war das IK Expressionslevel entsprechend signifikant
niedriger (s. Abb. 5.2 B).

5.2.1.2 Immunhistochemischer Nachweis von IK Protein in MMTV-PyMT Brusttumorgewebe

Zum immunhistochemischen Nachweis von IK in Kryoschnitten wurden AP-basierte Farbungen
durchgefiihrt (s. 4.7.2). Die Spezifitdt des verwendeten Primérantikérpers (SK4-2, s.3.4.6) wurde
standardméBig durch die Verwendung von Tumorgewebeschnitten aus MMTV-PyMT IK-KO Maéusen
iiberpriift. Zur besseren histologischen Abgrenzung des Tumorgewebes von gesundem Brustgewebe
wurden HE-Firbungen von Parallelserienschnitten durchgefiihrt (s. 4.7.1).

Die Ergebnisse der Farbung sind in Abb. 5.2 C dargestellt. Mit dem IK-Antikorper (1:1000) konnten
in Brusttumorgewebeschnitten von MMTV-PyMT IK-WT Tieren spezifische Signale detektiert
werden (s. Abb. 5.2 C). Erwartungsgemdll waren MMTV-PyMT IK-KO Brusttumorgewebeschnitte
IK-negativ. Zur weiteren Kontrolle der Firbung wurden standardmiBig auch Schnitte mitgefiihrt,
welche ohne IK-Primédrantikdrper inkubiert wurden. Durch anschlieBende Zugabe des
Sekundérantikdrpers (1:1000) und der Enzymsubstrate zu diesen Proben konnte weder in IK-WT noch
in IK-KO ein spezifisches Signal nachgewiesen werden. Eine Bindung des Sekundérantikorpers an

unspezifische Epitope konnte somit ausgeschlossen werden.
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Abb. 5.2 Expressionsanalyse von IK-Kaniilen in MMTV-PyMT Brusttumorzellen und —gewebe

Die IK Expression wurde auf mRNA-Ebene mittels qRT-PCR (s.4.5) und auf Proteinebene mithilfe
immunhistochemischer Férbungen von Kryoschnitten (s.4.7.2) untersucht. Parallel wurden standardméaBig
Gewebe und Zellen aus IK-KO Tieren analysiert. Die mRNA-Expressionslevel wurden auf den internen
Standard B-Actin normiert. (A) Sowohl IK-WT Brusttumorgewebe als auch -zellen exprimieren hohe IK mRNA
Spiegel (schwarze Balken). In Gewebeproben konnte ein Expressionslevel von 0,0794 £+ 0,0163, in Zellen von
0,0163 £ 0,0035 detektiert werden. Die Spezifitit der verwendeten Primer wurde mithilfe entsprechender IK-KO
Proben tberpriift, in welchen erwartungsgemdB kein IK-Signal erfasst werden konnte (rote Balken).
(B) Vergleich der mRNA-Expression von IK in MMTV-PyMT Brusttumorgewebe mit der Expression in nicht-
transformiertem, d.h. gesundem, Brustepithelgewebe aus FVB/N IK-WT Maéusen. Wie bereits in (A) gezeigt,
wurde fir MMTV-PyMT Brusttumorgewebe ein IK Expressionslevel von 0,0794 £0,0163 ermittelt. In
Brustepithelgewebe aus IK-WT Tieren vom FVB/N-Hintergrund ist das IK mRNA-Level mit 0,0023 + 0,0005
hingegen signifikant erniedrigt. Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit dem t-Test (ungepaart) fiir
unabhédngige Stichproben. Ein p-Wert von **p < 0,01 entspricht einem hochsignifikanten Unterschied zwischen
den Versuchsgruppen. (C) Nachweis der IK Proteindistribution in MMTV-PyMT Brusttumorgewebe mittels
immunhistochemischer Farbung von Kryoschnitten. Verwendet wurde die AP-Methode (s. 4.7.2). Es wurden
sowohl MMTV-PyMT IK-WT Brusttumorgewebe (obere Bildreihe, schwarze Beschriftung) als auch IK-KO
Brusttumorgewebe untersucht (untere Bildreihe, rote Beschriftung). Fiir jeden Genotyp wurde auBerdem eine
reprasentative H&E-Farbung ausgewahlt (jeweils linke Spalte). Zum Nachweis von IK wurden die Zellen mit
dem spezifischen IK-Primdrantikdrper (SK4-2; Verdiinnung 1:1000) angefarbt (jeweils mittlere Spalte). Dabei
konnte in IK-WT Brusttumorschnitten ein positives Signal fiir IK in Form einer Blaufarbung detektiert werden
(oberes mittleres Bild). Erwartungsgemill war in den IK-KO Brusttumorschnitten kein spezifisches 1K Signal
nachweisbar (unteres mittleres Bild). StandardméaBig wurden bei jeder Farbung Schnitte mitgefiihrt, welche ohne
Primérantikorper inkubiert wurden (jeweils rechte Spalte, CTR). Diese Kontrollen zeigten nach Zugabe des
Sekundérantikorpers und Farbsubstrats keine Férbung, so dass eine Bindung des Sekunddrantikdrpers an
unspezifische Epitope ausgeschlossen werden kann (N = 2-3) (IK: Calcium-aktivierter Kaliumkanal mittlerer
Leitfahigkeit; mRNA: messenger Ribonukleinsdure; WT: Wildtyp; KO: Knockout; MMTV:
Mausmammatumorvirus; PyMT: polyoma virus middle T antigene; CTR: Kontrolle)
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5.2.1.3 Funktionale Charakterisierung der IK-Kandiile in MMTV-PyMT Zellen mittels Patch-
Clamp-Methode

Die Patch-Clamp-Methode (s. 4.4) erlaubt die funktionale Charakterisierung von Ionenkanélen. Diese
Analysen wurden im Rahmen einer Kooperation mit der Sektion Radioonkologie des
Universitétsklinikums Tiibingen von Dr. Benjamin Stegen durchgefiihrt. Es wurden IK-Strome in
MMTV-PyMT IK-WT in An- oder Abwesenheit des selektiven Inhibitors TRAM-34 10 uM (s. 3.4.3)
sowie in IK-KO Zellen untersucht.

In der cell attached configuration (s.4.4) konnten in MMTV-PyMT IK-WT Zellen bei einem
niedrigen Membranpotential typische IK-Strome detektiert werden, die zudem durch TRAM-34
hemmbar waren. Die Einwirtsleitfdhigkeit o; wurde durch die pharmakologische Inhibition von IK
von 0,2149 £ 0,0677 nS auf 0,0774 £ 0,0171 nS verringert (s. Abb. 5.3 A), fiihrte aber nicht zu einer
vollstindigen Aufhebung des Kaliumstroms. Im Gegensatz dazu waren in MMTV-PyMT IK-KO
Zellen keine TRAM-34 sensitiven Strome nachweisbar. Die Einwirtsleitfahigkeit in unbehandeltem
IK-KO Zellen war im Vergleich zu unbehandelten IK-WT Zellen signifikant geringer
(0,0490 = 0,0112 nS) (s. Abb. 5.3 B+C) und wurde nicht von der TRAM-34 Behandlung beeinflusst
(0,0790 + 0,0148 nS) (s. Abb. 5.3 B).

MMTV-PyMT Zellen exprimieren folglich funktionale IK-Kanédle, deren Aktivitdt durch den
spezifischen Blocker TRAM-34 inhibiert wird. In IK-negativen MMTV-PyMT Zellen lieBen sich
dagegen keine Effekte von TRAM-34 auf die Einwirtsleitfdhigkeit beobachten.
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Abb. 5.3 Funktionale Charakterisierung von IK-Kanillen in MMTV-PyMT Brusttumorzellen mittels
Patch-Clamp-Technik

Die Analysen wurden in einer Kooperation mit der Sektion Radioonkologie des Universitétsklinikums Tiibingen
von Dr. Benjamin Stegen durchgefiihrt. Die IK-Strome wurden in MMTV-PyMT IK-WT und IK-KO Zellen in
An- oder Abwesenheit des spezifischen Inhibitors TRAM-34 charakterisiert. Die Messung erfolgte in 5 mV-
Schritten von -100 bis +100 mV. Die Einwirtsleitfdhigkeit o; wurde tber die lineare Regression
zwischen -90 mV und -55 mV bestimmt. (A) MMTV-PyMT IK-WT Zellen (schwarzer Balken) exprimieren
funktionale IK-Kanile mit einer Einwartsleitfdhigkeit o; von 0,2149 £ 0,0677, die durch TRAM-34 (10 uM) auf
0,0774 £ 0,0171 nS reduziert wird (weiller Balken). (B) In IK-KO Zellen waren keine IK-spezifischen Strome
und entsprechend keine TRAM-34 sensitive Komponente in der Einwértsleitfahigkeit beobachtbar. o; betrégt fiir
IK-KO 0,0490 + 0,0112 nS (roter Balken) und nach Applikation von TRAM-34 0,0790 + 0,0148 nS (weiller
Balken). (C) Die Einwirtsleitfahigkeiten von IK-WT und IK-KO Zellen wurden verglichen und dafiir ein
signifikanter Unterschied ermittelt. Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit dem t-Test (ungepaart)
fiir unabhéngige Stichproben. Ein p-Wert von *p < 0,05 entspricht einem signifikanten Unterschied zwischen
den Versuchsgruppen. (I: Stromstirke; pA: Picoampere; U: Spannung; mV: Millivolt; o;: Einwartsleitfdhigkeit;
nS: Nanosiemens; IK: Calcium-aktivierter Kaliumkanal mittlerer Leitfahigkeit; WT: Wildtyp; TRAM-34:
Triarylmethan-34; KO: Knockout)
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5.2.2 Einfluss des IK-Kanals auf das Wachstumsverhalten muriner Brusttumorzellen

Nach Verifizierung der IK Expression sowie der Darstellung der TRAM-34 sensitiven
Einwirtsleitfahigkeit in den MMTV-PyMT Brusttumorzellen war es zundchst ein Ziel, den Einfluss
von IK auf das Wachstumsverhalten der Brusttumorzellen zu charakterisieren. Dies wurde sowohl
iiber eine pharmakologische Inhibition mit TRAM-34 als auch iiber eine genetische Ablation von IK

erreicht.

5.2.2.1 Rolle von IK fiir das Wachstum muriner MMTV-PyMT Brusttumorzellen
Die Wachstumsanalysen wurden mithilfe sog. Grid-Platten durchgefiihrt (s. 4.6.1). Die ermittelten

Zellzahlen wurden auf die Ausgangszellzahl der jeweiligen Behandlungsgruppe bzw. des
entsprechenden Genotyps (t = 0 h) normalisiert.

Bereits makroskopisch lieB sich bei MMTV-PyMT Zellen erkennen, dass eine pharmakologische
Inhibition von IK zu einem verminderten Wachstum fiihrt (s. Abb. 5.4 A). Die Bestimmung der
Zellzahl ergab nach Normalisierung der Daten, dass sich unbehandelte Zellen nach 24 Stunden um den
Faktor 2,00 £ 0,13 vermehrt hatten (s. Abb. 5.4 B). In den behandelten Zellen lag dieser Wert bei
1,65+ 0,14 und zeigte sich damit bereits zu diesem frithen Zeitpunkt deutlich reduziert. Nach
48-stiindiger Kultivierungszeit hatte sich die Anzahl der unbehandelten Zellen mehr als verdreifacht
(3,16 £0,30), wohingegen sich die Zahl der TRAM-34 behandelten Zellen lediglich verdoppelt hatte
(2,04 £ 0,19). Die Unterschiede in den Zellzahlen zwischen den Behandlungsgruppen wurden 72
Stunden nach Versuchsbeginn noch deutlicher: Unbehandelte Zellen hatten sich um den Faktor >4,5
(4,70 £ 0,78) vermehrt, wihrend die Zahl der behandelten Zellen im Vergleich zum Ausgangsniveau
nur um den Faktor 2,49 + 0,45 zugenommen hatte.

Ein Vergleich des Wachstumsverhalten von MMTV-PyMT IK-WT und IK-KO Zellen konnte die
Ergebnisse der Wachstumsversuche + TRAM-34 bestitigen (s. Abb. 5.5). Zu allen
Untersuchungszeitpunkten (t = 24 bis 72 h) war die IK-KO Zellzahl im Vergleich zu den WT Zellen
signifikant reduziert.

Die Wachstumsuntersuchungen wurden alternativ auch mit Brusttumorzellen aus dem MMTV-cNeu
Mausmodell durchgefiihrt. Auch in diesem in vitro Modell fithrte die Inhibition des IK-Kanals mit
TRAM-34 zu einem verringertem Wachstum der Zellen (s. Anhang Abb. 7.1 und Abb. 7.2)
Zusammenfassend ldsst sich feststellen, dass sowohl die pharmakologische Inhibition als auch die
genetische Ablation des IK-Kanals die Wachstumseigenschaften muriner Brusttumorzellen negativ
beeinflusst.
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Abb. 5.4 Wachstumsverhalten von MMTV-PyMT Brusttumorzellen nach pharmakologischer Inhibition
des IK-Kanals mit TRAM-34

Die Zellen wurden mithilfe von Grid-Platten (s. 4.6.1) untersucht, welche durch ein festes Koordinatensystem
die Beobachtung definierter Stellen liber einen lidngeren Zeitraum erlauben. Nach 24-stiindiger Kultivierung
wurden die Zellen durch einen 72-stiindigen Serumentzug arretiert. Im Anschluss erfolgte die Restimulation in
Ab- oder Anwesenheit von TRAM-34 10 uM (t = 0 h). Alle 24 Stunden wurden iiber einen Gesamtzeitraum von
72 Stunden jeweils von denselben vier Quadranten Bilder angefertigt. Im Anschluss wurden die Zellen mit
Imagel gezéhlt und auf den Wert von t = 0 h normiert. (A) Die Abbildungen zeigen jeweils einen reprisentativen
Quadranten (Seitenldnge 0,5 mm) fiir jeden Zeitpunkt und Behandlung. Bereits makroskopisch ldsst sich
erkennen, dass durch die pharmakologische Inhibition von IK mit TRAM-34 nach 72 Stunden weniger Zellen
vorhanden sind als unter Kontrollbedingungen. (B) Die Auszdhlung ergab, dass sowohl die Anzahl
unbehandelter (schwarze Balken) als auch behandelter Zellen (weifle Balken) mit steigender Kultivierungsdauer
generell zunahm. Bereits nach 24 Stunden konnte jedoch in unbehandelten Zellen eine etwas héhere Zunahme
erfasst werden. Nach 72-stiindiger Behandlung konnte eine signifikant hohere Wachstumsrate in unbehandelten
Zellen (4,70£0,78) im Vergleich zu TRAM-34 behandelten Zellen detektiert werden (2,49 +0,45). Die
statistische Auswertung der Daten erfolgte mit dem One-Way ANOVA Test mit anschlieBender Bonferroni-
Korrektur (N =10). Ein p-Wert von ***p < 0,001 entspricht einem hochstsignifikanten Unterschied zwischen
den Versuchsgruppen. (mm?: Quadratmillimeter; IK: Calcium-aktivierter Kaliumkanal mittlerer Leitfahigkeit;
WT: Wildtyp; TRAM-34: Triarylmethan-34; h: Stunden).
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Abb. 5.5 Wachstumsverhalten von MMTV-PyMT Brusttumorzellen nach genetischer Ablation des
IK-Kanals

Die Zellen wurden mithilfe von Grid-Platten (s. 4.6.1) untersucht, welche durch ein festes Koordinatensystem
die Beobachtung definierter Stellen liber einen lidngeren Zeitraum erlauben. Nach 24-stiindiger Kultivierung
wurden die Zellen durch einen 72-stiindigen Serumentzug arretiert. Im Anschluss erfolgte die Restimulation.
Alle 24 Stunden wurden iiber einen Gesamtzeitraum von 72 Stunden jeweils von denselben vier Quadranten
Bilder angefertigt. Im Anschluss wurden die Zellen mit ImageJ gezéhlt und auf den Wert von t =0 h normiert.
(A) Die Abbildungen zeigen jeweils einen repriasentativen Quadranten (Seitenlénge 0,5 mm) fiir jeden Zeitpunkt
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und jede Behandlung. Bereits makroskopisch ldsst sich erkennen, dass die genetische Ablation von IK zu einer
geringeren Zellzahl im Vergleich zu IK-WT fiihrt. (B) Die Auszdhlung ergab, dass sowohl die Zellzahl von
IK-WT (schwarze Balken) als auch von IK-KO (rote Balken) mit steigender Kultivierungsdauer zunahm. Zu
allen Zeitpunkten fiihrte die IK Ablation zu signifikant geringeren Zellzahlen. Nach 24 Stunden ergab sich fiir
die IK-WT Zellen ein Wachstumsindex von 1,87 + 0,07, wohingegen der entsprechende Wert der IK-KO Zellen
bei 1,28 £0,05 lag. Nach 48 Stunden hatten sich IK-WT Zellen um den Faktor 2,53 0,07 vermehrt,
IK-defiziente Zellen um 2,00 £+ 0,11. Nach 72 Stunden betrug die Wachstumsrate der IK-WT und IK-KO Zellen
bei 3,58 + 0,26 bzw. 2,88 £ 0,24. Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit dem One-Way ANOVA
Test mit anschlieBender Bonferroni-Korrektur (N =30-31). Ein p-Wert von *p < 0,05 entspricht einem
signifikanten Unterschied zwischen den Versuchsgruppen, ein p-Wert von **p < 0,01 einen hochsignifikanten
Unterschied. (mm?* Quadratmillimeter; IK: Calcium-aktivierter Kaliumkanal mittlerer Leitfahigkeit; WT:
Wildtyp; KO. Knockout; h: Stunden)

5.2.2.2 IK-abhdiingige Zellzyklusanalysen in MMTV-PyMT Brusttumorzellen

Die in 5.2.2.1 erhobenen Daten lassen vermuten, dass das IK-abhingige Wachstum muriner
Brusttumorzellen aus einer Verdnderung des Zellzyklus resultiert. Daher wurden Zellzyklusmarker zu
definierten Kultivierungszeitpunkten mittels qRT-PCR bestimmt. Diese Analysen wurden durch
Durchflusszytometrie-basierte Zellzyklusanalysen unterstiitzt (s. 4.6.3.1 bzw. 4.6.3.2).

Fiir die qRT-PCR-basierte Zellzyklusanalyse wurden die Zellen arretiert und anschlieBend fiir
bestimmte Zeitrdume (0 h, 0,5 h und 24 h) mit Zellkulturmedium + TRAM-34 10 uM restimuliert.
Verglichen wurden entweder unbehandelte mit TRAM-34 behandelten Zellen oder IK-WT mit IK-KO
Zellen. Zur Kontrolle wurde eine Probe unstimuliert belassen (0 h).

Abb. 5.6 zeigt den Einfluss von TRAM-34 auf die Expression der Zellzyklusmarker c-fos, c-jun und
Cyclin D1. Sowohl in unbehandelten als auch behandelten Zellen lassen sich nach einer
Restimulationsdauer von 0,5 h die héchsten mRNA-Expressionslevel fiir c-fos und c-jun nachweisen.
Die pharmakologische Inhibition von IK mittels TRAM-34 reduzierte das c-fos mRNA-Level zu
diesem Zeitpunkt (0,2184 +0,0267) im Vergleich zu unbehandelten Zellen (0,3522 + 0,0701)
signifikant. Auf die c-jun Expression hatte die pharmakologische Inhibition des IK-Kanals zu keinem
der untersuchten Zeitpunkte einen Einfluss. Die Cyclin D1 mRNA Spiegel wurden zu den frithen
Kultivierungszeitpunkten durch die Behandlung mit TRAM-34 ebenfalls nicht beeinflusst, nach 24-
stiindiger Restimulation zeigte sich in unbehandelten Zellen mit 0,0045 + 0,0009 jedoch ein
signifikant hoheres Expressionslevel als in TRAM-34 behandelten Zellen (0,0023 + 0,0003).

Die Ergebnisse aus der gqRT-PCR-basierten Zellzyklusanalyse mit TRAM-34 wurden durch
Durchflusszytometrieanalysen unterstiitzt. Auch fiir diese Experimente wurden die Zellen nach
72-stiindiger Serumdeprivation fiir 24, 48 bzw. 72 h restimuliert (s. 4.3.4) und mit TRAM-34 bzw.
Ethanol als Vehikel behandelt. Die Proben wurden anschlieend mit PI gefdrbt und der DNA-Gehalt
iiber die Messung der Fluoreszenzintensitét des Farbstoffs (log FI PI) bestimmt.

Nach 24-stiindiger Kultivierung befanden sich 70,80 £+ 2,08% der gemessenen unbehandelten Zellen in
der G1-Phase. Durch die Behandlung mit TRAM-34 war die Anzahl der Zellen in dieser Phase
signifikant erh6ht (77,03 = 1,42%) (s. Abb. 5.7 A), was auf eine frithe Unterbrechung des Zellzyklus
hindeutet und somit die verminderte Wachstumsrate (s. Abb. 5.4) erklirt. In Ubereinstimmung mit
diesem Befund war die Zahl der Zellen in der S- und G2-Phase nach TRAM-34 Behandlung reduziert,
jedoch erreichten diese Unterschiede nicht das Signifikanzniveau. Nach 48- und 72-stiindiger
Kultivierung waren generell keine signifikanten Unterschiede zwischen den Behandlungsgruppen
mehr detektierbar (s. Abb. 5.7 B+C). Abb. 5.7D zeigt repridsentative Histogramme der
durchflusszytometrischen Zellzyklusanalyse, in denen die Zellzahl iiber der Fluoreszenzintensitit von
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PI aufgetragen ist. Mithilfe der Software FlowJo konnten die Zellen in die einzelnen Zellzyklusphasen
eingeteilt und quantifiziert werden.

Um die pharmakologische Hemmung der IK-Aktivitit als Ursache fiir die beobachteten
Wachstums- und Zellzykluseffekte (s. Abb. 5.4 und Abb. 5.6) zu bestitigen, wurde die mRNA-
Expression der teilweise TRAM-34 sensitiven Zellzyklusmarker in den MMTV-PyMT IK-WT Zellen
auch mit IK-defizienten MMTV-PyMT Zellen verglichen. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen sind
in Abb. 5.8 dargestellt. Nach einer Restimulation von 0,5 h war in beiden Genotypen ein signifikanter
Anstieg der Expressionslevel der immediate early genes c-fos und c-jun erkennbar (s. Abb. 5.8 A+B).
Mit steigender Kultivierungsdauer fiel das Expressionslevel erwartungsgemall wieder ab. Sowohl das
Expressionslevel von c-fos (s. Abb. 5.8 A) als auch von c-jun (s. Abb. 5.8 B) war in IK-WT im
Vergleich zu IK-defizienten Zellen signifikant erh6ht. Fiir Cyclin D1 (s. Abb. 5.8 C), das als delayed
early Gen ebenfalls eine Schliisselrolle in der Steuerung des Zellzyklus spielt, konnte zwar fiir beide
Genotypen eine zyklische Expression in Abhéngigkeit der Kultivierungszeit ermittelt werden, jedoch
unterschieden sich die Expressionslevel zwischen den beiden Genotypen zu keinem der untersuchten
Zeitpunkte.
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Abb. 5.6 Einfluss der pharmakologischen Inhibition des IK-Kanals mit TRAM-34 auf die mRNA-
Expression bestimmter Zellzyklusmarker

Es wurde die mRNA-Expression bestimmter Zellzyklusmarker zu definierten Zeitpunkten in MMTV-PyMT
Brusttumorzellen in Abwesenheit (schwarze Balken) und Anwesenheit des spezifischen IK-Kanalinhibitors
TRAM-34 (weille Balken) mittels qRT-PCR untersucht. Die Zellen wurden wie in 4.3.2 beschrieben ausgebracht
und anschlieBend durch einen 72-stiindigen Serumentzug in der Gl-Phase arretiert. Dann erfolgte die
Restimulation fiir die jeweils angegebenen Zeitintervalle mit oder ohne Inhibitor. Dann wurde die mRNA wie in
4.5 beschrieben isoliert, in cDNA umgeschrieben und mittels qRT-PCR analysiert. Alle Werte wurden auf den
internen Standard f-Actin normiert. (A) Beide Behandlungen fithren nach einer halbstiinden Restimulation zu
einem Anstieg des immediate early gene c-fos. Allerdings war das mRNA Level in unbehandelten Zellen
(0,3522 £ 0,0701) im Vergleich zu behandelten Zellen (0,2184 +0,0267) signifikant erhoht. Bei lidngeren
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Kultivierungszeiten fiel das Expressionslevel in beiden Genotypen ab. (B) In beiden Konditionen konnte durch
die Restimulation nach 0,5 h ein Anstieg der mRNA-Expression des immediate early gene c-jun erreicht werden.
Zu keinem Untersuchungszeitpunkt fithrte die Kanalinhibition zu Unterschieden in der Regulation des
Zellzyklusmarkers. (C) Es konnte eine zyklische Expression von Cyclin DI in Abhéngigkeit der
Kultivierungsdauer in beiden Konditionen nachgewiesen werden. Nach 24 Stunden konnte fiir beide Gruppen
ein Anstieg der mRNA-Expression detektiert werden, der in unbehandelten Zellen (0,0044 + 0,0009) signifikant
erhoht war (+ TRAM-34: 0,0023 + 0,0003). Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit dem One-Way
ANOVA Test mit anschlieBender Bonferroni-Korrektur (N = 4-5). Ein p-Wert von *p < 0,05 entspricht einem
signifikanten Unterschied zwischen den Versuchsgruppen. (h: Stunden; IK: Calcium-aktivierter Kaliumkanal
mittlerer Leitfahigkeit; TRAM-34: Triarylmethan-34; h: Stunden)
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Abb. 5.7 Zellzyklusanalyse von MMTV-PyMT Brusttumorzellen nach pharmakologischer Inhibition des
IK-Kanals mittels PI-basierter Durchflusszytometrie

Die Zellen wurden wie in Kapitel 4.3.2 beschrieben ausgebracht und anschliefend mittels Serumentzug in der
G1-Phase arretiert (s. 4.3.4). Anschliefend erfolgte die Restimulation in Abwesenheit (schwarze Balken) oder
Anwesenheit des spezifischen IK-Kanalinhibitors TRAM-34 und schlielich die Fixierung der Zellen zu den
angegebenen Zeitpunkten (s. 4.6.3.2). Die Fluoreszenzintensitdt von Propidiumiodid (PI [log FI]) wurde mithilfe
des FACSCanto Cytometer bestimmt und mit der Software FlowJo ausgewertet. (A) Nach 24-stiindiger
Kultivierung konnte eine signifikant hohere Anzahl TRAM-34 behandelter Zellen (70,80 +2,08% vs.
77,03 + 1,42%) in der G1-Phase ermittelt werden, was auf eine Verlangsamung des Zellzyklus hindeutet und
somit die verminderte Wachstumsrate der behandelten Zellen (s. Abb. 5.4) zumindest teilweise erkldrt. Auch in
der S- und G2-Phase zeigte sich eine unterschiedliche Verteilung der Zellen, allerdings erreichten diese
Unterschiede zwischen den Behandlungsgruppen jeweils nicht das Signifikanzniveau. (B) Auch nach 48 Stunden
befanden sich mehr TRAM-34 behandelte Zellen als unbehandelte Zellen in der G1-Phase. Jedoch war die zuvor
beobachtete Differenz (s. A) zu diesem Zeitpunkt nicht signifikant. (C) Nach 72-stlindiger Restimulation fiihrte
die Behandlung mit TRAM-34 ebenfalls zu einer verstérkten, aber nicht signifikant erhdhten Akkumulation der
Zellen in der G1-Phase verglichen mit unbehandelten Zellen. Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit
dem One-Way ANOVA Test mit anschlieBender Bonferroni-Korrektur (N =9-12). Ein p-Wert von **p < 0,01
entspricht einem hochsignifikanten Unterschied zwischen den Versuchsgruppen. (D) Reprisentative
Histogramme. Aufgetragen ist die Zellzahl gegeniiber der Fluoreszenzintensitit von PI. Mithilfe der Software
FlowJo konnten die Zellen in die einzelnen Zellzyklusphasen G1, S und G2 eingeteilt werden. Unbehandelte
Zellen (linkes Bild, CTR) zeigten einen geringeren Anteil in der G1-Phase im Vergleich mit TRAM-34
behandelten Zellen (rechtes Bild). (h: Stunden; IK: Calcium-aktivierter Kaliumkanal mittlerer Leitfdhigkeit;
TRAM-34: Triarylmethan-34; CTR: Kontrolle; PI: Propidiumiodid; FI: Fluoreszenzintensitét)



5 Ergebnisse 95

A B
**k%*
0,3 - *rx 0,06 - s

< " <
z z
- 0,15 - 5 c 0,03 - &
B 2
o o

0 - 0 A

0 0515 24 0 0,515 24
Restimulation [h] Restimulation [h]
C

< 0,004 -
Z B K-WT
£ M IK-KO
a 0,002 -
=
©
3

O .

0 051,524

Restimulation [h]

Abb. 5.8 Einfluss der genetischen Ablation des IK-Kanals auf die mRNA Expression bestimmter
Zellzyklusmarker

Es wurde die mRNA-Expression bestimmter Zellzyklusmarker zu definierten Zeitpunkten in MMTV-PyMT
IK-WT (schwarze Balken) und IK-KO Zellen (rote Balken) mittels qRT-PCR untersucht. Die Zellen wurden wie
in 4.3.2 beschrieben ausgebracht und anschlieBend durch einen 72-stiindigen Serumentzug in der G1-Phase
arretiert. Dann erfolgte die Restimulation fiir die jeweils angegebenen Zeitintervalle. Dann wurde die mRNA wie
in 4.5 beschrieben isoliert, umgeschrieben und mittels qRT-PCR analysiert. Alle Werte wurden auf den internen
Standard B-Actin relativiert. (A) In beiden Genotypen wurde nach einer halbstiinden Restimulation ein Anstieg
des immediate early gene c-fos detektiert. Allerdings war das mRNA Level in IK-WT (0,1777 + 0,0419) im
Vergleich zu IK-KO Zellen (0,0762 + 0,0158) signifikant erhoht. Bei ldngeren Kultivierungszeiten fiel das
Expressionslevel der Marker in beiden Genotypen wieder auf das niedrige Ausgangsniveau ab. (B) In beiden
Genotypen konnte durch die Restimulation nach 0,5 h ein Anstieg der mRNA-Expression des immediate early
gene c-jun erfasst werden. In IK-WT Zellen (0,0430 + 0,0070) war der Spiegel allerdings signifikant hoher als in
IK-defizienten Zellen (0,0161 +0,0032). Mit steigender Kultivierungsdauer wurde ein Abfall des c-jun
Expressionslevel in beiden Genotypen beobachtet. (C) Es konnte eine zyklische Expression von Cyclin D1 in
Abhingigkeit der Kultivierungsdauer fiir beide Genotypen nachgewiesen werden. Zu keinem der untersuchten
Zeitpunkte war allerdings ein signifikanter Unterschied zwischen den IK-WT und IK-KO Zellen detektierbar.
Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit dem One-Way ANOVA Test mit anschlieBender Bonferroni-
Korrektur (N = 5-6). Ein p-Wert von ***p < 0,001 entspricht einem hochstsignifikanten Unterschied zwischen
den Genotypen. Ein p-Wert von ###p < 0,001 entspricht einem hdchstsignifikanten Unterschied zwischen den
restimulierten WT-Zellen zum entsprechenden Nullwert. Ein p-Wert von §p <0,05 entspricht einem
signifikanten Unterschied zwischen den restimulierten KO-Zellen zum entsprechenden Nullwert. (h: Stunden;
IK: Calcium-aktivierter Kaliumkanal mittlerer Leitfahigkeit; WT: Wildtyp; KO: Knockout)

Eine Durchflusszytometrie-basierte Zellzyklusanalyse wurde durchgefiihrt, fiihrte aber zu sehr
variablen Ergebnissen. Dies ist vermutlich dadurch bedingt, dass sich IK-WT Zellen und IK-KO
bereits morphologisch leicht unterscheiden (s. auch 4.6.3.2). MMTV-PyMT IK-KO Zellen sind etwas
grofer und besitzen zudem dendritendhnliche Fortsdtze. Bei der Durchflusszytometrie hat die
Beschaffenheit der Zellen einen erheblichen Einfluss auf die Analyse, weshalb die Daten an dieser

Stelle keine eindeutigen Aussagen zulassen.
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Zusammengenommen lassen die Daten darauf schlieen, dass eine Blockade bzw. die vollstindige
Ausschaltung von IK in MMTV-PyMT Brusttumorzellen zu einer Verdnderung des Zellzyklus fiihrt.
Dies konnte anhand einer verdnderten Expression bestimmter Zellzyklusmarker iiber qRT-PCR-
basierte Nachweise sowie nach pharmakologischer Inhibition und genetischer Ablation von IK gezeigt
werden. Die Ergebnisse der pharmakologischen Inhibition konnte zudem durch Durchflusszytometrie-

basierte Zellzyklusuntersuchungen bestétigt werden.

5.2.3  Einfluss des IK-Kanals auf apoptotische Signalwege in MMTV-PyMT
Brusttumorzellen

Die Behandlung von MMTV-PyMT Brusttumorzellen mit TRAM-34 fiihrt zu einer geringeren
Wachstumsrate im Vergleich zu unbehandelten Zellen (s. Abb. 5.4). Eine mdgliche Ursache fiir diesen
Unterschied konnte eine proapoptotische Wirkung (s. 1.3.1.2) von TRAM-34 sein. Wihrend der
Apoptose findet iiber den intrinsischen Signalweg eine Freisetzung von Cytochrom C aus den
Mitochondrien in das Cytosol statt, welches dann wiederum die Effektorcaspase 3 aktiviert
(s. 1.3.1.2). Daher wurde fiberpriift, ob die Behandlung von TRAM-34 zu einem positiven
Cytochrom C-Signal und zu einer Spaltung der Caspase 3 in der cytosolischen Fraktion fiihrt.

Die Zellen wurden iiber unterschiedliche Zeitrdume (4, 24, 48 h) mit TRAM-34 bzw. Ethanol als
Vehikel inkubiert. Zusétzlich wurde als Positivkontrolle STS (4 h) verwendet, welches

219220 pie Zellen wurden wie in

bekanntermallen den intrinsischen Signalweg aktiviert (s. 1.3.1.2).
4.8.3 beschrieben aufgearbeitet und in cytosolische und mitochondriale Fraktion getrennt. Die Proteine
wurden dann iiber SDS-PAGE (s. 4.8.5) aufgetrennt und mittels Western Blot (s. 4.8.6) auf eine
PVDF-Membran transferiert. AnschlieBend erfolgte die Detektion von Cytochrom C und Caspase 3
bzw. der gespaltenen Caspase 3 als Apoptosemarker {iiber spezifische Antikorper (s.3.4.7.3).
Zusitzlich wurden die Zellen mikroskopisch betrachtet, da ein Abrunden und daraus resultierendes
Ablosen der Zellen bereits auf apoptotische Vorgédnge hinweisen.

Die mikroskopische Analyse ergab, dass die Behandlung mit STS nach 4 h zu einem Abrunden und
folglich zu einem Abldsen der Zellen fiihrt (s. Abb. 5.9 A). Unter Kontrollbedingungen waren die
Zellen nach vierstiindiger Inkubation dagegen unverdndert. Im Gegensatz zu STS konnten durch die
Behandlung mit TRAM-34 zu keinem der untersuchten Behandlungszeitpunkte morphologische
Verdnderungen in Form eines Abrundens oder Ablosens der Zellen beobachtet werden.
ErwartungsgemidB hatte auch die Inkubation der Zellen mit dem entsprechenden Vehikel keine
morphologischen Auswirkungen (s. Abb. 5.9 B).

In der cytosolischen Fraktion (s. Abb. 5.9 C) konnte erwartungsgemall durch die Behandlung der
Zellen mit STS ein positives Signal fiir Cytochrom C bei 14 kDa und fiir die gespaltene Caspase 3 bei
17 kDa und 19 kDa detektiert werden. In den Kontrollproben war dagegen keine entsprechende Bande
erkennbar. Im Gegensatz dazu fiihrte die Behandlung von TRAM-34 zu keinem Behandlungszeitpunkt
zu einer Freisetzung von Cytochrom C in das Cytosol und damit iibereinstimmend auch nicht zur
proteolytischen Aktivierung der Caspase 3. In allen Proben war dagegen die inaktive Vorstufe der
Caspase 3 (35 kDa) nachweisbar. a-Tubulin diente als Ladungskontrolle und Marker fiir die
cytosolische Fraktion. Entsprechend war die korrespondierende a-Tubulin Bande auf einer Hohe von
55 kDa nur in den cytosolischen Proben detektierbar (s. Abb. 5.9 C+D). Erwartungsgemal} konnte in
der mitochondrialen Fraktion (s. Abb. 5.9 E) in allen Proben auf einer Hohe von 14 kDa ein positives
Signal fiir Cytochrom C nachgewiesen werden. Als Ladungskontrolle diente das mitochondriale
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Protein COX IV, welches ebenfalls in den mitochondrialen Proben durchgéngig detektiert wurde. Die
Abwesenheit von o-Tubulin in den mitochondrialen Fraktionen spricht fiir eine ausreichende
Trennung der cytosolischen und mitochondrialen Zellkompartimente.

Die pharmakologische IK-Kanalinhibition in MMTV-PyMT Brusttumorzellen durch TRAM-34 fiihrt
also nicht zu einer Interaktion mit dem intrinsischen Signalweg der Apoptose. Proapoptotische Effekte
der IK-Kanalblockade sind demnach keine entscheidende Komponente des durch TRAM-34

verminderten Zellwachstums.
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Abb. 5.9 Einfluss der pharmakologischen Inhibition des IK-Kanals auf das apoptotische Verhalten von
MMTV-PyMT Brusttumorzellen

Die Freisetzung von Cytochrom C aus den Mitochondrien ins Cytosol gilt als Nachweis fiir die Induktion des
intrinsischen Signalwegs der Apoptose (s. auch 1.3.1.2). Die Zellen wurden wie in 4.8.3 beschrieben behandelt
und anschlieBend isoliert, aufgereinigt und in cytosolische und mitochondriale Fraktion aufgetrennt. (A) Die
Behandlung der Zellen mit Staurosporin (STS) fiihrt nach 4 h zu einem Abrunden und Ablésen der Zellen. STS
wird als Positivkontrolle eingesetzt, da es bekanntlich den intrinsischen Signalweg der Apoptose auslost
(s. auch 1.3.1.2). (B) Die Behandlung von MMTV-PyMT Zellen mit dem IK-Kanalinhibitor TRAM-34 fiihrt zu
keinem der untersuchten Zeitpunkte zu morphologischen Anderungen der Zellen. (C) Durch die Behandlung mit
STS konnte erwartungsgemal in der cytosolischen Fraktion eine Bande bei 14 kDa detektiert werden, was dem
erwarteten Molekulargewicht von Cytochrom C entspricht. Unter STS-stimulierten Bedingungen wurde auch die
proteolytische Aktivierung der Caspase 3 (Cleaved Caspase 3) durch 17 und 19 kDa grof3e Proteinfragmente
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erfasst. Im Gegensatz dazu konnte zu keinem der untersuchten Zeitpunkte in den Proteinproben TRAM-34
behandelter Zellen cytosolisches Cytochrom C oder die aktivierte Caspase 3 nachgewiesen werden. Als
Ladungskontrolle fiir die cytosolische Fraktion wurde a-Tubulin verwendet. HSP 60 gilt als mitochondrialer
Marker. (D) In der mitochondrialen Fraktion konnte erwartungsgemif in allen Proben ein positives Signal fiir
Cytochrom C detektiert werden. Als Ladungskontrollen dienten die mitochondrialen Marker COX IV (17 kDa)
und HSP 60 (60 kDa). Die Reinheit der mitochondrialen Fraktion wurde durch die Inkubation der Membran mit
dem cytosolischen Marker o-Tubulin bestitigt. (IK: Calcium-aktivierter Kaliumkanal mittlerer Leitfdhigkeit;
WT: Wildtyp; DMSO: Dimethylsulfoxid; STS: Staurosporin; EtOH: Ethanol; TRAM-34 :Triarylmethan-34; h:
Stunden; kDa: Kilodalton; M: Marker, C: Kontrolle; T: TRAM-34; HSP 60: Hitzeschockprotein 60; COX IV:
Cytochrom C-Oxidase V)

5.2.4 Einfluss des IK-Kanals auf [Ca2+]i-Signale muriner Brusttumorzellen

[Ca’"]i-Signale iibernehmen im Zuge des Zellwachstums und der Zellproliferation wichtige
Funktionen (s. 1.3.1).174’334 Auch K'-Ionenkanile, darunter insbesondere K¢,, sind bekanntermafBen
wichtige Determinanten der Dynamik zellulirer Ca*"Signale.” Daher sollte untersucht werden, ob die
pharmakologische Inhibition bzw. genetische Ablation des IK-Kanals zu verinderten [Ca®']i-Signalen
in murinen Brusttumorzellen fiihrt. Dazu wurden zwei verschiedene experimentelle Konfigurationen,
die auf der Bestimmung akuter bzw. spontaner Calciumsignale beruhen, angewendet (s. Abb. 4.7 bzw.
Abb. 4.8).

5.2.4.1 Rolle von IK fiir die Amplitude der akuten [Ca**]-Signale

Ein mdglicher Einfluss der IK-Kanile auf seruminduzierte Verdnderungen von [Ca2+]i in murinen
Brusttumorzellen wurde in einem Setup ermittelt, das auf akut evozierten [Ca’']-Signalen basiert.
Dazu werden die Zellen wie in 4.9 beschrieben arretiert und anschlieBend gemessen. Fiir alle
Messungen wurde das Basalniveau durch Inkubation der Zellen mit Ca**-freiem Inkubationspuffer
bestimmt und der Anstieg von [Ca*']; nach den Behandlungen anschlieBend auf den Ausgangswert
relativiert.

Abb. 5.10 A zeigt den Einfluss der pharmakologischen IK-Kanalinhibition auf die [Ca®"];-Signale in
MMTV-PyMT IK-WT Zellen. Die Zellen wurden zuerst fiir 10 min in Ca**-freiem Inkubationspuffer
(s. 3.4.8) gemessen. In diesem Zeitraum bleibt das Fluoreszenzverhiltnis des ratiometrischen Ca*'-
Sensors FURA-2 340/380 (FL-Ratio 340/380) und somit [Ca®']; konstant. Eine anschlieBende
Superfusion mit Calciumpuffer fiihrt zu einem Anstieg des Fluoreszenzverhdltnisses um
0,7167 £ 0,0746, was auf eine Erh6hung von [Ca2+]i schlieflen ldsst. Dieser Effekt ldsst sich durch
serumbhaltigen Superfusionspuffer (enthélt 5% FCS), also die gleichzeitige Behandlung der Zellen mit
Ca’" und Serum, signifikant auf 1,4283 40,1043 steigern. Der seruminduzierte Anstieg der
Ca**-Amplitude wird durch die pharmakologische Inhibition von IK in Gegenwart von TRAM-34
signifikant reduziert (0,8484 £ 0,0570). In Abb. 5.10 B sind die Spitzen der [Ca2+]i-Amplituden nach
den einzelnen Behandlungen bezogen auf das Basalniveau dargestellt.

Es wurde ebenfalls untersucht, ob die genetische Ablation des IK-Kanals [Ca*']-Signale in
MMTV-PyMT Brusttumorzellen beeinflusst (s. Abb. 5.10 C). Auch hier wurden die Anstiege auf das
Basalniveau normiert (s. Abb. 5.10 D). Durch die Superfusion mit serumfreien Calciumpuffer steigt
das FURA-2 340/380 Fluoreszenzverhiltnis in IK-WT Zellen um 0,4592 + 0,2070 und in IK-KO
Zellen um 0,3321 £ 0,0497 an. Das Fehlen des IK-Kanals hat demnach zumindest keinen signifikanten
Einfluss auf den Ca’"-Influx nach vorheriger Ca”-Deprivation. Analog zu den vorangegangen
Experimenten (s. Abb. 5.10 A+B) fiihrte der Serumpuffer in beiden Genotypen zu einem signifikanten
Anstieg des FURA-2340/380 Fluoreszenzverhiltnisses. Der serumabhédngige Anstieg der
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[Ca2+]i-Amplitude war zudem in IK-WT Zellen (1,6726 + 0,0939) im Vergleich zu IK-KO Zellen
(1,0343 + 0,1326) signifikant groBer. Offensichtlich beeinflusst die genetische Ablation des IK-Kanals

das Ansprechen der Brusttumorzellen auf seruminduzierte Calciumsignale.
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Abb. 5.10 Einfluss der IK-Kanalaktivitit auf akute [Ca*"];-Signale von MMTV-PyMT Brusttumorzellen

Die Zellen wurden wie in 4.3.2 beschrieben ausgebracht und anschlieBend mittels Serumentzug in der G1-Phase
arretiert (s. 4.3.4). [Ca®"];-Signale wurden mithilfe von FURA-2 detektiert. Der Versuchsaufbau fiir die Messung
der akuten [Ca®']i-Signale ist in Kapitel 4.9.1 beschrieben. (A+B) Einfluss der pharmakologischen Inhibition des
IK-Kanals mit TRAM-34 auf akute [Ca*']-Signale. (A) Die Zellen wurden zuerst mit Ca*’-freiem
Inkubationspuffer inkubiert. Nach 10 min wurde ein Pufferwechsel durchgefiihrt (schwarzer Pfeil). Durch die
Superfusion der Zellen mit Calciumpuffer (graue Linie) konnte ein Anstieg der intrazelluliren
Calciumkonzentration beobachtet werden. Dieser Anstieg konnte in Gegenwart von Ca>" (1,8 mM) und Serum
(5%; schwarze Linie) noch gesteigert werden. Eine gleichzeitige Inhibition des IK-Kanals (gestrichelte Linie)
verringerte den seruminduzierten Anstieg der [Ca’']i-Amplitude. (s. auch Hoang Y Nguyen, Diplomarbeit)
(B) Der Anstieg der intrazelluldren Calciumkonzentration wurde fiir jede Kondition auf das Basalniveau
normalisiert. Die Analyse ergab, dass durch die Superfusion der Zellen mit Ca*" und Serum (schwarzer Balken)
ein signifikant hoherer Anstieg (1,4283 + 0,1043) von [Ca®']; im Vergleich zur alleinigen Behandlung mit Ca*"
(0,7167 = 0,0746) (grauer Balken) erreicht wurde. Die Co-Applikation des IK-Kanalinhibitors TRAM-34 mit
Ca® und Serum (weiBer Balken) verringerte diesen Anstieg wiederum signifikant (0,8484 + 0,0570). (C+D)
Einfluss der genetischen Ablation des IK-Kanals auf akute [Ca*']i-Signale. (C) Die Zellen wurden zuerst mit
Ca”'-freiem Inkubationspuffer inkubiert. Nach 10 min wurde ein Pufferwechsel durchgefiihrt (schwarzer Pfeil).
Durch die Superfusion von IK-WT Zellen mit Calciumpuffer (graue Linie) konnte ein Anstieg von [Ca®'];
beobachtet werden (0,4592 + 0,2070). Dieser Anstieg konnte durch die zusitzliche Applikation von Serum
(schwarze Linie) signifikant gesteigert werden (1,6726 + 0,0939). Auch in IK-KO Zellen fiihrte die Applikation
von Calcium zu einem Anstieg des [Ca®;-Signals (0,3321 + 0,0497) (rosa Linie), welcher durch Co-Superfusion
von Ca*" mit Serum signifikant gesteigert werden konnte (1,0343 +0,1326) (rote Linie). (D) Der Anstieg von
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[Ca®']; wurde fiir jede Kondition auf das Basalniveau normalisiert. Durch die gleichzeitige Applikation von Ca*"
und Serum konnte in IK-WT Zellen (schwarzer Balken) ein signifikant hoherer Anstieg im Vergleich zur
alleinigen Applikation von Calcium (grauer Balken) erfasst werden. Auch in IK-KO Zellen (rosa Balken vs.
roter Balken) konnte eine solche Tendenz beobachtet werden. Interessanterweise stieg jedoch das Calciumsignal
bei gleichzeitiger Superfusion mit Calcium und Serum in IK-WT Zellen signifikant hoher an als in IK-KO
Zellen. Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit dem One-Way ANOVA Test mit anschlieBender
Bonferroni-Korrektur (A+B: N =15-23; C+D: N =9-13). Ein p-Wert von *p < 0,05/***p < 0,001 entspricht
einem signifikanten/hdchstsignifikanten Unterschied zwischen den angegebenen Versuchsgruppen. Ein p-Wert
von #p < 0,05/###p < 0,001 entspricht einem signifikanten/hochstsignifikanten Unterschied zwischen den Ca®*
und serumbehandelten IK-WT Zellen und den Ca*'-behandelten bzw. den Ca*" und serumbehandelten IK-KO
Zellen. Ein p-Wert von §§§p <0,001 entspricht einem hochstsignifikanten Unterschied zwischen den
angegebenen Versuchsgruppen. ([Ca®'];: Intrazellulire Calciumkonzentration; FL ratio: Fluoreszenzverhiltnis;
min: Minute; FCS: Fetales Kéalberserum; TRAM-34: Triarylmethan-34)

Auch diese Ergebnisse konnten in einem alternativen Brusttumormodell bestétigt werden. In
MMTV-cNeu Zellen konnte ebenfalls durch die Applikation von Calciumpuffer ein Anstieg der
[Ca®"]i-Konzentration beobachtet werden. Die Superfusion mit Serumpuffer fiihrt auch in diesen
Zellen zu einem signifikant erhdhten Ca*"-Anstieg, der wiederum TRAM-34 sensitiv ist (s. Anhang
Abb. 7.3). Ein direkter Vergleich zwischen MMTV-cNeu IK-WT und IK-KO Zellen war nicht
moglich, da die Etablierung der MMTV-cNeu positiven IK-KO Brusttumormodell Zellen im Rahmen
dieser Arbeit nicht mdglich war. Dies ist dadurch bedingt, dass MMTV-cNeu Maéuse erst mit
durchschnittlich 205 Tagen Brusttumore entwickeln®® und die Riickzucht entsprechender IK-KO

Tiere (s. 4.1.2) zudem {iiber ein Jahr in Anspruch nahm.

Eine verdnderte bzw. fehlende IK-Kanalaktivitdt fiihrt folglich zu einem verminderten

seruminduzierten Calciumsignal in murinen Brusttumorzellen.

5.2.4.2 IK-abhiingige Generierung spontaner [Ca’*]-Signale

Spontane  Calciumsignale = wurden ohne  Arretierung der Zellen zu  verschiedenen
Kultivierungszeitpunkten (24, 48 und 72 h) bestimmt. Die Zellen wurden hierfiir wie in 4.9.2
beschrieben ausgebracht und anschlieBend gemessen.

Die Behandlung der Zellen mit Calciumpuffer fithrt wihrend des ersten Messintervalls (A0-10 min) in
ca. 12% Prozent der Zellen zu typischen Oszillationen von [Ca®].. Fiir die weitere Auswertung und
Behandlung wurden nur diese Zellen mit spontanen [Ca*']i-Signalen betrachtet. Zunichst wurde
iiberpriift, inwiefern die Oszillationen durch eine Behandlung der Zellen mit TRAM-34 beeinflusst
werden. Dazu wurde in der zweiten Messhilfte (A10-20 min) entweder Calciumpuffer oder
Calciumpuffer mit TRAM-34 10 uM superfundiert. Abb. 5.11 A+B zeigt zwei reprisentative
Oszillationsspuren von Zellen, die in der zweiten Messhélfte entweder mit Calciumpuffer (A) oder mit
Calciumpuffer + TRAM-34 (B) behandelt wurden. Offensichtlich fiihrt die Applikation von TRAM-34
zu einer deutlichen Reduktion der Amplitude, was bis zu einer Sistierung des Signals fithren kann. Um
quantitative Aussagen iiber diesen Befund machen zu kénnen, wurde fiir jede Kondition die Anzahl
der oszillierenden Zellen in dem Messintervall AO-10 min bestimmt und auf 100% gesetzt.
Anschlieend wurde bestimmt, wie viele dieser Zellen unter den verschiedenen Behandlungen in dem
Messintervall von A10-20 min noch oszillierten. Fiir beide Konditionen (+ TRAM-34) wurde zu jedem
Zeitpunkt eine Reduktion der Anzahl oszillierender Zellen beobachtet. Durch die IK-Kanalinhibition
war unabhéngig von der Kultivierungsdauer eine Reduktion der oszillierenden Zellen (15,38%) im
Vergleich zu unbehandelten Zellen (75%) zu beobachten (s. Abb. 5.11 C). Auch eine detaillierte
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Auswertung der verschiedenen Messzeitpunkte (24 bis 72 h) ergab, dass die IK-Kanalinhibition zu
einer Reduktion der oszillierenden Zellen im Vergleich zu unbehandelten Zellen fiihrte (s. Abb.
5.11 D). So war durch die TRAM-34 Behandlung nach 24 Stunden keine oszillierende Zelle mehr
detektierbar. Bei alleiniger Superfusion der Zellen mit dem Calciumpuffer lag die Zahl der in A10-20
min noch oszillierenden Zellen dagegen bei 83,33%. Nach 48 Stunden stieg der Wert in TRAM-34
behandelten Zellen auf 10,53% an, wihrend 78,57% der unbehandelten Zellen spontane
[Ca*"]-Oszillationen zeigten. Nach 72-stiindiger Kultivierung bleibt die Zahl der oszillierenden Zellen
ohne Behandlung mit 62,5% hoch und durch die Kanalinhibition reduzierte sich dieser Wert auf
26,09% (s. Abb. 5.11 D).
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Abb. 5.11 Einfluss der IK-Kanalaktivitit auf spontane [Ca’"|;-Signale in MMTV-PyMT Brusttumorzellen
Die Zellen wurden wie in 4.3.2 beschrieben ausgebracht. Die Erfassung der [Ca*']i-Signale erfolgte mittels
FURA-2 nach 24-, 48- und 72-stiindiger Kultivierung. Der Versuchsaufbau fiir die Messung der spontanen
[Ca®]i-Signale ist in Kapitel 4.9.2 beschrieben. (A+B) Reprisentative [Ca’']i-Signale von MMTV-PyMT
Brusttumorzellen in (A) Abwesenheit oder (B) Anwesenheit des spezifischen IK-Kanalinhibitors TRAM-34
(gestrichelte Linie). (C) Es wurde die Anzahl der noch oszillierenden Zellen in der zweiten Messhélfte (A10-20)
fiir alle Kultivierungszeitpunkte bestimmt. Durch die Applikation von Ca**-haltigem Inkubationspuffer (grauer
Balken) in der zweiten Messhilfte wurden noch 75% oszillierende Zellen erfasst, wahrend durch die Inhibition
des IK-Kanals mit TRAM-34 nur noch 17,33% der Zellen Oszillationen zeigten. (D) Die Anzahl der
oszillierenden Zellen wurde fiir jeden Kultivierungszeitpunkt und jede Behandlung einzeln betrachtet. Zu allen
Zeitpunkten wurde durch die Inhibition des IK-Kanals mit TRAM-34 in der zweiten Messhilfte eine geringere
Anzahl oszillierender Zellen beobachtet. (s. auch Hoang Y Nguyen, Diplomarbeit) ([Ca®'];: Intrazellulire
Calciumkonzentration; FL ratio: Fluoreszenzverhaltnis; min: Minute; FCS: Fetales Kalberserum; TRAM-34:
Triarylmethan-34; h: Stunden)



102 5 Ergebnisse

5.2.5 Effekt der IK-Kanalaktivitit auf die Zytostatikasensitivitit der murinen
Brusttumorzellen

Therapieresistenz gegeniiber klassischen Zytostatika ist ein héufiges klinisches Phinomen.”>**¢ D

a
die vorangegangenen Versuche gezeigt haben, dass das Wachstum muriner Brusttumorzellen von der
IK-Kanalaktivitdt abhédngt (s. Abb. 5.4 und Abb. 5.5), sollte nun untersucht werden, ob die Inhibition
bzw. Ablation von IK auch das Ansprechen der Zellen auf die Behandlung mit dem Zytostatikum
Docetaxel (DT) positiv beeinflussen kdnnen. Die Untersuchung erfolgte mit den bereits eingefiihrten
Grid-Platten (s. 4.6.1). Die Zellen wurden dazu wie in 4.3.2 beschrieben ausgebracht, arretiert und
anschlieend restimuliert. Dazu wurden die Zellen entweder mit Docetaxel, TRAM-34 oder einer
Kombination der beiden Wirkstoffe behandelt. Des Weiteren wurde auch das Wachstum der IK-KO
Zellen unter Docetaxel Behandlung wuntersucht. Es wurden drei verschiedene Docetaxel-
Konzentrationen (1, 10 und 100 nM) eingesetzt.337

Abb. 5.12 zeigt die Ergebnisse der Kombinationsbehandlung von MMTV-PyMT Brusttumorzellen mit
TRAM-34 und Docetaxel. Wie bereits in Abb. 5.4 gezeigt, fiihrte die Behandlung mit TRAM-34 nach
72 Stunden zu einem signifikant reduzierten Wachstum (s. Abb. 5.12 C). Die alleinige Applikation
von DT 1 nM hatte nach 72 Stunden keinen Effekt auf das Wachstum (3,14 £ 0,30). Jedoch konnte
durch die Kombinationsbehandlung mit TRAM-34 eine signifikant reduzierte Wachstumsrate erreicht
werden (1,45 £+ 0,24). Durch die Behandlung der Zellen mit DT 100 nM und 10 nM konnte bereits
nach 24 (100 nM) bzw. 48 Stunden (10 nM) eine signifikante Reduktion der Zellzahl erzielt werden
(s. Abb. 5.12 A+B). Nach 72 Stunden betrigt die Wachstumsrate durch die Behandlung mit DT 10 nM
noch 1,69 + 0,20, mit DT 100 nM noch 0,90 £ 0,05. Interessanterweise kann durch die gleichzeitige
Applikation von TRAM-34 der Effekt der Behandlung mit DT 10 nM noch signifikant gesteigert
werden. Nach 72 Stunden ist diese Kombinationsbehandlung mit einer Wachstumsrate von 0,72 + 0,04
sogar effektiver als die alleinige Applikation von DT 100 nM (s. Abb. 5.12 C).

Auch in den IK-defizienten Brusttumorzellen wurde die Docetaxelsensitivitét iiberpriift (s. Abb. 5.13).
Wie bereits in den vorangegangenen Versuchen gezeigt (s. Abb. 5.12), konnte durch die alleinige
Behandlung von IK-WT Zellen mit DT 1 nM keine Reduktion der Wachstumsrate erreicht werden
(s. Abb. 5.13 C). Durch die Applikation von DT 100 nM lieB sich jedoch wie zuvor bereits nach 24
Stunden eine signifikante Verringerung der Zellzahl beobachten (s. Abb. 5.13 A). Nach 72 Stunden
war der Effekt am groBten (s. Abb. 5.13 C). Zudem konnte nach 48 Stunden durch DT 10 nM eine
signifikante Reduktion des Wachstums erfasst werden (s. Abb. 5.13 B), was ebenfalls den in Abb.
5.12 gezeigten Daten entspricht. Ahnliche Befunde lieBen sich auch fiir IK-KO Zellen beobachten:
Durch die Behandlung mit DT 10nM und 100 nM konnte eine signifikanter Unterschied der
Wachstumsrate zu unbehandelten IK-KO Zellen ermittelt werden. Interessanterweise konnte jedoch
im Gegensatz zur gleichzeitigen pharmakologischen Inhibition des IK (s. Abb. 5.12) mit keiner der
verwendeten DT-Konzentrationen eine signifikant verdnderte Wachstumsrate zwischen den beiden
Genotypen bestimmt werden (s. Abb. 5.13 A-C).



5 Ergebnisse 103

A B
4 - 4 -
—_ 24 h —_ 48 h
NE NE *%k%
£ £ —
o e
2 22 it
= § <=
N N 888 % 55
N N
O m
0 1 10 100 0 1 10 100
DT [nM] DT [nM]
C
4 - . *i* . IK‘WT
— 72h (1 IK-WT + TRAM-34

Zellzahl [pro mm?]
N

o

0 1 10 100
DT [nM]

Abb. 5.12 Einfluss der pharmakologischen IK-Kanalinhibition auf das Ansprechen von MMTV-PyMT
Brusttumorzellen auf die Behandlung mit dem Zytostatikum Docetaxel

Die Untersuchung erfolgte mithilfe der Grid-Platten. Die Zellen wurden wie in 4.3.2 beschrieben ausgebracht,
mittels Serumentzug in der G1-Phase arretiert und anschlieBend mit Docetaxel (DT) £+ TRAM-34 behandelt.
Dieser Zeitpunkt wurde als t=0h definiert. Pro Schale wurde zu diesem Zeitpunkt von zwei definierten
Koordinaten mit vier Quadranten dhnlicher Konfluenz ein Bild angefertigt. Dieser Vorgang wurde fiir dieselben
Koordinaten alle 24 Stunden wiederholt. Im Anschluss wurden die Zellen gezéhlt und auf den Wert vont =0 h
normiert. Schwarze Balken zeigen Zellen, die ohne den spezifischen IK-Kanalinhibitor TRAM-34 behandelt
wurden, widhrend weile Balken Zellen reprisentieren, welche mit TRAM-34 behandelt wurden. Die
Konzentration des Zytostatikums DT ist ebenfalls angebeben. (A) Nach 24-stiindiger Restimulation fiihrte die
Behandlung mit der hochsten Docetaxel-Konzentration sowohl in TRAM-34 unbehandelten als auch in
TRAM-34 behandelten Zellen zu einer signifikanten Reduktion der Zellzahl. (B) Die Kombinationsbehandlung
von TRAM-34 mit Docetaxel 1 nM ist der alleinigen Applikation von Docetaxel signifikant {iberlegen. Ebenfalls
kann in beiden Konditionen (+ TRAM-34) ab einer Docetaxel Konzentration von 10 nM eine signifikante
Reduktion der Zellzahl beobachtet werden. (C) Nach 72-stiindiger Restimulation fiihrt die Inhibition des IK-
Kanals zu einer signifikant reduzierten Zellzahl. Die Kombinationstherapie ist folglich unabhingig von der
Docetaxel-Konzentration immer effektiver als die alleinige Behandlung mit dem Zytostatikum. Die statistische
Auswertung der Daten erfolgte mit dem One-Way ANOVA Test mit anschlieBender Bonferroni-Korrektur
(N =5-10). Ein p-Wert von *p<0,05/***p < 0,001 entspricht einem signifikanten/hchstsignifikanten
Unterschied zwischen den angegebenen Versuchsgruppen. Ein p-Wert von #p < 0,05/###p < 0,001 entspricht
einem signifikanten/hdchstsignifikanten Unterschied zwischen den unbehandelten und DT-behandelten Zellen.
Ein p-Wert von §p <0,05/§§§p <0,001 entspricht einem signifikanten/hdchstsignifikanten Unterschied
zwischen den TRAM-34 behandelten und co-behandelten Zellen. (DT: Docetaxel; nM: nanomolar; h: Stunden;
IK: Calcium-aktivierter Kaliumkanal mittlerer Leitfédhigkeit; WT: Wildtyp; TRAM-34: Triarylmethan-34)
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Abb. 5.13 Einfluss der genetischen IK-Kanalablation auf das Ansprechen von MMTV-PyMT
Brusttumorzellen auf die Behandlung mit dem Zytostatikum Docetaxel

Die Untersuchung erfolgte mithilfe der Grid-Platten. Die Zellen wurden wie in 4.3.2 beschrieben ausgebracht,
mittels Serumentzug in der Gl-Phase arretiert und anschlieBend mit der entsprechenden Docetaxel-
Konzentration restimuliert. Dieser Zeitpunkt wurde als t = 0 h definiert. Pro Schale wurde zu diesem Zeitpunkt
von zwei Stellen mit vier Quadranten dhnlicher Konfluenz ein Bild angefertigt und die Koordinaten notiert.
Nach 24, 48 und 72 Stunden wurde dieser Vorgang fiir die bereits definierten Koordinaten wiederholt. Im
Anschluss wurden die Zellen gezihlt und auf den Wert von t = 0 h normiert. IK-WT Zellen sind durch schwarze
Balken dargestellt, IK-KO Zellen durch rote Balken. (A) Nach 24-stiindiger Restimulation fiihrte die
Behandlung mit Docetaxel ab einer Konzentration von 10 nM in beiden Genotypen zu einer leichten Reduktion
der Zellzahl im Vergleich zu unbehandelten Zellen. In IK-WT Zellen konnte durch die Applikation der hochsten
Docetaxel-Konzentration (100 nM) eine signifikante Reduktion der Wachstumsrate erreicht werden (1,65 + 0,14
vs. 1,10 £ 0,12). (B) In beiden Genotypen fiihren Behandlungen mit Docetaxel 10 nM (WT: 1,31 +0,15; KO:
1,09 £0,04) bzw. 100nM (WT: 0,88 £0,13; KO: 0,97 £0,04) nach 48-stiindiger Kultivierung zu einer
signifikanten Reduktion des Zellwachstums verglichen mit unbehandelten Zellen (WT: 2,36 +£0,26; KO:
2,52 £0,33). Ein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Genotypen konnte nicht beobachtet werden.
(C) In beiden Genotypen fithren Behandlungen mit Docetaxel 10 nM (WT: 1,33 £0,16; KO: 1,12 = 0,05) bzw.
100 oM (WT: 2,89 £0,71; KO: 2,78 + 0,69) nach 72-stiindiger Kultivierung zu einer signifikanten Reduktion
des Zellwachstums verglichen mit unbehandelten Zellen (WT: 3,12 + 0,49; KO: 3,43 £ 0,57). Die statistische
Auswertung der Daten erfolgte mit dem One-Way ANOVA Test mit anschlieBender Bonferroni-Korrektur
(N =6-7). Ein p-Wert von #p < 0,05/##p < 0,01 entspricht einem signifikanten/hochsignifikanten Unterschied
zwischen den unbehandelten und DT-behandelten IK-WT Zellen. Ein p-Wert von §§p <0,01/§§§p < 0,001
entspricht einem hochsignifikanten/hochstsignifikanten Unterschied zwischen den unbehandelten und DT-
behandelten IK-KO Zellen. (DT: Docetaxel; nM: nanomolar; h: Stunden; IK: Calcium-aktivierter Kaliumkanal
mittlerer Leitfahigkeit; WT: Wildtyp; KO: Knockout).
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5.2.6 Einfluss des IK-Kanals auf die murine Tumorigenese in vivo

In den vorangehenden Abschnitten wurde die Funktion des IK-Kanals fiir das Wachstum und
[Ca*"]-Signale in vitro ausfiihrlich charakterisiert. Die Bedeutung dieser Ergebnisse sollte nun anhand
geeigneter Ganztiermodelle in vivo validiert werden. Hierfiir wurden etablierte Mausmodelle, das
MMTV-PyMT und MMTV-cNeu Mausmodell, verwendet. Details zu diesen Mauslinien und deren
Haltung sowie Genotypisierung sind in den Kapiteln 4.1.1 und 4.1.3 beschrieben. Ziel war es letztlich,
die Bedeutung des IK fiir die Tumorigenese in MMTV-PyMT und MMTV-cNeu Tieren zu
untersuchen. Fiir diese Versuche wurden IK-defiziente tumoranfillige bzw. tumortragende
MMTV-PyMT und MMTV-cNeu Méause mit den entsprechenden Méusen vom IK Wildtyp verglichen.
Da der genetische Hintergrund einen erheblichen Einfluss auf die Tumorentstehung hat, wurden zuerst
IK-KO Tiere vom C57Bl/6- auf einen FVB-Hintergrund zuriickgekreuzt (s. 4.1.2). Dadurch wurden
MMTV-PyMT IK-WT Tiere sowie IK-KO mit einem FVB-Anteil > 98% generiert. Nun sollte
iberpriift werden, ob durch diese Riickzucht der Entstehungszeitpunkt der Tumore beschleunigt
werden kann. Daher wurde der Zeitpunkt der Tumorentstehung von MMTV-PyMT IK-WT Tieren aus
der Riickzucht mit dem von MMTV-PyMT bzw. MMTV-cNeu WT Tieren mit einem 100%igen FVB-
Hintergrund verglichen (s. Abb. 5.14). Die Kaplan-Meier-Kurven zeigen, dass sowohl das tumorfreie
Uberleben als auch das Gesamtiiberleben in zuriickgekreuzten MMTV-PyMT IK-WT und
MMTV-PyMT Tieren auf reinem FVB-Hintergrund identisch ist (s. Abb. 5.14 A+C). Die Analyse
erfolgte mit dem Log-Rank-Test. MMTV-PyMT Tiere (FVB 100%) entwickeln durchschnittlich nach
60 £ 2 Tagen den ersten Tumor. Bei MMTV-PyMT Tieren (FVB 98%) konnte nach durchschnittlich
63 =4 Tagen das erste Mal ein Tumor getastet werden (s. Abb. 5.14 B) Das Abbruchkriterium (15 mm
Maximaldurchmesser des Tumors) wurde fiir reine FVB Tiere nach 100 +3 Tagen erreicht, bei
zuriickgekreuzten Tieren wurde dieser Zeitpunkt nach 92 + 3 Tagen erreicht (s. Abb. 5.14 D). Diese
Daten belegen, dass ein FVB-Anteil von iiber 98% ausreicht, um eine Beschleunigung des
Tumorwachstums zu erzielen, welches dem von MMTV-PyMT Tieren (FVB 100%) entspricht.

Im Folgenden wurde der Einfluss der genetischen Ablation des IK-Kanals auf das tumorfreie
Uberleben sowie auf das Gesamtiiberleben von MMTV-PyMT Tieren untersucht (s. Abb. 5.15). Die
Kaplan-Meier-Kurven zeigen keinen signifikanten Vorteil fir MMTV-PyMT IK-KO beziiglich des
tumorfreien Uberlebens (s. Abb. 5.15 A). IK-WT Tiere entwickeln nach 60+ 2 Tagen den ersten
Tumor, IK-KO Tiere nach 64 +4 Tagen (s. Abb. 5.15 B). Auch das Gesamtiiberleben lésst sich durch
die genetische Ablation des IK-Kanals nicht signifikant beeinflussen (s. Abb. 5.15 C): MMTV-PyMT
IK-WT Tiere erreichen nach 100 + 3 Tagen das Abbruchkriterium (15 mm Maximaldurchmesser des
Tumors), MMTV-PyMT IK-KO Méiuse nach 107 =3 Tagen (s. Abb. 5.15 D). Ebenfalls wurde die
Tumorprogression bestimmt, also die Zeitspanne zwischen Erstpalpation und Abbruchkriterium
(s. Abb. 5.15 E). Auch diese war durch das Fehlen des IK-Kanals nicht signifikant verdndert und
betrug fir MMTV-PyMT IK-WT Tiere 39 + 2 Tage und fiir IK-KO Tiere 44 + 5 Tage.
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Abb. 5.14 Kaplan-Meier-Uberlebenskurven fir MMTV-PyMT Tiere (FVB 100%) und MMTV-PyMT
Tiere (FVB > 98%)

Da der genetische Hintergrund von Maiusen einen erheblichen Einfluss auf die Tumorentstehung hat, wurden
IK-WT und IK-KO Tiere iiber sechs Generationen auf einen FVB/N-Hintergrund zuriickgekreuzt (FVB-Anteil
>98%) (s. 4.1.2). Die Riickzucht wurde durch einen Vergleich der MMTV-PyMT Tiere (FVB 100%) (schwarze
Kurven und Balken) mit MMTV-PyMT Tieren (FVB 98%) (rosa Kurven und Balken) iiberpriift. Fiir alle hier
gezeigten Versuche wurden daher zundchst nur Wildtypgeschwistertiere der generierten IK-KO mit
MMTV-PyMT Tieren (FVB 100%) verglichen. Haltung und Genotypisierung der Tiere sind in den Kapiteln
4.1.1 und 4.1.3 beschrieben. Die Palpation der Tumore erfolgte nach dem Protokoll in 4.2.1. (A) Die Kaplan-
Meier-Kurven belegen, dass das tumorfreie Uberleben zwischen MMTV-PyMT (FVB 100%) und
MMTV-PyMT (FVB > 98%) Tieren nicht signifikant verindert ist. (B) Das mittlere tumorfreie Uberleben ist fiir
die beiden Kohorten nicht verdndert. MMTV-PyMT Maiuse (FVB 100%) entwickeln nach 60 =2 Tagen den
ersten Tumor, MMTV-PyMT Tiere (FVB > 98%) nach 63 +£4 Tagen. (C) Die Kaplan-Meier-Kurven zeigen,
dass das Gesamtiiberleben der beiden Kohorten nicht signifikant verschieden ist. (D) Das mittlere
Gesamtiiberleben ist fiir beide Gruppen nicht signifikant verindert. MMTV-PyMT Tiere (FVB 100%) erreichen
nach 100 £+ 3 Tagen das Abbruchkriterium (15 mm Maximaldurchmesser des Tumors), MMTV-PyMT Tiere aus
der Riickzucht nach 92 +3 Tagen. Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit dem Log-Rank-Test
(A+C) bzw. mit dem t-Test (ungepaart) fiir unabhéngige Stichproben (B+D). (d: Tage; IK: Calcium-aktivierter
Kaliumkanal mittlerer Leitfahigkeit; WT: Wildtyp; RZ: Riickzucht)
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Abb. 5.15 Kaplan-Meier-Uberlebenskurven fir MMTV-PyMT IK-WT Tiere und MMTV-PyMT IK-KO
Tiere

Die Tiere wurden wie in 4.1 beschrieben geziichtet und genotypisiert. AnschlieBend erfolgten die
Untersuchungen zur Tumorentstehung und dem Tumorwachstum von MMTV-PyMT IK-WT (schwarz) und
IK-KO (rot) Tieren geméal des in 4.2.1 beschriebenen Protokolls. (A) Die Kaplan-Meier-Kurven belegen, dass
sich das tumorfreie Uberleben der MMTV-PyMT IK-WT und IK-KO Tieren nicht signifikant unterscheidet.
(B) Das mittlere tumorfreie Uberleben ist fiir die beiden Kohorten nicht verindert. MMTV-PyMT IK-WT Tiere
entwickeln nach 60 +2 Tagen den ersten Tumor, MMTV-PyMT IK-KO Tiere nach 64 +4 Tagen. (C) Die
Kaplan-Meier Darstellung des Gesamtiiberlebens der beiden Kohorten sowie (D) das mittlere Gesamtiiberleben
zeigen keine signifikanten Unterschiede zwischen den Genotypen. MMTV-PyMT IK-WT Tiere erreichen nach
100 + 3 Tagen das Abbruchkriterium (15 mm Maximaldurchmesser des Tumors), MMTV-PyMT IK-KO Tiere
nach 107 £ 3 Tagen. (E) Die Zeitspanne zwischen Erstpalpation und Erreichen des Abbruchkriteriums wurde als
Progressionsphase definiert. Auch hier hatten IK-defiziente MMTV-PyMT Tiere mit 44 +5 Tagen keinen
signifikanten Vorteil gegeniiber den entsprechenden WT-Kontrollen (39 + 2 Tage). Die statistische Auswertung
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der Daten erfolgte mit dem Log-Rank-Test (A+C) bzw. mit dem t-Test (ungepaart) fiir unabhangige Stichproben
(B+D+E). (d: Tage; IK: Calcium-aktivierter Kaliumkanal mittlerer Leitfahigkeit; WT: Wildtyp; KO: Knockout)

Da IK-Kanéle bekanntlich auch in Zellen des Immunsystems wie T- und B-Lymphozyten exprimiert
werden und deren Aktivitdt maBgeblich regulieren,’******* kénnte ein moglicher positiver Effekt der
IK-Kanalablation durch eine unzureichende Aktivierung des Immunsystems verschleiert werden.
Diese Hypothese wurde daher mithilfe einer orthotopen Allotransplantation von MMTV-PyMT
IK-WT bzw. IK-KO Zellen in FVB/N Wildtyptiere iiberpriift (s. 4.2.4). In Abb. 5.16 sind die
vorldufigen Befunde dieses Experimentes dargestellt. Die Kaplan-Meier-Kurve zeigt, dass wahrend
eines Beobachtungszeitraumes von 60 Tagen nur zwei Tiere, in welche IK-KO Zellen transplantiert
worden waren, einen Tumor entwickelt hatten. Bei den entsprechenden Kontrolltieren waren es bereits
vier Tiere. Zudem war das tumorfreiec Uberleben in IK-KO transplantierten Tieren signifikant
verlangert. (IK-WT: 20 £2 Tage; IK-KO: 45 £7 Tage) (s. Abb. 5.16).
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Abb. 5.16 Kaplan-Meier-Uberlebenskurve nach orthotoper Allotransplantation von MMTV-PyMT
IK-WT bzw. IK-KO Brusttumorzellen in FVB/N Wildtyptiere Tiere

Die orthotope Allotransplantation der Tumorzellen erfolgte wie in Kapitel 4.2.4 beschrieben. AnschlieBSend
erfolgten die Untersuchungen zur Tumorentstehung und dem Tumorwachstum nach dem Protokoll in 4.2.1.
Tiere, welche mit MMTV-PyMT IK-WT Zellen transplantiert wurden (IK-WT), sind schwarz dargestellt. Tiere,
welche mit MMTV-PyMT IK-KO Zellen transplantiert wurden (IK-KO), sind rot dargestellt. Die Kaplan-Meier-
Kurve zeigt ein signifikant verldngertes tumorfreies Uberleben nach der Transplantation von IK-KO Zellen
(45+7 Tage) verglichen mit den entsprechenden IK-WT Kontrolltieren (20+2 Tage) wéhrend des
Beobachtungszeitraumes von 60 Tagen. Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit dem Log-Rank-Test
(N =5). (IK: Calcium-aktivierter Kaliumkanal; WT: Wildtyp; KO: Knockout, d: Tage).

Zusitzlich wurde ein moglicher Einfluss der IK-Kanalablation in einem alternativen Mausmodell, dem
MMTV-cNeu Modell, untersucht. Die Kaplan-Meier-Kurven belegen, dass das tumorfreie Uberleben
von MMTV-cNeu IK-KO Tieren im Vergleich zu den IK-WT Kontrolltieren signifikant verlangert ist
(s. Abb. 5.17 A). So entwickeln MMTV-cNeu IK-WT Tiere bereits nach 247 =9 Tage einen Tumor,
IK-KO Tiere erst nach 322 +£21 Tagen (s. Abb. 5.17 B). Auch beziiglich des Gesamtiiberlebens
konnte durch die genetische Ablation von IK ein signifikanter Vorteil beobachtet werden (s. Abb.
5.17 C). Wihrend MMTV-cNeu IK-WT Tiere bereits nach 291+ 9 Tagen das Abbruchkriterium
erreichen (15 mm Maximaldurchmesser), ist dies bei IK-defiziente Tieren erst nach 391 + 19 Tagen
der Fall (s. Abb. 5.17 D). Damit iibereinstimmend war auch die Tumorprogression, also die
Zeitspanne von Entstehungszeitpunkt bis zum Erreichen des Abbruchkriteriums, in IK-defizienten
MMTV-cNeu Tieren signifikant verldngert (IK-WT: 46 +4 Tage; IK-KO: 68 + 11 Tage) (s. Abb.
5.17 E).
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Abb. 5.17 Kaplan-Meier-Uberlebenskurven fir MMTV-cNeu IK-WT Tiere und MMTV-cNeu IK-KO
Tiere

Die Tiere wurden wie in 4.1 beschrieben geziichtet und genotypisiert. AnschlieBend erfolgten die
Untersuchungen zur Tumorentstehung und dem Tumorwachstum von MMTV-cNeu IK-WT (schwarz) und
IK-KO (rot) Tieren nach dem in 4.2.1 beschriebenen Protokoll. (A) Die Kaplan-Meier-Kurven belegen, dass das
tumorfreie Uberleben der MMTV-PyMT IK-KO verglichen mit IK-WT Tieren signifikant verléngert ist. (B) Das
mittlere tumorfreie Uberleben ist durch die genetische Ablation des IK-Kanals signifikant verlingert.
MMTV-cNeu IK-WT Tiere entwickeln nach 247 + 9 Tagen den ersten Tumor, MMTV-PyMT IK-KO Tiere nach
322 + 21 Tagen. (C) Die Kaplan-Meier-Kurven zeigen eine signifikante Verlangerung des Gesamtiiberlebens in
IK-defizienten MMTV-cNeu Maiusen verglichen mit den IK-WT Kontrolltieren. (D) Das mittlere
Gesamtiiberleben ist in MMTV-PyMT IK-KO Tieren mit 391 + 19 Tagen verglichen mit IK-WT Tieren (291 + 9
Tage) signifikant verldngert (Abbruchkriterium 15 mm Maximaldurchmesser des Tumors). (E) Die Zeitspanne
zwischen Erstpalpation und Erreichen des Abbruchkriteriums wurde als Progressionsphase definiert. Auch hier
hatten IK-defiziente MMTV-cNeu Tiere mit 68 + 11 Tagen einen signifikanten Vorteil gegeniiber den
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entsprechenden WT-Kontrollen (46 +4 Tage). Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit dem Log-
Rank-Test (A+C) bzw. mit dem t-Test (ungepaart) fiir unabhédngige Stichproben (B+D+E). Ein p-Wert von
*p < 0,05/*p < 0,05/**p < 0,001  entspricht einem  signifikanten/hochsignifikanten/hdchstsignifikanten
Unterschied zwischen den beiden Versuchsgruppen. (d: Tage; IK: Calcium-aktivierter Kaliumkanal mittlerer
Leitfahigkeit; WT: Wildtyp; KO: Knockout)
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5.3 Charakterisierung der Funktion des BK-Kanals im murinen
Mammakarzinom

5.3.1 Expressionsanalyse des BK-Kanals in murinen Brusttumorzellen und -gewebe

Zuerst wurde die BK-Kanalexpression in MMTV-PyMT Brusttumorzellen und -gewebe
nachgewiesen. Dies wurde auf mRNA-Ebene mittels qRT-PCR (s. 4.5) und auf Proteinebene iiber
Membranpraparationen (s. 4.8.2) sowie mit immunhistochemischen Methoden (s.4.7.2) ermittelt.
AuBlerdem wurde {ber die Patch-Clamp-Technik (s.4.4) dberpriift, ob MMTV-PyMT
Brusttumorzellen funktionale BK-Kanile mit bekannten Eigenschaften exprimieren, die zudem durch

den selektiven Inhibitor Paxilline hemmbar sind.

5.3.1.1 Nachweis von BK mRNA in MMTV-PyMT Brusttumorproben

Die mRNA wurde wie in 4.5 beschrieben aus Gewebe bzw. Zellen isoliert, aufgereinigt und
anschlieffend iiber qRT-PCR vervielfiltigt. Die verwendeten Primer sind in 3.4.4 aufgefiihrt. Jede
Probe wurde auf den internen Standard p-Actin normiert. Sowohl in MMTV-PyMT
Brusttumorgewebe als auch in -zellen konnten im Vergleich zu gesundem Brustepithel aus FVB/N-
WT Maiusen nur sehr geringe BK mRNA Spiegel detektiert werden (s. Abb. 5.18 A+B).
Erwartungsgemédfl war in den korrespondierenden BK-KO Zellen und Gewebe jedoch kein
spezifisches BK mRNA-Signal detektierbar (s. Abb. 5.18 A). Diese Befunde implizieren, dass BK

mRNA im Zuge der Transformation des Brustdriisengewebes herunterreguliert wird.

5.3.1.2 Nachweis von BK Protein in MMTV-PyMT Brusttumorgewebe mittels
Membranpriparation

Mittels Membranpréparation, anschlieBender SDS-Gelelektrophorese und Western Blot sollte die
Expression des BK-Kanals auf Proteinebene in MMTV-PyMT Brusttumorgewebe untersucht werden.
Um die Spezifitit des Primédrantikdrpers zu iiberpriifen, wurden Membranproteinpréparationen aus
dem Cerebellum von BK-WT und BK-KO Maéusen verwendet. Die Gewebeproben wurden wie in
4.8.2 beschrieben entnommen und aufgereinigt. Nach der Auftrennung der Proteine iiber die SDS-
PAGE (s. 4.8.5) wurden diese auf eine PVDF-Membran transferiert und diese wurde mit dem
spezifischen BK-Antikorper RoCl (1:500) inkubiert (s. 3.4.7.3).

In MMTV-PyMT Brusttumorgewebe konnte eine spezifische Bande auf einer Héhe von ca. 130 kDa
nachgewiesen werden, was dem Molekulargewicht des BK-Kanals entspricht (s. Abb. 5.18 C). Diese
prominente Bande war auch in unterschiedlichen Proteinproben der BK-WT Cerebella nachweisbar,
wohingegen Cerebella-Proben aus BK-KO Tieren kein entsprechendes Western Blot-Signal

aufzeigten. Als Ladungskontrolle wurde Zyxin (1:200, 72 kDa) verwendet.
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Abb. 5.18 Expressionsanalyse von BK-Kanélen in MMTV-PyMT Brusttumorzellen und -gewebe

Die BK Expression wurde auf mRNA-Ebene mittels qRT-PCR (s. 4.5) und auf Proteinebene mithilfe der
Membranpréparation und anschlieBendem Western Blot (s. 4.8.2) sowie immunhistochemischer Farbungen von
Kryoschnitten (s. 4.7.2) untersucht. StandardméfBig wurden Gewebe und Zellen aus BK-KO Tieren mitgefiihrt.
Die mRNA-Expressionslevel wurden auf den internen Standard f-Actin normiert. (A) Sowohl MMTV-PyMT
BK-WT Brusttumorgewebe als auch -zellen exprimieren geringe Spiegel BK mRNA (schwarze Balken). In
Gewebeproben  konnte ein  Expressionslevel von  0,2064 x 10° £ 0,0550 x 10°, in  Zellen von
0,0152 x 107 + 0,0063 x 10 detektiert werden. Die Spezifitdt der verwendeten Primer wurde mithilfe
entsprechender BK-KO Proben iiberpriift, in welchen erwartungsgemif kein spezifisches BK mRNA/cDNA-
Signal amplifiziert werden konnte (blaue Balken). (B) Der Vergleich von nicht-transformiertem Brustepithel aus
FVB/N WT-Midusen mit MMTV-PyMT Brusttumorgewebe ergab ein niedrigeres BK mRNA-Level fiir das
Brusttumorgewebe (0,2064 x 107 £ 0,0550 x 10™ vs. 0,2599 x 10™ + 0,1830 x 107). Die statistische Auswertung
der Daten erfolgte mit dem t-Test (ungepaart) fiir unabhéngige Stichproben. (C) Der Nachweis von BK-Protein
in MMTV-PyMT Brusttumorgewebe erfolgte mit der Membranpréparation und anschlieBendem Western Blot
(s. 4.8.2). Die Inkubation der geblotteten Proben mit dem spezifischen BK-Primédrantikdrper RoCl (1:500) ergab
ein spezifisches Signal auf einer Hohe von ca. 130 kDa in MMTV-PyMT Brusttumorgewebe, was dem
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erwarteten Molekulargewicht des BK-Kanals entspricht. Als Kontrollen wurden die Cerebella aus BK-WT und
BK-KO Tieren mitgefiihrt. In den BK-WT Proben konnte ebenfalls BK-Protein nachgewiesen werden.
Erwartungsgeméll waren Proben aus BK-KO Tieren BK-Kanal negativ. Als Ladungskontrolle wurde Zyxin
verwendet. (N = 2) (D) Der Nachweis von BK Protein in MMTV-PyMT Brusttumorgewebe erfolgte auBerdem
mittels immunhistochemischer Farbung von Kryoschnitten. Verwendet wurde die DAB-Methode (s. 4.7.2). Es
wurden sowohl Schnitte aus MMTV-PyMT BK-WT Brusttumorgewebe (obere Bildreihe, schwarze
Beschriftung) als auch BK-KO Brusttumorgewebe gefiarbt (untere Bildreihe, blaue Beschriftung). Fiir jeden
Genotyp wurde eine H&E-Farbung angefertigt (linke Spalte). Zum Nachweis von BK wurden die
Gewebeschnitte mit dem spezifischen BK-Primédrantikdrper RoCl 1:750 angefédrbt (mittlere Spalte). Dabei
konnte in BK-WT Schnitten ein positives Signal fiir BK in Form einer Braunfarbung detektiert werden (oberes
mittleres Bild). Erwartungsgemif blieben BK-KO Brusttumorschnitten ungefarbt (unteres mittleres Bild).
StandardmdBig wurden bei jeder Farbung Schnitte mitgefiihrt, welche ohne Primérantikdrper inkubiert wurden
(rechte Spalte, CTR). In diesen konnte nach Zugabe des Sekundirantikorpers und Farbsubstrats keine Farbung
detektiert werden, so dass eine unspezifische Bindung des Sekundérantikdrpers ausgeschlossen werden kann
(N =3). (BK: Calcium-aktivierter Kaliumkanal mit hoher Leitfdhigkeit; mRNA: messenger Ribonukleinsdure;
WT: Wildtyp; KO: Knockout; MMTV: Mausmammatumorvirus; PyMT: polyoma virus middle T antigene;
kDa: Kilodalton; M: Marker; CTR: Kontrolle)

5.3.1.3 Immunhistochemischer Nachweis von BK-Protein in MMTV-PyMT Brusttumorgewebe

Die Ergebnisse der Membranpriparation wurden durch immunhistochemische Farbungen von
Kryoschnitten unterstiitzt. Die Spezifitdit des Primérantikorpers (RoCl, s.3.4.6) wurde in diesem
Experiment durch die Verwendung von MMTV-PyMT BK-KO Brusttumorgewebe iiberpriift. Zum
Nachweis des BK-Kanals wurde die DAB-Methode verwendet (s. 4.7.2). Auflerdem wurden die
Serienschnitte zur besseren Identifikation der Tumoren mit Hédmatoxyllin und Eosin angeférbt
(s.4.7.1).

In BK-WT Gewebe konnte eine Braunfarbung detektiert werden (s. Abb. 5.18 D, oberes mittleres
Bild). Im Gegensatz dazu wurde in BK-KO Geweben erwartungsgemil keine Farbung nachgewiesen.
Zur Kontrolle wurden standardméBig bei den Farbungen auch Schnitte mitgefiihrt, welche ohne
BK-Primérantikorper inkubiert wurden. Durch Zugabe des Sekundérantikorpers und der
Enzymsubstrate zu diesen Schnitten konnte weder in BK-WT noch in BK-KO ein spezifisches Signal
nachgewiesen werden. Eine unspezifische Bindung des Sekundirantikorpers ldsst sich so

ausschlief3en.

5.3.1.4 Funktionale Charakterisierung der BK-Kandile in MMTV-PyMT Zellen mittels Patch-
Clamp-Methode

In einer Kooperation mit der Radioonkologie des Universititsklinikums Tiibingen wurden von
Dr. Benjamin Stegen funktionale Analysen zur BK-Kanalexpression in MMTV-PyMT
Brusttumorzellen mittels Patch-Clamp-Technik durchgefiihrt.

Abb. 5.19 A zeigt exemplarische Ganzzellstrome (whole cell configuration, s. 4.4) in MMTV-PyMT
BK-WT (oben) sowie BK-KO Brusttumorzellen (unten). Die Messung erfolgte in 20 mV-Schritten
von -100 bis +100 mV bei einem Haltepotential von -50 mV. Nur in MMTV-PyMT BK-WT Zellen
konnte durch die Zugabe von PAX 2 uM eine Reduktion des Kaliumstroms beobachtet werden. Abb.
5.19 B zeigt die paxillinesensitive Fraktion J (pA/pF), welche durch die Subtraktion der Stromdichte
in unbehandelten Zellen von der Stromdichte in PAX-behandelten Zellen bestimmt werden kann.
Diese ist in MMTV-PyMT BK-WT Zellen (7,2100 £ 2,7160 pA/pF) erwartungsgemall deutlich hoher
als BK-KO Zellen (2,0817 + 0,4013 pA/pF).
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Abb. 5.19 Funktionale Charakterisierung von BK-Kanilen in MMTV-PyMT Brusttumorzellen mittels
Patch-Clamp-Technik (whole cell configuration)

Die Analysen wurden in einer Kooperation mit der Radioonkologie des Universititsklinikums Tiibingen von
Dr. Benjamin Stegen durchgefiihrt (s. 4.4). (A) Exemplarische Ganzzellstrome einer MMTV-PyMT BK-WT
Zelle (oben) und einer MMTV-PyMT BK-KO Zelle (unten) unter Kontrollbedingungen (links) und nach Zugabe
des BK-Kanal Inhibitors Paxilline (rechts). Die Messung erfolgte in 20 mV-Schritten von -100 bis +100 mV bei
einem Haltepotential von -50 mV. Paxilline fiihrt ausschlielich in den MMTV-PyMT BK-WT Zellen zu einer
Inhibition der BK-Kaliumstrome. (B) In MMTV-PyMT BK-WT Zellen kann eine hdéhere PAX-sensitive
Fraktion J (7,2100 +2,7160 pA/pF) als in BK-KO Zellen (2,0817 +0,4013 pA/pF) beobachtet werden.
(BK: Calcium-aktivierter Kaliumkanal mit hoher Leitfdhigkeit; WT: Wildtyp; KO: Knockout; PAX: Paxilline;
mV: Millivolt; J: PAX-sensitive Fraktion; pA: Picoampere; pF: Picofarad)

Uber die cell attached configuration (s. 4.4) wurden in MMTV-PyMT BK-WT Zellen ebenfalls BK-
typische Strome detektiert (0,3076 = 0,0320 pA). Die Auswartsleitfahigkeit oo konnte zudem durch
Paxilline signifikant reduziert werden (0,1743 + 0,0377 pA) (s. Abb. 5.20 A). BK-KO Zellen (s. Abb.
5.20 B) besitzen hingegen einen deutlich geringere Auswartsleitfahigkeit (0,2089 + 0,0637 pA), die
erwartungsgemdl durch Paxilline nicht verdndert wird (0,2119 £+ 0,0302 pA). Abb. 5.20 C zeigt den
Vergleich der Auswirtsleitfahigkeiten der beiden Genotypen. Insgesamt waren die Auswértsstrome in
den BK-defizienten Zellen geringerer, jedoch erreichte der Unterschied zwischen den Genotypen nicht

das Signifikanzniveau.

Die Expressionsanalysen zeigen zusammengenommen, dass sowohl MMTV-PyMT Brusttumorzellen
als auch -gewebe funktionale BK-Kanile exprimieren, die durch PAX hemmbar sind. In den
entsprechenden BK-KO Proben wurden mittels unterschiedlicher Nachweismethoden keine
spezifischen BK-Kanalsignale detektiert (s. Abb. 5.18, Abb. 5.19 und Abb. 5.20).
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Abb. 5.20 Funktionale Charakterisierung von BK-Kanilen in MMTV-PyMT Brusttumorzellen mittels
Patch-Clamp-Technik (cell attached configuration)

Die Analysen wurden in einer Kooperation mit der Radioonkologie des Universitdtsklinkums Tiibingen von
Dr. Benjamin Stegen durchgefiihrt (s. 4.4). Es wurden BK-Strome in MMTV-PyMT BK-WT und BK-KO Zellen
in An- oder Abwesenheit des spezifischen Inhibitors PAX untersucht. Die Messung erfolgte in 5 mV-Schritten
von -100 bis +100 mV. Die Auswirtsleitfdhigkeit o, wurde iiber die lineare Regression zwischen 65 mV und
100 mV bestimmt. (A) MMTV-PyMT BK-WT Zellen (schwarzer Balken) exprimieren funktionale BK-Kanéle
mit einer Auswdértsleitfahigkeit o, von 0,3076 + 0,0320 pA, die PAX signifikant auf 0,1743 +0,0377 pA
reduziert (weiler Balken). (B) In BK-KO Zellen (blauer Balken) lassen sich weder spezifische BK-Strome
(0,2089 £ 0,0637 pA) noch eine Reduktion der Auswartsleitfahigkeit durch PAX detektieren (weille Balken)
(0,2119 £ 0,0302 pA). (C) Die Auswirtsleitfahigkeiten von BK-WT und BK-KO Zellen wurden verglichen und
kein signifikanter Unterschied ermittelt. Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit dem t-Test
(ungepaart) fiir unabhingige Stichproben. Ein p-Wert von *p < 0,05 entspricht einem signifikanten Unterschied
zwischen den Versuchsgruppen. (I: Stromstirke; pA: Picoampére; U: Spannung; mV: Millivolt; oy
Auswirtsleitfahigkeit; nS: Nanosiemens; BK: Calcium-aktivierter Kaliumkanal mit hoher Leitfahigkeit; WT:
Wildtyp; PAX: Paxilline; KO: Knockout)
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5.3.2 Einfluss des BK-Kanals auf das Wachstumsverhalten muriner
Brusttumorzellen

5.3.2.1 Rolle von BK fiir das Wachstum muriner Brusttumorzellen
Ein moglicher Einfluss der BK-Kanalfunktion auf das Wachstumsverhalten von MMTV-PyMT

Brusttumorzellen wurde mithilfe der Grid-Platten (s. 4.6.1) untersucht. Die Zellen wurden wie in 4.3.2
beschrieben ausgebracht und anschlieBend mittels Serumentzug arretiert (s.4.3.4). Bereits
makroskopisch ldsst sich ein vermindertes Wachstum der MMTV-PyMT BK-KO Zellen erkennen
(s. Abb. 5.21 A). Die Zellzahl wurde zu jedem Zeitpunkt fiir den jeweiligen Genotyp bestimmt und auf
den Ausgangswert (t=0 h) normalisiert (s. Abb. 5.21 B). Nach 24 Stunden war die Wachstumsrate
von BK-WT Zellen (1,86 + 0,08) im Vergleich zu BK-KO Zellen (1,55 £ 0,09) bereits erhoht. Dieser
Befund konnte 48 Stunden (BK-WT 2,32 +£0,13 vs. BK-KO 1,97 +£0,16) und 72 Stunden (BK-WT
3,22 £ 0,29 vs. BK-KO 2,50 + 0,24) nach der Restimulation der Zellen bestdtigt werden.
Zusammengenommen zeigen diese Ergebnisse, dass eine genetische Ablation des BK-Kanals zu
einem verminderten Wachstum von MMTV-PyMT Brusttumorzellen fiihrt.
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Abb. 5.21 Wachstumsverhalten von MMTV-PyMT Brusttumorzellen nach genetischer Ablation des
BK-Kanals

Die Zellen wurden mithilfe von Grid-Platten (s. 4.6.1) untersucht, welche durch ein festes Koordinatensystem
die Beobachtung definierter Stellen iliber einen lidngeren Zeitraum erlauben. Nach 24-stiindiger Kultivierung
wurden die Zellen durch einen 72-stiindigen Serumentzug arretiert. Im Anschluss erfolgte die Restimulation.
Alle 24 Stunden wurden iiber einen Gesamtzeitraum von 72 Stunden jeweils von denselben vier Quadranten
Bilder angefertigt. Im Anschluss wurden die Zellen mit ImageJ gezéhlt und auf den Wert von t =0 h normiert.
(A) Die Abbildungen zeigen einen der vier ausgezihlten Quadranten (Durchmesser 0,5 mm) fiir jeden Zeitpunkt
und jeden Genotyp. Bereits makroskopisch ldsst sich erkennen, dass die genetische Ablation von BK zu einer
geringeren Zellzahl im Vergleich zu BK-WT fiihrt. (B) Die Auszéhlung ergab, dass sowohl die Zellzahl von
BK-WT (schwarze Balken) als auch von BK-KO (blaue Balken) mit steigender Kultivierungsdauer zunahm. Zu
allen Zeitpunkten konnte eine héhere Wachstumsrate fiir BK-WT Zellen erfasst werden. Dieser Unterschied
erreichte nach 72 Stunden das Signifikanzniveau (3,22 + 0,29 vs. 2,50 + 0,24). Die statistische Auswertung der
Daten erfolgte mit dem One-Way ANOVA Test mit anschlieBender Bonferroni-Korrektur (N =10-11). Ein
p-Wert von **p<0,01 entspricht einem hochsignifikanten Unterschied zwischen den Versuchsgruppen.
(mm?: Quadratmillimeter; BK: Calcium-aktivierter Kaliumkanal mit hoher Leitfdhigkeit; WT: Wildtyp; KO.
Knockout; h: Stunden)
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5.3.2.2 BK-abhiingige Zellzyklusanalysen in MMTV-PyMT Brusttumorzellen

Die Ablation des BK-Kanals in MMTV-PyMT Brusttumorzellen fiihrt also zu einer verminderten
Wachstumsrate (s. 5.3.2.1). Dies konnte unter anderem dadurch bedingt sein, dass BK-Kanile mit
Zellzyklus-regulierenden Strukturen interagieren und dariiber die Proliferation von Tumorzellen
mafgeblich beeinflussen. Beispielsweise fiihrt eine verdnderte BK-Kanalaktivitdt in HeLa-Zellen
sowie Endometriumkarzinomzellen zu einer reduzierten Proliferation, was unter anderem durch eine

1% Des Weiteren wurde berichtet, dass die Ras-vermittelte

246,341

Interaktion von BK mit p53 bedingt ist.
Induktion von Raf fiir die Induktion von BK-Kanilen in murinen Fibroblasten notwendig ist.
Zuerst wurde daher wurde die basale mRNA-Expression von p53 sowie der Ras-Subtypen nras, kras
und hras in MMTV-PyMT Brusttumorproben in Abhéngigkeit der BK-Kanalexpression mittels
qRT-PCR untersucht. Wie in Abb. 5.22 dargestellt, konnte keine konstante Tendenz fiir eine
unterschiedliche Expression der Ras-Subtypen in BK-WT und BK-KO Proben ermittelt werden. So
war beispielsweise das P-Actin normierte Expressionslevel von kras in MMTV-PyMT BK-WT
Brusttumorgewebe etwa doppelt so hoch (0,0162 £+ 0,0017) wie in BK-KO Gewebe (0,0087 £ 0,0031),
der Unterschied erreichte jedoch nicht das Signifikanzniveau. Im Gegenzug konnte in MMTV-PyMT
BK-KO Zellen (0,0089 + 0,0021) eine signifikante Hochregulation von nras im Vergleich zu BK-WT
Zellen (0,0033 + 0,0011) beobachtet werden. Auch die Expressionsanalysen des Tumorsuppressorgens
p53 =zeigten in Abhéngigkeit der BK-Kanalexpression keinen signifikanten Unterschied in
Brusttumorgewebe oder Zellen (s. Abb. 5.23 A+B).

Dariiber hinaus wurde untersucht, ob die verminderte Wachstumsrate in MMTV-PyMT BK-KO
Zellen (s. Abb. 5.21) auf einer verdnderten Expression von p53 sowie der immediate early genes c-fos
und c-jun in Abhéngigkeit der Kultivierungsdauer beruht. Dazu wurden die Zellen wie in 4.6.3.1
beschrieben ausgebracht, arretiert und fiir verschiedene Zeitrdume (0,5 h, 1,5 h, 24 h) restimuliert.
Eine Probe wurde jeweils zur Kontrolle unstimuliert belassen (t=0h). Die Bestimmung der
Expressionslevel erfolgte im Anschluss mittels qRT-PCR und Normierung auf den internen Standard
B-Actin (s. 4.5).

Abb. 5.23 C zeigt die Expressionslevel von p53 in BK-WT und BK-KO Zellen zu den entsprechenden
Kultivierungszeitpunkten. In BK-WT Zellen konnte eine zyklische Expression beobachtet werden, das
niedrigste Expressionslevel wurde nach 1,5 h ermittelt (0,0130 + 0,0008). Zu diesem Zeitpunkt wurde
in BK-KO Zellen mit 0,0130 + 0,0008 ein deutlich erhohter p53 mRNA-Spiegel detektiert, jedoch
erreichte der Unterschied nicht das Signifikanzniveau. Auffillig war zudem, dass die p53
mRNA-Level in BK-KO nicht nennenswert von der Kultivierungsdauer abhingen.

In Abb. 5.24 sind die Ergebnisse der Expressionsanalyse fiir c-fos und c-jun dargestellt. Fiir beide
Zellzyklusmarker war eine zyklische Expression in Abhéngigkeit der Kultivierungsdauer zu
beobachten. Durch die Restimulation konnte in BK-WT Zellen ein signifikanter Anstieg der c-fos
mRNA nach 0,5 Stunden im Vergleich zur Kontrolle (t=0h) detektiert werden, nicht jedoch in
BK-KO Zellen (s. Abb. 5.24 A). Zusétzlich war der Anstieg in BK-WT Zellen (0,2752 + 0,0766)
verglichen mit BK-KO Zellen signifikant héher (0,1019 £ 0,0511). Fiir c-jun konnte hingegen in
beiden Genotypen ein signifikanter Anstieg durch die Restimulation nach 0,5 Stunden bestimmt
werden (s. Abb. 5.24 B). Dennoch war auch das c-jun Expressionslevel zu diesem Zeitpunkt in
BK-KO Zellen (0,0197 +£0,0029) im Vergleich zu BK-WT Zellen (0,0420 % 0,0066) signifikant

niedriger.
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Abb. 5.22 Expressionsanalyse der Isoformen des Onkogenes Ras in MMTV-PyMT Brusttumorgewebe
und -zellen

Die mRNA wurde wie in 4.5 beschrieben aus BK-WT (schwarz) und BK-KO Proben (blau) isoliert, in cDNA
umgeschrieben und mittels qRT-PCR analysiert. Alle Werte wurden auf den internen Standard -Actin normiert.
(A) In MMTV-PyMT BK-WT Brusttumorgewebe konnte ein hoheres hras mRNA-Expressionslevel
(0,0268 £+ 0,0058) als in BK-KO Gewebe (0,0156 + 0,0009) detektiert werden. Der Unterschied war jedoch nicht
signifikant. (B) Auch in BK-WT Zellen (0,0232 +0,0046) konnte im Vergleich zu BK-KO Zellen
(0,0185 £ 0,0061) ein leicht hoheres hras-Level erfasst werden. Auch hier war der Unterschied allerdings nicht
signifikant. (C) Das Expressionslevel der Isoform nras war in Brusttumorgewebe beider Genotypen anndhernd
identisch (WT: 0,0091 +0,0018; KO: 0,0081 +0,0035). (D) Auf Zellebene konnte in BK-KO Proben
(0,0089 £ 0,0021) eine signifikant hohere nras mRNA-Menge als in WT-Zellen (0,0033 £0,0011) detektiert
werden. (E) Das kras Expressionslevel war in BK-WT Gewebe (0,0162 +0,0017) verglichen mit BK-KO
Gewebe (0,0087 +0,0031) erhoht, der Unterschied erreichte jedoch knapp nicht das Signifikanzniveau.
(F) BK-KO Zellen (0,0078 + 0,0027) wiesen im Vergleich zu BK-WT Zellen (0,0035 £ 0,0010) ein hoheres kras
mRNA-Level auf, doch auch hier war der Unterschied nicht signifikant. Die statistische Auswertung der Daten
erfolgte mit dem t-Test (ungepaart) fiir unabhéngige Stichproben. Ein p-Wert von *p < 0,05 entspricht einem
signifikanten Unterschied zwischen den Versuchsgruppen. (mRNA: messenger Ribonukleinsdure; BK: Calcium-
aktivierter mit hoher Leitfahigkeit; WT: Wildtyp; KO: Knockout)
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Abb. 5.23 Expressionsanalyse des Tumorsupressorgens p53 in MMTV-PyMT BK-WT und BK-KO
Proben

Die Proben wurden wie in 4.5 beschrieben isoliert, umgeschrieben und anschlieBend mittels qRT-PCR
analysiert. Alle Werte wurden auf den internen Standard B-Actin normiert. BK-WT Proben sind durch schwarze
Balken, BK-KO Proben durch blaue Balken reprisentiert. (A) Es wurde die p53-Expression in MMTV-PyMT
Brusttumorgewebe analysiert, allerdings konnte kein signifikanter Unterschied aufgrund der BK-Kanalablation
erfasst werden. (B) Auch in Zellen konnte kein unterschiedliches p53 mRNA-Expressionslevel durch die BK-
Defizienz beobachtet werden. (C) Die Zellen wurden wie in 4.3.2 beschrieben ausgebracht und anschlieSend
durch einen 72-stiindigen Serumentzug in der G1-Phase arretiert (s. 4.3.4). Dann erfolgte die Restimulation fiir
die jeweils angegebenen Zeitintervalle. AnschlieBend erfolgten die mRNA-Isolation und die Analyse der
Expression mittels qRT-PCR (s. 4.5). Nach 1,5-stlindiger Restimulation konnte in BK-KO Zellen ein erhohtes
p53 mRNA-Expressionslevel (0,0311 £ 0,0096) im Vergleich zu BK-WT Zellen (0,0130 + 0,0008) beobachtet
werden. Der Unterschied erreichte allerdings nicht das Signifikanzniveau. Die statistische Auswertung der Daten
erfolgte mit dem t-Test (ungepaart) fiir unabhéngige Stichproben (A+B) bzw. dem One-Way ANOVA Test mit
anschlieBender Bonferroni-Korrektur (N = 5-6) (C). (mRNA: messenger Ribonukleinsdure; h: Stunden; BK:
Calcium-aktivierter Kaliumkanal mit hoher Leitfahigkeit; WT: Wildtyp; KO: Knockout)
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Abb. 5.24 Einfluss der genetischen Ablation des BK-Kanals auf die mRNA Expression bestimmter
Zellzyklusmarker

Es wurde die mRNA-Expression bestimmter Zellzyklusmarker zu definierten Zeitpunkten in MMTV-PyMT
BK-WT (schwarze Balken) und BK-KO Zellen (blaue Balken) mittels qRT-PCR untersucht. Die Zellen wurden
wie in 4.6.3.1 beschrieben ausgebracht und anschlieBend durch einen 72-stiindigen Serumentzug in der
G1-Phase arretiert (s. 4.3.4). Dann erfolgte die Restimulation fiir die jeweils angegebenen Zeitintervalle. Dann
wurde die mRNA wie in 4.5 beschrieben isoliert, umgeschrieben und mittels qRT-PCR analysiert. Alle Werte
wurden auf den internen Standard 3-Actin relativiert (A) In beiden Genotypen wurde nach einer halbstiinden
Restimulation ein Anstieg des immediate early gene c-fos detektiert. Allerdings war das mRNA Level in
BK-WT (0,2752 £ 0,0419) im Vergleich zu BK-KO Zellen (0,1019 + 0,0511) signifikant erh6ht. Bei langeren
Kultivierungszeiten fiel das Expressionslevel in beiden Genotypen wieder ab. (B) In beiden Genotypen konnte
durch die Restimulation nach 0,5 h ein Anstieg der mRNA-Expression des immediate early gene c-jun erfasst
werden. In BK-WT Zellen (0,0420 + 0,0066) war das seruminduzierte Expressionsniveau allerdings signifikant
hoher als in BK-defizienten Zellen (0,0197 + 0,0029). Mit steigender Kultivierungsdauer wurde ein Abfall des
c-jun Expressionslevel in beiden Genotypen beobachtet. Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit dem
One-Way ANOVA Test mit anschlieBender Bonferroni-Korrektur (N =3-4). Ein p-Wert von **p < 0,01 bzw.
**%p < 0,001 entspricht einem hoch- bzw. hdchstsignifikanten Unterschied zwischen den Genotypen. Ein p-Wert
von ###p < 0,001 entspricht einem hochstsignifikanten Unterschied zwischen den restimulierten WT-Zellen zum
entsprechenden Nullwert. Ein p-Wert von §§§p <0,001 entspricht einem hochstsignifikanten Unterschied
zwischen den restimulierten KO-Zellen zum entsprechenden Nullwert. (h: Stunden; BK: Calcium-aktivierter
Kaliumkanal mit hoher Leitfahigkeit; WT: Wildtyp; KO: Knockout)

5.3.3 Einfluss des BK-Kanals auf das apoptotische Verhalten von MMTV-PyMT
Brusttumorzellen

Die genetische Ablation von BK bewirkt eine verminderte Wachstumsrate von MMTV-PyMT
Brusttumorzellen (s. Abb. 5.21). Dies konnte darauf beruhen, dass BK-Kanéle in Tumorzellen zur
Umgehung apoptotischer Prozesse, einem sogenannten Hallmark of Cancer,"*"'"** beitragen. Fiir einige
Tumorentititen ist bereits bekannt, dass BK-Kanile in apoptotische Vorginge involviert sind.'**'***!
Daher wurde mithilfe der TUNEL-Methode (s. 4.7.3) tiberpriift, ob das verminderte Wachstum von
MMTV-PyMT BK-KO Zellen auch durch eine Verdnderung der Apoptose bedingt ist. Die Zellen
wurden wie in 4.3.2 beschrieben ausgebracht und arretiert (s. 4.3.4). Anschliefend wurden die Zellen
iiber verschiedene Zeitrdume restimuliert (24, 48, 72 h). Eine Probe wurde nicht restimuliert (0 h). In
jedem Versuch wurden eine Positivkontrolle (Auslésen der DNA-Fragmentierung durch DNAse,
s. 4.7.3) sowie eine Negativkontrolle (ohne TdT-Enzym) standardmaBig mitgefiihrt. In Abb. 4.6 sind
reprasentative Aufnahmen der Positiv- und Negativkontrolle gezeigt. Die Zellen wurden fixiert und
gefarbt (s.3.4.6.3). Unter dem Mikroskop lassen sich Apoptose-positive Zellen durch eine
Braunfarbung des Zellkerns identifizieren. Abb. 5.25 A zeigt reprisentative Bilder fiir jeden Genotyp
zu den jeweiligen Zeitpunkten. Zur Evaluierung wurden pro Loch und somit pro Genotyp und
Zeitwert drei reprasentative Aufnahmen erstellt. Es wurde sowohl die Anzahl positiver Zellen als auch
die Gesamtzellzahl bestimmt. Dieses Vorgehen erlaubt es, fiir jeden Kultivierungszeitpunkt die
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relative Anzahl der TUNEL-positiven Zellen zu bestimmen. (s. Abb. 5.25B). Zu allen
Untersuchungszeitpunkten wurden mehr apoptotische Zellkerne in BK-KO Zellen als in BK-WT
Zellen detektiert. In nicht-restimulierten BK-WT Zellen betrug der Anteil apoptotischer Zellkerne
5,34 +£ 0,90%, in BK-KO Zellen lag dieser Wert bei 20,14 + 3,67%.
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Abb. 5.25 Einfluss der BK-Kanalexpression auf das apoptotische Verhalten von MMTV-PyMT
Brusttumorzellen

Die Zellen wurden wie in 4.3.2 beschrieben ausgebracht. Nach der Gl-Arretierung durch einen 72-stiindigen
Serumentzug (s. 4.3.4) wurden die Zellen zu den angegeben Zeitpunkten restimuliert und anschlieBend das
Ausmall der Apoptose iiber die TUNEL-Féarbung (s.4.7.3) erfasst. (A) Reprisentative Abbildungen der
Genotypen zu den einzelnen Kultivierungszeitpunkten. (B) Zu allen untersuchten Zeitpunkten konnten in
BK-KO Zellen (blaue Balken) mehr apoptotische Zellkerne als in BK-WT Zellen (schwarze Balken) detektiert
werden. Zum Zeitpunkt der Restimulation (t = 0 h) erreichte der Unterschied zwischen BK-WT (5,34 + 0,90%)
und BK-KO (20,14 + 3,67%) Zellen das Signifikanzniveau. Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit
dem One-Way ANOVA Test mit anschlieBender Bonferroni-Korrektur (N =3). Ein p-Wert von **p < 0,01
entspricht einem hochsignifikanten Unterschied zwischen den Genotypen. (h: Stunden; BK: Calcium-aktivierter
Kaliumkanal mit hoher Leitfahigkeit; WT: Wildtyp; KO: Knockout)

5.3.4  Effekt der BK-Kanalaktivitit auf die Zytostatikasensitivitit muriner
Brusttumorzellen

Vorangegangene Arbeiten implizieren, dass die Aktivitdit von Kaliumkandlen und so auch von

3932 Im Rahmen der

BK-Kanilen eine wichtige Determinante der Zytostatikasensitivitdt ist
vorliegenden Arbeit wurde daher das Ansprechen der MMTV-PyMT BK-WT bzw. BK-KO
Brusttumorzellen auf eine Behandlung mit dem Zytostatikum Docetaxel (DT) untersucht. Hierfiir
wurden die Zellen wie in 4.3.2 beschrieben ausgebracht, arretiert und anschlieBend auf sogenannten
Grid-Platten restimuliert (s. 4.6.1). Insgesamt wurde das Wachstumsverhalten der Zellen in Gegenwart
von drei unterschiedlichen Docetaxel Konzentrationen (1, 10 und 100 nM) 1['1berpr1"1ft.337

Abb. 5.26 zeigt die Ergebnisse der Behandlung von MMTV-PyMT BK-WT und BK-KO Zellen mit
Docetaxel. Unter Kontrollbedingungen war die Wachstumsrate in BK-KO Zellen geringer, erreichte
jedoch im Vergleich zu Abb. 5.21 nicht das Signifikanzniveau. Dies konnte durch die etwas geringere
Versuchszahl bedingt sein. Insbesondere in BK-WT Zellen wurde in Abb. 5.26 eine geringere
Wachstumsrate als in Abb. 5.21 beobachtet. Die Behandlung mit DT 100 nM fiihrte bereits nach 24
Stunden zu einer signifikant verminderten Wachstumsrate in beiden Genotypen (WT: 1,83 + 0,18 vs.
1,24 £0,12; KO: 1,67+ 0,10 vs. 0,99 +0,04) (s. Abb. 5.26 A). Zudem konnte nach 72 Stunden im
Vergleich zu den zytostatikafreien Kontrollbedingungen (WT: 3,31 = 0,3851; KO: 3,01 £0,23) durch
die Applikation von Docetaxel 100nM (WT: 0,90+0,11; KO: 0,68 +0,07) eine signifikant

verminderte Wachstumsrate unabhédngig von der BK-Kanalexpression erfasst werden. Allerdings
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konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen den Genotypen ermittelt werden, wenngleich fiir
BK-KO Zellen eine geringere Zellzahl ermittelt wurde (s. Abb. 5.26 C). Interessanterweise konnte
zudem mit DT 10 nM in BK-KO Zellen (1,11 £0,08) bereits nach 24 Stunden eine signifikante
Reduktion der Zellzahl im Vergleich zur zytostatikafreien Kontrolle (1,67 +0,10) erfasst werden
(s. Abb. 5.26 A), in BK-WT Zellen jedoch erst nach 48 Stunden (s. Abb. 5.26 B). Zudem lieB sich
nach 72 Stunden in beiden Versuchsgruppen durch die Applikation von DT 10 nM eine signifikante
Wachstumsreduktion beobachten. Diese war in BK-KO Zellen (1,05 +0,27) hoher als in BK-WT
Zellen (1,38 £0,13), allerdings war sie nicht signifikant verdndert (s. Abb. 5.26 C). Die Behandlung
mit DT 1 nM bewirkte zwar zu allen Zeitpunkten in beiden Genotypen eine Reduktion der Zellzahl
verglichen mit der entsprechenden Kontrolle, jedoch war diese zu keinem Zeitpunkt signifikant
(s. Abb. 5.26 A-C).
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Abb. 5.26 Einfluss der genetischen BK-Kanalablation auf das Ansprechen von MMTV-PyMT
Brusttumorzellen auf die Behandlung mit dem Zytostatikum Docetaxel

Die Untersuchung erfolgte mithilfe der Grid-Platten (s. 4.6.1). Die Zellen wurden wie in 4.3.2 beschrieben
ausgebracht, mittels Serumentzug in der G1-Phase arretiert (s. 4.3.4) und anschlieBend mit der entsprechenden
Docetaxel-Konzentration restimuliert. Dieser Zeitpunkt wurde als t = 0 h definiert. Pro Schale wurden zu diesem
Zeitpunkt von zwei Stellen mit vier Quadranten dhnlicher Konfluenz ein Bild angefertigt und die Koordinaten
notiert. Nach 24, 48 und 72 Stunden wurde dieser Vorgang fiir die bereits definierten Koordinaten wiederholt.
Im Anschluss wurden die Zellen gezéhlt und auf den Wert von t = 0 h normiert. BK-WT Zellen sind durch
schwarze Balken dargestellt, BK-KO Zellen durch blaue Balken. (A) Nach 24-stiindiger Restimulation fiihrte die
Behandlung mit Docetaxel 100 nM in beiden Genotypen zu einer signifikanten Reduktion der Zellzahl im
Vergleich zu unbehandelten Zellen (WT: 1,83 £0,18 vs. 1,24+0,12; KO: 1,67+0,10 vs. 0,99 £ 0,04). In
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BK-KO Zellen konnte bereits ab einer Konzentration von Docetaxel 10 nM eine signifikante Reduktion der
Wachstumsrate im Vergleich zur zytostatikafreien Kontrollbedingung erreicht werden (1,11 +0,08). (B) In
beiden Genotypen fithren Behandlungen mit Docetaxel 10 nM (WT: 1,36 £ 0,11; KO: 1,01 + 0,18) bzw. 100 nM
(WT: 1,01 £0,12; KO: 0,78 +0,07) nach 48-stiindiger Kultivierung zu einer signifikanten Reduktion des
Zellwachstums verglichen mit unbehandelten Zellen (WT: 2,53 £ 0,2479; KO: 2,4230 + 0,16). Ein signifikanter
Unterschied zwischen den beiden Genotypen konnte nicht beobachtet werden. (C) In beiden Genotypen fithren
Behandlungen mit Docetaxel 10 nM (WT: 1,38 £ 0,13; KO: 1,01 £0,27) bzw. 100 nM (WT: 0,90 £ 0,11; KO:
0,68 + 0,07) nach 72-stiindiger Kultivierung zu einer signifikanten Reduktion des Zellwachstums verglichen mit
unbehandelten Zellen (WT: 3,31 + 0,39; KO: 3,01 £ 0,23). Ein signifikanter Unterschied zwischen den beiden
Genotypen konnte nicht beobachtet werden. Eine signifikante Wachstumsreduktion zwischen den beiden
Genotypen unter Kontrollbedingungen konnte nicht ermittelt werden. Die statistische Auswertung der Daten
erfolgte mit dem One-Way ANOVA Test mit anschlieBender Bonferroni-Korrektur (N = 8-9). Ein p-Wert von
#itp < 0,01/###p < 0,001 entspricht einem hoch-/hdchstsignifikanten Unterschied zwischen den unbehandelten
und DT-behandelten BK-WT Zellen. Ein p-Wert von §§p <0,01/§§§p <0,001 entspricht einem
hochsignifikanten/hdchstsignifikanten Unterschied zwischen den unbehandelten und DT-behandelten BK-KO
Zellen. (DT: Docetaxel, nM: nanomolar; h: Stunden; IK: Calcium-aktivierter Kaliumkanal mittlerer
Leitfahigkeit; WT: Wildtyp; KO: Knockout)

5.3.5 Einfluss des BK-Kanals auf die murine Tumorigenese in vivo

Die Funktion des BK-Kanals auf die Tumorigenese wurde in vitro in den vorangegangenen Kapiteln
ausfiihrlich charakterisiert. Es konnte gezeigt werden, dass die BK-Kanalaktivitdt maBgeblich zum
Wachstum muriner Brusttumorzellen beitrdgt (s. Abb. 5.21). Die Bedeutung dieser Ergebnisse sollten
nun anhand des MMTV-PyMT Mausmodells in vivo tiberpriift werden. Details zur Mauslinie und ihrer
Haltung sowie Genotypisierung sind in den Kapiteln 4.1.1 und 4.1.3 beschrieben. So sollte die
Bedeutung von BK fiir die Tumorigenese in MMTV-PyMT Mausen untersucht werden. Dazu wurden
tumoranfillige bzw. tumortragende MMTV-PyMT Tiere mit Kanalablation mit den entsprechenden
BK-WT Tieren verglichen.

5.3.5.1 Einfluss der genetischen Ablation des BK-Kanals in vivo

Da der genetische Hintergrund einen erheblichen Einfluss auf die Tumorentstehung hat, wurden zuerst
BK-KO Tiere vom C57Bl/6- auf einen FVB-Hintergrund zuriickgekreuzt (s. 4.1.2). Dadurch wurden
MMTV-PyMT IK-WT Tiere sowie IK-KO mit einem FVB-Anteil > 98% generiert. Nun sollte
iberpriift werden, ob durch diese Riickzucht der Entstehungszeitpunkt der Tumore beschleunigt
werden kann. Daher wurde der Zeitpunkt der Tumorentstehung von MMTV-PyMT BK-WT Tieren
aus der Riickzucht mit dem von MMTV-PyMT bzw. MMTV-cNeu WT Tieren mit einem 100%igen
FVB-Hintergrund verglichen (s. Abb. 5.27). Die Analyse erfolgte mit dem Log-Rank-Test. Die
Kaplan-Meier-Kurven zeigen, dass sich weder das tumorfreie Uberleben noch das Gesamtiiberleben
zwischen den beiden Versuchsgruppen unterscheiden (s. Abb. 5.27 A+C). MMTV-PyMT BK-WT
Tiere (FVB 100%) entwickeln nach 60+ 2 Tagen den ersten Tumor. Bei MMTV-PyMT BK-WT
Tieren (FVB 98%) konnte nach durchschnittlich 58 +2 Tagen das erste Mal ein Tumor getastet
werden (s. Abb. 5.27 B). Das Abbruchkriterium (15 mm Maximaldurchmesser des Tumors) erreichten
die MMTV-PyMT Foundertiere (FVB 100%) nach 100 + 3 Tagen, die zuriickgekreuzten Tiere nach
94 £ 7 Tagen (s. Abb. 5.27 D). Diese Daten belegen, dass ein FVB-Anteil von iiber 98% ausreicht, um
eine Beschleunigung des Tumorwachstums zu erreichen, welches dem von MMTV-PyMT Tieren
(FVB 100%) entspricht.

Im Folgenden wurde dann der Einfluss der genetischen Ablation des BK-Kanals auf das tumorfreie
Uberleben von MMTV-PyMT Méusen untersucht. Die Kaplan-Meier-Kurven der beiden Genotypen

zeigen, dass eine genetische Ablation des BK-Kanals zu einem Vorteil beziiglich des tumorfreien
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Uberlebens fiihrt (s. Abb. 5.28 A). So entwickeln MMTV-PyMT BK-WT Tiere bereits nach 60 = 2
Tagen den ersten Tumor, MMTV-PyMT BK-KO erst nach 81 +4 Tagen (s. Abb. 5.28 B). Auch die
Kaplan-Meier-Kurven fiir das Gesamtiiberleben bestitigen einen initialen Uberlebensvorteil BK-KO
Tiere, allerdings bleibt dieser Effekt nicht bis zum Ende des Beobachtungszeitraums bestehen (s. Abb.
5.28 C). Folglich ist das Erreichen des Abbruchkriteriums (15 mm Maximaldurchmesser des Tumors)
in BK-KO Tieren mit 106 +2 im Vergleich zu BK-WT Tieren (100 £3 Tage) nicht signifikant
verldngert (s. Abb. 5.28 D). Interessanterweise ist damit die Zeitspanne zwischen dem
Entstehungszeitpunkt des Tumors und dem Erreichen des Abbruchkriteriums in BK-KO Méusen mit
28 + 3 Tagen gegeniiber BK-WT Maéusen (39 + 2 Tage) sogar verringert (s. Abb. 5.28 E).
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Abb. 5.27 Kaplan-Meier-Uberlebenskurven fir MMTV-PyMT Tiere (FVB 100%) und MMTV-PyMT
Tiere (FVB > 98%)

Da der genetische Hintergrund von Maiusen einen erheblichen Einfluss auf die Tumorentstehung hat, wurden
BK-WT und BK-KO Tiere iiber sechs Generationen auf einen FVB/N-Hintergrund zuriickgekreuzt (FVB-Anteil
>98%) (s. 4.1.2). Die Riickzucht wurde durch einen Vergleich der MMTV-PyMT Tiere (FVB 100%) (schwarze
Kurven und Balken) mit MMTV-PyMT Tieren (FVB 98%) (hellblaue Kurven und Balken) tiberpriift. Fiir alle
hier gezeigten Versuche wurden daher zunichst nur Méuse vom BK-WT miteinander verglichen. Haltung und
Genotypisierung der Tiere sind in den Kapiteln 4.1.1 und 4.1.3 beschrieben. Die Palpation der Tumore erfolgte
nach dem Protokoll in 4.2.1. (A) Die Kaplan-Meier-Kurven belegen, dass das tumorfreie Uberleben fiir
MMTV-PyMT (FVB 100%) und MMTV-PyMT BK-WT Tieren (FVB 98%) nicht signifikant verdndert ist.
(B) Das mittlere tumorfreie Uberleben ist fiir die beiden Kohorten nicht verindert. MMTV-PyMT Tiere (FVB
100%) entwickeln nach 60 + 2 Tagen den ersten Tumor, MMTV-PyMT Tiere (FVB 98%) nach 58 +2 Tage.
(C) Die Kaplan-Meier-Kurven zeigen, dass das Gesamtiiberleben der beiden Kohorten nicht signifikant
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verschieden ist. (D) Das mittlere Gesamtiiberleben ist fiir beide Gruppen identisch. MMTV-PyMT Tiere
(FVB 100%) erreichen nach 100 + 3 Tagen das Abbruchkriterium, MMTV-PyMT Tiere (FVB 98%) nach 94 + 7
Tagen. Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit dem Log-Rank-Test (A+C) bzw. mit dem t-Test
(ungepaart) fiir unabhéngige Stichproben (B+D). (d: Tage; BK: Calcium-aktivierter Kaliumkanal mit hoher
Leitfahigkeit; WT: Wildtyp; RZ: Riickzucht)

A B

1 100 -
qc’ E * %%
2 S
3 ?
Ho a
g 051 5 50
2 4
5 £
= €
2 :
O T T T T T T T T T T T 1 - 0 I
35 50 65 80 95 = W BK-WT
Zeit [d] l BK-KO

1 120 -
c )
c
! 2
g =
S 05 A g 60 -
E 3
©
: :
o Q
o
O T T T T T T T T T T T 1 0 h
65 80 95 110 125
Zeit [d]
E
50 -
T
[}
(7]
©
L
@
S 25 -
®
(%)
2
(=]
2
o
0 24 .

Abb. 5.28 Kaplan-Meier-Uberlebenskurven fiir MMTV-PyMT BK-WT Tiere und MMTV-PyMT BK-KO
Tiere

Die Tiere wurden wie in 4.1.1 und 4.1.3 beschrieben geziichtet und genotypisiert. AnschlieBend erfolgte die
Untersuchung von MMTV-PyMT BK-WT (schwarz) und BK-KO (blau) Tieren nach dem Protokoll in 4.2.1.
(A) Die Kaplan-Meier-Kurven zeigen einen Vorteil beziiglich des tumorfreien Uberlebens fiir MMTV-PyMT
BK-KO Tiere, welcher das Signifikanzniveau erreicht. (B) Das mittlere tumorfreie Uberleben ist in BK-KO
Tieren mit 81 + 4 Tagen im Vergleich zu BK-WT Tieren (60 + 2 Tage) signifikant verlangert. (C) Die Kaplan-
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Meier-Kurven zeigen keinen Vorteil beziiglich des Gesamtiiberlebens fiir einen der beiden Genotypen. (D) Das
mittlere Gesamtiiberleben ist durch die genetische Ablation des BK-Kanals nicht verdndert. BK-WT Tiere
erreichen nach 100 + 3 Tagen das Abbruchkriterium (15 mm Durchmesser des Tumors), BK-KO Tiere nach
106 £2 Tagen. (E) Als Progressionsphase wird der Zeitraum von der Erstpalpation des Tumors bis zum
Erreichen des Abbruchkriteriums bezeichnet. Durch Fehlen des BK-Kanals betrégt dieser Zeitraum 28 + 3 Tage.
BK-WT Tiere erreichen nach 39 +2 Tagen nach der Erstpalpation das Abbruchkriterium. Die statistische
Auswertung der Daten erfolgte mit dem Log-Rank-Test (A+C) bzw. mit dem t-Test (ungepaart) fiir unabhéngige
Stichproben (B+D+E). Ein p-Wert von ***p < 0,001 entspricht einem hochstsignifikanten Unterschied zwischen
den Genotypen. (d: Tage; IK: Calcium-aktivierter Kaliumkanal mittlerer Leitfdhigkeit; WT: Wildtyp; KO:
Knockout)

Wie Abb. 5.28 zeigt, wurden insgesamt lediglich fiinf MMTV-PyMT BK-KO Versuchstiere generiert
(s. auch Anhang Abb. 7.4). BK-KO Tiere besitzen demnach wohl auf dem FVB-Hintergrund durch
ungeklarte Mechanismen einen Entwicklungsnachteil. Daher wurde ein alternatives Mausmodell
verwendet, welches auf der orthotopen Allotransplantation von Tumorzellen in FVB/N Wildtyptiere
beruht. Dazu wurden den Tieren entweder MMTV-PyMT BK-WT oder BK-KO Brusttumorzellen in
die vierte Brustdriise transplantiert (s.4.2.4). In Abb. 5.29 sind die vorldufigen Befunde dieses
Experimentes dargestellt. Die Kaplan-Meier-Kurve zeigt, dass wihrend des Beobachtungszeitraumes
von 60 Tagen keines der Tiere, in welche BK-KO Zellen transplantiert worden waren, einen Tumor
entwickelt hatte. Bei den entsprechenden Kontrolltieren waren es bereits vier Tiere. Dadurch war das
tumorfreie Uberleben in BK-KO transplantierten Tieren signifikant verlingert. (BK-WT: 20 +2 Tage)
(s. Abb. 5.16).
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Abb. 5.29 Kaplan-Meier-Uberlebenskurve nach orthotoper Allotransplantation von MMTV-PyMT
BK-WT bzw. BK-KO Brusttumorzellen in FVYB/N Wildtyptiere Tiere

Die orthotope Allotransplantation der Tumorzellen erfolgte wie in Kapitel 4.2.4 beschrieben. AnschlieSend
erfolgten die Untersuchungen zur Tumorentstehung und dem Tumorwachstum nach dem Protokoll in 4.2.1.
Tiere, welche mit MMTV-PyMT BK-WT Zellen transplantiert wurden (BK-WT), sind schwarz dargestellt.
Tiere, welche mit MMTV-PyMT BK-KO Zellen transplantiert wurden (BK-KO), sind blau dargestellt. Die
Kaplan-Meier-Kurve zeigt, dass die Transplantation von BK-WT Zellen wihrend des Beobachtungszeitraumes
von 60 Tagen zu einer durchschnittlichen Tumorentstehung nach 20 + 2 Tagen fiihrt. Tiere, welche mit BK-KO
Zellen transplantiert wurden, entwickeln hingegen keinen Tumor. Die statistische Auswertung der Daten erfolgte
mit dem Log-Rank-Test (N =5). (BK: Calcium-aktivierter Kaliumkanal mit hoher Leitfahigkeit; WT: Wildtyp;
KO: Knockout, d: Tage)
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5.3.5.2 Einfluss der pharmakologischen Inhibition des BK-Kanals in vivo

Wie in Kapitel 5.3.5.1 gezeigt, fiihrt eine genetische Ablation des BK-Kanals zu einem verldngerten
tumorfreien Uberleben von MMTV-PyMT Miusen. Auch die prilimindren Befunde der orthotopen
Allotransplantation lassen eine protektive Funktion der BK-Kanalablation vermuten (s. Abb. 5.29)
Daher wurde untersucht, ob die pharmakologische Inhibition des BK-Kanals ebenfalls das tumorfreie
Uberleben positiv beeinflusst.

Behandlung von MMTV-PyMT WT Tieren mit Paxilline

Ab einem Alter von 40 Tagen wurden MMTV-PyMT WT Tiere fiir vier Wochen zwei Mal tiglich mit
dem selektiven BK-Kanalinhibitor Paxilline (PAX) in einer Dosierung von 8 mg/kg Kdorpergewicht
(s.4.2.3.1) bzw. Vehikel (DMSO:Wasser 9:1) i.p. injiziert."™® Wie zuvor wurden das tumorfreie
Uberleben und Gesamtiiberleben iiber das Erreichen des Abbruchkriteriums (15 mm
Maximaldurchmesser des Tumors) erfasst.

Die Kaplan-Meier-Kurven zeigen, dass mit der pharmakologischen Inhibition des BK-Kanals im
Gegensatz zur genetischen Ablation keine Verlingerung des tumorfreien Uberlebens erreicht werden
kann (s. Abb. 5.30 A). Bei unbehandelten Tieren ldsst sich nach 60+ 4 Tagen der erste Tumor
palpieren, bei behandelten Tieren nach 58 + 4 Tagen (s. Abb. 5.30 B). Auch das Gesamtiiberleben ist
mit 108 =5 Tagen (unbehandelt) und 107 =7 Tagen (PAX) bei beiden Gruppen identisch (s. Abb.
5.30 C). Folglich war auch die Progressionsphase, also der Zeitraum zwischen Erstpalpation und
Erreichen des Abbruchkriteriums, durch die genetische Ablation von BK nicht verdndert (Kontrolle:
48 +£2 Tage; PAX: 49 + 4 Tage) (s. Abb. 5.30 E).

Pharmakokinetische Charakterisierung von Paxilline

Die Wirksamkeit von Paxilline wurde anhand des Gittertests bzw. Gangtests tiberpriift (s. 4.2.3.2), da
es als ZNS-gingige Substanz durch die BK-Kanalblockade motorkoordinative Storungen wie Tremor
und Ataxie ausldst.””' In allen PAX-behandelten Tieren konnte eine Verschlechterung im Rahmen des
Gittertest beobachtet werden (s. Abb. 5.31 A). Ebenfalls zeigten diese Tiere ein weniger koordiniertes
Verhalten beim Gangtest (s. Abb. 5.31 B). BK-KO Tiere erzielten jedoch sowohl im Gitter- als auch
im Gangtest eine hohere Punktzahl. Ebenfalls wurde mithilfe des Gangtests die Kinetik der ZNS-
Symptomatik der PAX-Wirkung iiberpriift. Die Tiere wurden zu bestimmten Zeitpunkten nach der
Injektion nach dem Protokoll in 4.2.3.2 untersucht. Nach 20 min konnte bereits ein Anstieg der
Punktzahl und somit des Tremors erfasst werden. Paxilline flutet folglich schnell im ZNS an. Die
Punktzahl blieb fiir die einzelnen Probanden bis 6 Stunden nach der Injektion konstant und fiel nach
10 Stunden wieder ab (s. Abb. 5.31 C). Es dauert folglich etwa 20 min, bis PAX seine Wirkdauer im
zentralen Nervensystem entfaltet. Die Wirkdauer der Substanz betrdgt im ZNS zwischen 6 und 10
Stunden. Demnach kann davon ausgegangen werden, dass PAX {iiber diesen Zeitraum auch in der
Peripherie und somit auch in Tumorzellen BK-Kanéle inhibiert, so dass theoretisch eine ausreichende

Antitumorwirkung erzielt werden kann.
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Abb. 5.30 Kaplan-Meier-Uberlebenskurven fiir MMTV-PyMT Tiere nach der Behandlung mit dem
spezifischen BK-Kanalinhibitor Paxilline

Die Tiere wurden wie in den Kapiteln 4.1.1 und 4.1.3 beschrieben geziichtet und genotypisiert. Ab einem Alter
von 40 Tagen wurden die Tiere mit dem spezifischen BK-Kanalinhibitor Paxilline (PAX) (Dosierung
8 mg/kg Korpergewicht) bzw. dem entsprechenden Vehikel zwei Mal tiglich i.p. injiziert."”® Die Untersuchung
der Tiere erfolgte gemél des Protokolls in 4.2.3.1. PAX-behandelte Tiere sind durch gestrichelte Linien bzw.
weille Balken dargestellt. Die entsprechenden Kontrolltiere sind durch schwarze Linien und Balken représentiert.
(A) Die Kaplan-Meier-Kurven belegen, dass das tumorfreie Uberleben durch die pharmakologische Inhibition
des BK-Kanals nicht signifikant verdndert ist. (B) Das mittlere tumorfreie Uberleben ist fiir die beiden Kohorten
nicht verdndert. Tiere aus der Kontrollgruppe entwickeln nach 60 + 4 Tagen den ersten Tumor, PAX-behandelte
Tiere nach 58 +4 Tagen. (C) Die Kaplan-Meier-Kurven zeigen, dass das Gesamtiiberleben der beiden Kohorten
nicht signifikant verschieden ist. (D) Das mittlere Gesamtiiberleben ist fiir beide Gruppen identisch. Behandelte
Tiere erreichen nach 108 =5 Tagen das Abbruchkriterium (15 mm Maximaldurchmesser des Tumors), PAX-
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behandelte Tiere nach 107 +7 Tagen. (E) Die Zeitspanne zwischen Erstpalpation und Erreichen des
Abbruchkriteriums wird als Progressionsphase definiert. Auch hier hatten PAX-behandelte MMTV-PyMT Tiere
mit 49 + 4 Tagen keinen signifikanten Vorteil gegeniiber den entsprechenden Kontrollen (48 =2 Tage). Die
statistische Auswertung der Daten erfolgte mit dem Log-Rank-Test (A+C) bzw. mit dem t-Test (ungepaart) fiir
unabhingige Stichproben (B+D+E). (d: Tage; BK: Calcium-aktivierter Kaliumkanal mit hoher Leitfahigkeit;
WT: Wildtyp; PAX: Paxilline)
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Abb. 5.31 Pharmakokinetische Charakterisierung von Paxilline mithilfe des Gitter- und Gangtests

Die Tiere wurden wie in 4.2.3.1 beschrieben mit Paxilline 8 mg/kg KG i.p. injiziert'"*® und anschlieBend nach den
Protokollen in 4.2.3.2 untersucht. (A) Auswertung des Gittertests nach Paxilline-Injektion. Ein Wert von 0 im
Gittertest entspricht einer nicht vorhandenen motorkoordinativen Stérung, ein Wert von 3 entsprechend einem
stark ausgeprigten Phinotyp. BK-KO Tiere (blau) wurden als Kontrolle eingesetzt."”' PAX-behandelte Tiere
(weil}) erreichen eine Punktzahl von 1, was auf eine ZNS-Wirkung von PAX aufgrund der Storung der
motorkoordinativen Féhigkeiten hindeutet. (B) Auswertung des Gangtests nach Paxilline-Injektion. Eine
Punktzahl > 0 im Gangtest impliziert eine Stérung der motorkoordinativen Féhigkeiten. BK-KO Tiere (blau)
wurden als Kontrolle eingesetzt. In allen PAX-behandelten Tieren konnte an jedem Versuchstag eine Punktzahl
von mindestens 1 beobachtet werden, was auf eine Einschrinkung der Motorkoordination aufgrund der
BK-Kanalblockade im ZNS hinweist. (C) Der Gangtest wurde zu definierten Zeitpunkten (10 min, 20 min,
30 min, 1 h, 1,5h, 2h, 4h, 6 h, 10 h) nach der Injektion durchgefiihrt und die Punktzahl fiir jeden Probanden
notiert. 20 Minuten nach der Injektion von Paxilline konnte bereits ein Anstieg der Punktzahl beobachtet werden.
Die Stérung der Motorkoordination hielt bis 6 Stunden nach der Injektion an. (N = 3). (BK: Calcium-aktivierter
Kaliumkanal mit hoher Leitfdhigkeit; KO: Knockout; WT: Wildtyp; PAX: Paxilline)






6 Diskussion

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Mausmodelle fiir Brustkrebs etabliert, anhand derer die in vivo
Funktion von IK- und BK-Kanilen fiir die Entstehung und das Wachstum der murinen
Mammakarzinome charakterisiert werden konnte (s.3.1). Ebenfalls gelang es, sowohl aus
MMTV-PyMT WT als auch aus IK-KO bzw. BK-KO Tieren Brusttumorproben zu isolieren (s. 4.2.2).
Anhand der gewonnenen Gewebe und der hieraus abgeleiteten Primérzelllinien (s.4.3.1) war es
mbglich, die mechanistische Bedeutung der Kanile fiir Ca®*-Signalwege, Proliferation und Apoptose

aufzuklédren.

6.1 Expressionsanalyse Calcium-aktivierter Kaliumkanile in murinem
Brusttumorgewebe

Mithilfe der qRT-PCR wurde das mRNA-Expressionsprofil unterschiedlicher Kc,-Subtypen in
MMTV-PyMT Brusttumorgewebe und -zellen untersucht.

Sowohl in Gewebe als auch in Zellen konnten nur sehr geringe Expressionslevel fiir die Vertreter der
Subtypen der SK-Unterfamilie detektiert werden (s. Abb. 5.1). In Ubereinstimmung mit der
Literatur®'” war dabei das Expressionslevel des SK2-Kanals in den Brusttumorzellen am héchsten. So
wurde SK2 bereits in den humanen Brustkrebszelllinien MCF-7 und BT-474 sowohl auf mRNA- als
auch auf Proteinebene detektiert, nicht jedoch in MDA-MB-231 Zellen.?'” Primér werden SK-Kanile
in neuronalen Geweben exprimiert, allerdings wurden auch SK3-Kandle auBlerhalb des ZNS
nachgewiesen, etwa in  Glattmuskelzellen und Endothelzellen sowie verschiedenen

47,67,233,343
Tumorzellen.” """

Verschiedene Berichte deuten auf eine Bedeutung von SK3 in Melanomzellen
hin. Auch scheinen humane Brustkrebszelllinien im Vergleich zu gesunden Zellen verstarkt
SK3-Kandle zu exprimieren, welche durch die Regulation des Membranpotentials moglicherweise zu
dem invasivem Phinotyp der Zellen beitragen.”******* In MMTV-PyMT Brusttumorproben
konnten hingegen nur sehr geringe SK3 mRNA-Spiegel beobachtet werden (s. Abb. 5.1). Im Rahmen
der vorliegenden Arbeit wurde die Expression der SK-Unterfamilie in MMTV-PyMT
Brusttumorproben jedoch nur auf mRNA-Ebene charakterisiert. Ob beispielsweise SK2-Kanile in

MMTV-PyMT Brusttumorzellen auch eine funktionale Bedeutung haben, wurde nicht analysiert.

6.2 Charakterisierung von IK-Kanilen im murinen Mammakarzinom

6.2.1 MMTV-PyMT Brusttumorproben exprimieren IK-Kanile
Die Expression des IK-Kanals wurde in den MMTV-PyMT Brusttumorbiopsien mittels mRNA-

Analyse (s.4.5) sowie auf Proteinebene iiber immunhistochemische Férbungen nachgewiesen
(s. 4.7.2). Die Expressionsbefunde wurden durch die Darstellung charakteristischer IK-Stréme mittels
Patch-Clamp-Analysen in primdren MMTV-PyMT Brusttumorzellen ergénzt (s. 4.4).

Sowohl im Tumorgewebe als auch in den MMTV-PyMT Brusttumorzellen waren im Vergleich zu
nicht-transformiertem Brustgewebe sehr hohe IK Expressionslevel detektierbar (s. Abb. 5.2). Die
Spezifitit der fiir diese Analysen verwendeten Primer (s. 3.4.4) wurde iiber entsprechende Proben aus
IK-KO Tieren iiberpriift, in denen erwartungsgemifl kein Signal erfasst werden konnte. Im
Brusttumorgewebe wurden dabei hohere IK mRNA-Spiegel detektiert als in den Brusttumorzellen.
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Vermutlich exprimieren neben den Tumorzellen auch Endothel-, Blut- und Glattmuskelzellen sowie
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stromale Fibroblasten IK-Kanile. Die in isolierten Brusttumorzellen nachgewiesene IK mRNA

ist dabei ein erster Hinweis auf eine autonome Bedeutung des IK-Kanals in den transgenen
MMTV-PyMT Zellen. In der Regel fiihrt eine Uberexpression von Ionenkanilen und so auch von IK

im Zuge der Transformation zu einer hoheren Malignitit von Tumoren.***

Dementsprechend finden
sich beispielsweise in Endometriumkarzinomen,'** Prostatakarzinomen'® und Pankreaskarzinomen'*’
erhohte IK mRNA-Level. Auch in humanen Mammakarzinomen lisst sich hiufig eine Uberexpression
von IK nachweisen.”'"

Tieren und MMTV-PyMT Brusttumorgewebe bestitigt eine signifikante Erh6hung der IK mRNA im

Der Expressionsvergleich von gesundem Brustgewebe aus FVB/N WT

Brusttumorgewebe (s. Abb. 5.2 B), was auf eine wichtige Funktion des IK-Kanals bei der malignen
Transformation des Brustgewebes hinweist. Von anderen Kaliumkanilen wie hERG, K;p9.1 oder
G-Protein-gekoppelten Kj-Kanilen (GIRK) ist ebenfalls bekannt, dass sie in malignem Gewebe
verstirkt exprimiert werden.”*® Auch die IK-Kanalexpression korreliert hiufig mit dem Tumorgrad

152 Dies bedeutet konkret, dass insbesondere in

und der Metastasierung in die Lymphknoten.
hochgradigen Tumoren (Grad III) eine erhohte IK Expression beobachtet wird. Interessanterweise ist
ein hohes Metastasierungspotential mit einem verringerten IK-Level assoziiert. Damit
iibereinstimmend wurde in Lymphknotenmetastasen humaner Mammakarzinome nur eine sehr geringe

IK-Kanalexpression beobachtet.'”

Die im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Gewebeproben
stammten alle aus Tumoren mit hochstem Tumorgrad.”* Interessant wire daher, die IK-Expression in
MMTV-PyMT Brusttumoren in Abhéngigkeit des Tumorgrades zu untersuchen. Gerade fiir dieses
Mausmodell ist die Transformation des Brustgewebes iiber insgesamt vier Stadien ausfiihrlich
charakterisiert (s. Tabelle 3.1).%

Subtypen in Abhéngigkeit bestimmter Tumormarker dhnlich wie beim Menschen klassifizieren. Es

AuBlerdem lassen sich die Tumore dieses Modells in verschiedene

konnte dartiber iiberpriift werden, ob die erhdhte IK-Kanalexpression bei allen diesen Subtypen auftritt
oder nur auf bestimmte beschrinkt ist.

Da anhand der mRNA-Analyse aber keine Aussage iiber die Proteinexpression getroffen werden kann,
wurden immunhistochemische Farbungen des MMTV-PyMT Brusttumorgewebes durchgefiihrt. Die
IK Expression wurde aufgrund der gewéhlten Methode durch eine Blaufirbung in den Schnitten
erfasst. Die Spezifitit des Primér- sowie Sekundérantikdrpers wurde durch die Verwendung
entsprechender Schnitte aus IK-KO Gewebe bzw. durch das Mitfilhren von Schnitten, welche ohne
Primérantikorper inkubiert wurden, nachgewiesen (s. Abb. 5.2 C). Zusitzlich wurden fiir beide
Genotypen Kryoschnitte mittels H&E-Féarbung angeférbt, um mogliche strukturelle Unterschiede zu
untersuchen (s. Abb. 5.2 C). Eine genaue Lokalisierung von IK innerhalb der Zellen wurde nicht
charakterisiert.

Ein alleiniger Nachweis der Proteinexpression von Kanélen gibt jedoch noch keine Auskunft {iber ihre
Funktionalitdt. In der humanen Brustkrebszelllinie MCF-7 konnten bereits funktionale IK-Kanile

detektiert werden, die mit TRAM-34 inhibiert werden konnen.'*>'®®
347,348

In anderen Tumorentititen,
insbesondere in Gliomen und Pankreaskarzinomen,”® wurden ebenfalls funktionale
IK-Kanalstrome detektiert. Daher wurden im Rahmen einer Kooperation mit der Radioonkologie des
Universitdtsklinikums Tiibingen Patch-Clamp-Analysen mit den isolierten Brusttumorzellen aus
MMTV-PyMT IK-WT und IK-KO Tieren in Ab- bzw. Anwesenheit des selektiven Inhibitors
TRAM-34 durchgefiihrt (s. 3.4.3). Uber die cell attached configuration (s.4.4) konnten in IK-WT

Zellen typische IK-Strome detektiert werden, deren Einwirtsleitfahigkeit mit TRAM-34 reduziert
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werden konnte (s. Abb. 5.3 A). Die Selektivitidt des Inhibitors wurde durch die Applikation von
TRAM-34 auf IK-KO Zellen iberpriift, in welchen dadurch keine Verdnderung der
Einwirtsleitfdhigkeit beobachtet werden konnte (s. Abb. 5.3 B). Der Vergleich der Strome in IK-WT
und IK-KO Zellen zeigte eine signifikante Reduktion der Einwdrtsleitfdhigkeit durch die
IK-Kanalablation (s. Abb. 5.3 C) Jedoch bewirkten weder die IK-Kanaldefizienz noch die
pharmakologische Inhibition mit TRAM-34 eine vollstindige Aufhebung des Kaliumstroms.
TRAM-34 besitzt eine hohe Selektivitit fir IK-Kanile.¥” Daher konnten beispielsweise
Kaliumkandle der K;-Familie, welche G-Protein-aktivierte K; (GIRK) sowie Karp umfasst,44
verantwortlich sein, welche wie der IK-Kanal auch bei negativen Membranpotentialen gedffnet sind
und TRAM-34 insensitiv sind. Nach unserem Wissensstand wurde die Funktion dieser Kanile bis jetzt
noch nicht im MMTV-PyMT Mausmodell beschrieben, allerdings wurden die Expression und
teilweise auch die Funktion von Kj- und Karp-Kanélen bei Brustkrebs zumindest in vitro beschrieben.
So ist von den Subtypen K;2.2, K;3.1, K;6.1 sowie K;6.2 bekannt, dass sie in Brusttumoren
iiberexprimiert werden.”” Die Expression und Funktionalitit von Karp-Kandlen in MCF-7 Zellen
wurde bereits mehrfach mithilfe spezifischer Inhibitoren beschrieben. So sind sie essentiell fiir die
Progression durch die G1-Phase und regulieren dariiber hinaus die Proliferation der Zellen. In
Abwesenheit von Serum und Wachstumsfaktoren ist das antiproliferative Potential von Glibenclamid
erwartungsgemaB geringer.'*>'?*?%  GIRK1 wiederum wird insbesondere in Brusttumoren
iiberexprimiert, welche Absiedlungen in Lymphknoten bilden®' In humanen MCEF-7
Brusttumorzellen wurde zudem eine zellzyklusabhingige Expression des IK-Kanals beobachtet,'*® was
aber im Rahmen dieser Arbeit in dem MMTV-PyMT Brusttumorzellmodell nicht {iberpriift wurde.

Wie bereits beschrieben, konnte fiir MMTV-PyMT Brusttumorgewebe ein erhdhtes IK mRNA-Level
verglichen mit nicht-transformiertem Gewebe beobachtet werden (s. Abb. 5.2 B). Ein Nachweis der
Uberexpression von IK-Protein wurde im Rahmen dieser Arbeit nicht durchgefiihrt. Onkogene tragen
zudem meist liber eine verstidrkte Aktivierung (gain of function) oder Funktionsverluste (loss of

140,141 1 . ..
" Fur Kaliumkanéle

Jfunction) als Folge gezielter Punktmutationen zur Malignitdt von Tumoren bei.
wird hingegen bis jetzt angenommen, dass sie die Tumorentstehung und die Tumorentwicklung
aufgrund ihrer Uberexpression und nicht etwa aufgrund mutierter Kanalvarianten beeinflussen.”®
Moglicherweise exprimieren MMTV-PyMT Brusttumoren jedoch mutierte IK-Kanéle, welche daher
beispielsweise eine verdnderte Calciumsensitivitit aufweisen und so die Tumorigenese fordern
konnten. Allerdings kann anhand der im Rahmen dieser Arbeit erhobenen Befunde der Patch-Clamp-
Analysen (s. Abb. 5.3) sowie der Untersuchungen zu den IK-abhéngigen Calcium-Signalen (s. 5.2.4)
diesbeziiglich keine Aussage getroffen werden. Dariliber hinaus ist denkbar, dass SNPs die
IK-Kanalaktivitit modulieren konnen. So wurden im Rahmen einer Kollaboration unseres
Arbeitskreises mit dem Institut fiir Klinische Pharmakologie (IKP) in Stuttgart genetische Variationen
von IK als Brustkrebs-Loci identifiziert (s. Julia Baranski ,,Auswirkungen genetischer Varianten von

KCNMAT und KCNN4 auf die Suszeptibilitit fiir Brustkrebs®, Masterarbeit, 2012).

Zusammengenommen implizieren diese Befunde, dass IK-Kanile eine wichtige Funktion bei der

malignen Transformation von murinem sowie humanem Brustgewebe iibernehmen.
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6.2.2 IK-Kanile regulieren das Wachstum muriner Brusttumorzellen in vitro

Der Einfluss der IK-Kanalaktivitdit wurde mithilfe von Wachstumsanalysen in Grid-Platten sowohl
iiber eine genetische Ablation als auch iiber eine pharmakologische Inhibition mit TRAM-34
untersucht. Frithere Studien haben das Wachstum von Brusttumorzellen in Abhéngigkeit der
IK-Kanalaktivitdt nur mit selektiven Inhibitoren oder iiber einen siRNA-vermittelten knockdown

untersucht.'°?%

Diese Befunde konnen jedoch durch eine nicht ausreichende Selektivitit des
Inhibitors oder eine zu geringe Effizienz des knockdown beeinflusst werden. Durch die genetische
Ablation besitzen IK-Kanile jedoch iiberhaupt keine Funktionalitidt mehr. Die Daten der vorliegenden
Arbeit zeigen, dass sowohl die Blockade als auch die genetische Ablation des IK-Kanals eine
signifikante Reduktion der Wachstumsrate der MMTV-PyMT Brusttumorzellen bewirken (s. Abb. 5.4
und Abb. 5.5). Ebenfalls konnte durch die Behandlung von MMTV-cNeu Brusttumorzellen mit
TRAM-34 eine signifikant verminderte Wachstumsrate beobachtet werden (s. Anhang Abb. 7.1 und
Abb. 7.2). Die IK-Kanalaktivitit ist also fiir das Wachstum muriner Brusttumorzellen wichtig.
Generell werden zwei Mechanismen diskutiert, {iber welche Ionenkandle das Wachstum und die
Proliferation regulieren. Zum einen greifen sie in die Progression des Zellzyklus ein, zum anderen
beeinflussen sie das Wachstum iiber die Regulation homdostatischer Parameter wie [Ca®'];, pH-Wert

27,29

und Zellvolumen. Zur Zellzyklusprogression tragen sie iiber die Kontrolle des Membranpotentials,

165 Im Rahmen dieser

des Zellvolumens sowie der Expression Zellzyklus-regulierender Proteine ein.
Arbeit wurde iiberpriift, ob sowohl der Zellzyklus als auch die Ca**-Homéostase von MMTV-PyMT
Brusttumorzellen von der IK-Kanalaktivitdt abhidngen. Des Weiteren wurden Untersuchungen zur
Rolle des IK-Kanals fiir apoptotische Prozesse in MMTV-PyMT Zellen analysiert. Wenngleich das
Membranpotential iiber Kaliumkanile reguliert wird und zudem ein wichtiger Parameter der
Zellzyklusprogression ist,”” wurde ein IK-abhingige Anderung des Membranpotentials im Rahmen der

vorliegenden Arbeit nicht untersucht.

6.2.2.1 Der Zellzyklus von MMTV-PyMT Brusttumorzellen ist von der IK-Kanalaktivitiit
abhingig

Es wurden zwei verschiedene Methoden gewihlt, um den Einfluss von IK-Kanilen auf den Zellzyklus
von MMTV-PyMT Zellen zu analysieren. Zum einen wurde die Expression Zellzyklus-regulierender
Strukturen auf mRNA-Ebene in Abhidngigkeit der IK-Kanalaktivitdt mittels qRT-PCR untersucht
(s. 4.6.3.1). Zum anderen wurde iiber Durchflusszytometrie-basierte Analysen der Einfluss von IK auf
die Zellzyklusprogression charakterisiert (s. 4.6.3.2).

Bereits fiir MCF-7 Brusttumorzellen wurde gezeigt, dass eine pharmakologische Inhibition von IK
aufgrund einer Verinderung der Zellzyklusprogression zu einer Reduktion der Proliferation fiihrt.'*%**
Dies wurde auBerdem fiir Endometriumkarzinomzellen nachgewiesen, in welchen die
pharmakologische Inhibition sowie der knockdown von IK eine reduzierte Proliferation mit
GO/G1-Arrest bewirken.'* Fiir die hier untersuchten MMTV-PyMT Zellen konnte ein vergleichbarer
Mechanismus bestitigt werden. Eine Restimulation fiir 0,5 Stunden bewirkte unabhédngig von Genotyp
oder Behandlung erwartungsgeméil einen Anstieg der Zellzyklusmarker c-fos und c-jun (s. Abb. 5.6
und Abb. 5.8). Dies wird durch die im Serum enthaltenen Wachstumsfaktoren ausgeldst, welche die
Expression der immediate early genes stimulieren und somit einen Ubergang aus dem Ruhezustand
GO in die G1-Phase induzieren.'”'*""** Dadurch fiihren Wachstumsfaktoren letztlich auch zu einer

Aktivierung des Transkriptionsfaktors AP-1, welcher durch Dimerisierung von c-fos und c-jun
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gebildet wird."”*?** Zu den Zielstrukturen von AP-1 zihlen neben proliferativen Strukturen wie EGFR,
Cyclin D1 und pRb auch apoptotische Faktoren wie Bcl-2, FasL oder Fas sowie das an beiden

Prozessen beteiligte p53.'%23%%

Interessanterweise waren die mRNA-Spiegel der immediate early
genes nach pharmakologischer Inhibition oder genetischer Ablation der IK-Kanalaktivitit zum
Zeitpunkt t= 0,5 h signifikant vermindert (s. Abb. 5.6 und Abb. 5.8). Dariiber hinaus fiihrte die
Blockade von IK mittels TRAM-34 zu einer Arretierung der Zellen in der G1-Phase (s. Abb. 5.7), was
mittels Durchflusszytometrie gezeigt werden konnte. Eine Arretierung der Zellen am G1/S-Ubergang
durch die IK-Kanalblockade stimmt mit der Uberlegung iiberein, dass sich die Zellen fiir den
Phasentransit zu diesem Zeitpunkt in einem hyperpolarisierten Zustand befinden, was einen Anstieg
an [Ca’"]; auslost, IK-Kanile 6ffnet und so den Zellen letztlich den Ubergang in die S-Phase
ermdglicht.”” Die IK-Kanalaktivitit ist in MMTV-PyMT Brusttumorzellen folglich fiir die Expression
von c-fos und c-jun wichtig und somit voraussichtlich auch fiir die Expression bzw. Aktivitit von
AP-1. Eine Inhibition oder Ablation von IK fiihrt demnach zu einer reduzierten Transkription der o.g.
Strukturen wie Cyclin D1 oder pRb, was das verminderte Wachstum unter diesen Bedingungen
erklart. Seit langerem wird bereits ein Einfluss von Wachstumsfaktoren und Hormonen auf die
Aktivitdt von AP-1 und damit verbundene Prozesse wie Proliferation und Migration diskutiert."*%2
So bewirkt eine Inhibition der AP-1 Aktivitdt in MCF-7 Zellen sowohl in vitro als auch in vivo eine

32 Auch eine direkte

reduzierte Proliferation, ohne allerdings Apoptosesignalwege zu beeinflussen.
Inhibition von c-fos und c-jun fithrt zu einer Verdnderung des Zellzyklus und somit zu einer
verinderten Proliferation,”® was die Ergebnisse dieser Arbeit zusitzlich unterstiitzt.

Die Transkription von c-fos und c-jun und dadurch auch die Aktivitit von AP-1 werden unter anderem
iiber den Ras/MAPK-Signalweg moduliert (s. 1.3.1.1), welcher in Tumoren haufig dereguliert ist.>>*
Im Gegenzug stehen auch Erk, p38 und JNK unter der transkriptionellen Kontrolle von AP-1°** Da
Ras zudem die PI3K/Akt-Signalkaskade moduliert,*® welche im MMTV-PyMT Mausmodell die
Tumorigenese auslost,”™ ist eine Interaktion von Kaliumkanilen mit Ras iiber immediate early genes
denkbar. Von einigen Kaliumkanilen, wie z.B. Ky3.1, ist ebenfalls bereits bekannt, dass sie iiber den
PI3K/Akt- sowie Ras/sMAPK-Signalweg (s. auch 1.3.2) aktiviert werden und dadurch Zellen aus dem
GO-Zustand in die G1-Phase iibergehen konnen.”” AuBerdem wird diskutiert, dass Kaliumkanile selbst
wachstumsfaktorabhingige Signalwege iiber ERK und Akt aktivieren koénnen.”” Auch IK-Kanile
konnten diese Signalkaskaden auf verschieden Ebenen modulieren. In Brusttumorzellen wurde bisher
weder eine Interaktion von IK mit Rass/MAPK noch mit PI3K/Akt beschrieben. Jedoch sind solche
Mechanismen beispielsweise aus Fibroblasten bekannt, in welchen der IK-Kanal (Fibroblasten-1K,
FIK) als multifunktionales Wachstumsfaktor-reguliertes Signalmolekiil beschrieben ist.”’**”" Hier
fiihrt die Stimulation mit Wachstumsfaktoren bzw. die Aktivierung von Ras oder Raf zu einer
Hochregulation des IK-Kanals, welcher dann Wachstum, Proliferation und Differenzierung reguliert.
Dies bestitigt die Bedeutung des IK-Kanals fiir den Ras/MAPK-Signalweg in Fibroblasten.*’**"!
Zudem wurde in zwei Prostatakarzinomzelllinien ein Kaliumstrom identifiziert, dessen Stromdichte
3 Auch hier wird die IK-Kanalaktivitit daher mit der

Wachstumsregulation iiber eine Interaktion mit der Ras/MAPK-Signalkaskade in Verbindung

der in Fibroblasten sehr &hnelt.

gebracht.*> In einer Glioblastomzelllinie konnte eine Verringerung des IK-Stroms allerdings nicht mit
der Aktivitit von ERK assoziiert werden.”® Auch im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde die IK-
abhingige Aktivitit von Erk MMTV-PyMT Brusttumorzellen iiber den Phosphorylierungsstatus
untersucht (Daten nicht gezeigt). Diese Versuche sind jedoch bislang noch nicht aussagekréftig.
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Ahnlich wie Ky3.1-Kanile (s.0.) konnten IK-Kanile auch direkt mit der PI3K/Akt-Signalkaskade
interagieren und so moglicherweise das Wachstum von MMTV-PyMT Zellen beeinflussen.
PI3K-abhingige Signalwege vermitteln in B-Lymphozyten bei Serumstimulation eine Verstirkung der
IK-Kanalaktivitit sowie eine erhohte Kanalexpression auf der Zelloberfliche.”*® In einem Modell der
diabetischen Nephropathie sind IK-Kandle auBlerdem an autophagischen Prozessen iiber diesen

357

Signalweg beteiligt.”’ Dies konnte iiber Verinderungen von [Ca*']; geschehen, was unter anderem

iiber IK-Kanile reguliert wird. Allgemein wird [Ca®"]; eine essentielle Rolle bei der Regulation von
" Das verminderte Wachstum und die

Zellzyklusverschiebungen von MMTV-PyMT Zellen unter IK-Kanalblockade bzw. -ablation kdnnten

Wachstumsprozessen von Tumorzellen zugeschrieben.

demnach auch auf einer Verdnderung der [Ca®"]i-Hom&ostase beruhen. Daher wurden im Rahmen
dieser Arbeit [Ca2+]i-Signale von MMTV-PyMT Brusttumorzellen (und MMTV-cNeu) in
Abhingigkeit der IK-Kanalaktivitit gemessen (s. 4.9).

6.2.2.2 IK-Kanal-abhiingige Anderungen der [Ca’']-Homdostase regulieren das Wachstum
muriner Brusttumorzellen

In den MMTV-PyMT Brusttumorzellen waren akute [Ca®']i-Signale (ausgeldst durch Serum, d.h.
Wachstumsfaktoren) durch eine genetische Ablation bzw. nach pharmakologischer Inhibition der IK-
Kanalaktivitit reduziert (s. Abb. 5.10). Auch spontane Ca’"-Oszillationen, die wahrscheinlich fiir eine
koordinierte Progression des Zellzyklus essentiell sind (s.1.3.1.1), konnten durch die IK-
Kanalinhibition mit TRAM-34 reduziert werden (s. Abb. 5.11). Ebenfalls wurde versucht, die Anzahl
spontaner Ca*"-Oszillationen in Abhingigkeit der IK-Kanalexpression zu untersuchen. Da allerdings
sowohl in IK-WT als auch in IK-KO Zellen generell nur bei sehr wenigen Zellen solche Oszillationen
beobachtet werden konnen, konnte eine mdgliche Reduktion durch die IK-Kanalablation nicht
herausgearbeitet werden.

Bisher nimmt man an, dass Kaliumkandle unter anderem iiber die Hyperpolarisation des
Membranpotentials den Einstrom von Ca®" férdern und der dadurch bedingte Anstieg von [Ca®']; zur
Proliferation der Zellen fiihrt.””'®

der Zelle, wie beispielsweise im ER oder in Mitochondrien.”” Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen,

Des Weiteren finden sich wichtige Calciumspeicher auch innerhalb

dass eine blockierte bzw. fehlende IK-Kanalaktivitit [Ca2+]i-Signale reduziert und hieriiber vermutlich
das Wachstum der MMTV-PyMT Brusttumorzellen beeinflusst (s.o. und 5.2.2.1). Diese Hypothese
wird durch die Analyse der Ca®*-Transienten in MMTV-cNeu Brusttumorzellen gestiitzt (s. Anhang
Abb. 7.3). Auch in diesen ist ein seruminduzierter Anstieg von [Ca’’]; nach der Applikation von
TRAM-34 signifikant vermindert und fiihrt in der Folge zu einer geringeren Wachstumsrate
(s. Anhang Abb. 7.1 und Abb. 7.2). Dies kénnte dariiber vermittelt werden, dass [Ca”']; essentiell an

174
Insbesondere am

einzelnen Phaseniibergingen im Zellzyklus (G1/S und G2/M) beteiligt ist.
Ubergang von der Gl- in die S-Phase sind Ca®-Oszillationen essentiell.'’* Eine IK-abhingige
Reduktion der [Ca2+]i -Transienten in diesem Zellzyklusabschnitt wiirde demnach direkt die
Zellzyklusprogression beeinflussen. Damit iibereinstimmend konnten eine Gl-Arretierung von
MMTV-PyMT Brusttumorzellen sowie geringere Spiegel der immediate early genes c-fos und c-jun
bei geringerer oder fehlender IK-Kanalaktivitdt detektiert werden (s.o. und 5.2.2.2). Thre Expression
und somit auch die Aktivitit von AP-1 ist ebenfalls von [Ca®']; abhéngig (s.0.)."™""" IK-Kanile
konnten folglich also auch die Aktivitit von AP-1 iiber Ca*" regulieren. Eine direkte Interaktion IK-
vermittelter Signalwege und AP-1 ist in der Literatur noch nicht beschrieben. Allerdings ist bekannt,

dass AP-1 mit Transkriptionsfaktoren der NFAT-Familie interagiert, welche wiederum iiber [Ca®"];
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"% Eine Aktivierung von Immunzellen geht beispielsweise mit einem [Ca®']i-Anstieg

reguliert werden.
einher. Uber die CaM-vermittelte Induktion von Calcineurin wird NFAT dephosphoryliert.'”® Der
IK-Kanal kénnte folglich iiber einen noch ungeklarten Mechanismus indirekt iiber eine Beeinflussung
von [Ca’']; in die NFAT- und somit auch AP-1-abhingige Transkription eingreifen und so das
Wachstum von MMTV-PyMT Brusttumorzellen regulieren. Im Gegenzug konnten auch AP-1 und
NFAT die Aktivitdit bzw. Expression von IK-Kandlen kontrollieren. Fiir T-Lymphozyten ist
beispielsweise bekannt, dass sich ein Regulationselement fiir NFAT/AP-1 im 5’-flankierenden
Bereichs des IK-Gens befindet.”*® Interessant wire daher, den Phosphorylierungsstatus von NFAT
sowie die Aktivitdit von AP-1 in MMTV-PyMT Brusttumorgewebe und -zellen in Abhéngigkeit der
IK-Kanalaktivitit zu untersuchen.

Allgemein konnten Ca>’/CaM-regulierte Einfliisse auf die Proliferation iiber IK-Kanile moduliert
werden. Zum einen stellt CaM die Ca®"-sensitive Domine des Kanals dar und ist damit maBgeblich fiir
seine Aktivitit entscheidend.”” Zum anderen bewirkt ein verinderter oder fehlender IK-Kanalstrom in
MMTV-PyMT Zellen eine Reduktion von [Ca®"]; (s. 5.2.4) und hieriiber vermutlich eine Arretierung
der Zellen in der Gl-Phase (s.5.2.2.2). IK-Kanile konnten demnach die Aktivitit Ca*’/CaM-
abhingiger Proteine koordinieren, die haufig in die Proliferation von Krebszellen involviert sind.'”’
Eine Modulation Ras-kontrollierter Signalwege ist denkbar, da Ca*" unter anderem Ras iiber eine
Interaktion mit dem GTP-Austauscherprotein GEF aktivieren und so nachgeschaltete Prozesse iiber
Raf bzw. PI3K regulieren kann (s. 1.3.2)."7%® Generell weisen intrazellulires Ca®* und Ras beziiglich
der Regulation der Zellzyklusprogression einige Parallelen auf: Beide werden fiir den Ubergang aus
GO in G1 benoétigt und sind dann aulerdem am Ende der G1-Phase fiir den Eintritt in die S-Phase
essentiell. Vermutlich wird die pRb-vermittelte Zellzykluskontrolle und somit der Phaseniibergang
sowohl iiber Ca®" als auch iiber Ras reguliert, indem beide fiir die Phosphorylierung von pRb benétigt
werden.'”™"”” Auch IK-Kanile regulieren den G1/S-Ubergang in MMTV-PyMT Brusttumorzellen,
was iliber die Verdnderungen der Zellzyklusmarker (s. Abb. 5.6 und Abb. 5.8) bzw. die Arretierung der
TRAM-34 behandelten Zellen in der Gl1-Phase (s. Abb. 5.7) gezeigt wurde. Durch die
gleichzeitige Beeinflussung der [Ca2+]i-Signale konnten sie demnach auch die Zellzykluskontrolle in
Abhingigkeit des pRb-Phosphorylierungsstatus koordinieren. Ca>’/CaM aktiviert auBerdem die
CaMK, deren Inhibition zu einer Blockade der Zellzyklusprogression fiihrt, unter anderem bedingt

' Auch im Rahmen dieser Arbeit wurde versucht, den

durch einen Verlust von Cyclin DI.
Phosphorylierungsstatus und somit die Aktivitit der CaMK (pCaMK) in Abhéngigkeit der
IK-Kanalaktivitidt zu detektieren (s. 1.3.1, Daten nicht gezeigt). Allerdings sind die Befunde bislang
noch nicht aussagekréftig. Dennoch ist dies ein wahrscheinlicher Mechanismus, iiber den IK-Kanéle in
die Ca*'-vermittelte Regulation der Tumorzellproliferation eingreifen. Fiir BK-Kanile konnte ein
solcher Zusammenhang bereits in Glioblastomzellen gezeigt werden.””® Uber diesen Weg konnten, wie
zuvor erwéhnt, auch Calcineurin und NFAT aktiviert werden (s.0.).

Welche Calciumkanile nun IK-abhingig die [Ca®"]-Homdostase von MMTV-PyMT Brusttumorzellen
regulieren, ist noch unklar und muss Gegenstand zukiinftiger Untersuchungen sein. Potentielle
Strukturen in diesem Zusammenhang konnten in der Plasmamembran der Zelle befindliche
Ca’"-Tonenkanile oder lonenaustauscher sein sowie intrazelluldr lokalisierte Komponenten der
Calciumspeicher am ER.*®

der K™-Tonen TRP-Kanile oder STIM/Orail aktiviert.'”* Uber eine Kooperation mit der Arbeitsgruppe

Es ist bekannt, dass die IK-vermittelte Hyperpolarisation bzw. der Efflux

von Prof. Marc Freichel von der Universitit Heidelberg konnte eine Reihe potentieller Ca*-Kanile
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dieser Familien in MMTV-PyMT Brusttumorgewebe auf mRNA-Ebene detektiert werden (s. Anhang
Tabelle 7.6). Mit TRMP3 wurde ein Kanal identifiziert, der in einem hohen AusmalBl in MMTV-PyMT

%1 und fiir den mit Mefenaminséure ein

Brusttumorgewebe exprimiert wird, permeabel fiir Ca®" ist
vergleichsweise selektiver Inhibitor’® zur Verfiigung stand. Daher wurde im Rahmen eines
Teilprojektes, welches im Zuge der medizinischen Doktorarbeit von Eric Illison am hiesigen Lehrstuhl
durchgefiihrt wurde, iiberpriift, ob TRPM3-Kanile Interaktionspartner von IK in MMTV-PyMT
Brusttumorzellen darstellen (s. Eric Illison ,,Die Rolle von SK4 und TRPM3 fiir die Proliferation von
MMTV PyMT Brusttumorzellen®, Dissertationsschrift, Universitdt Tiibingen, 2016). Durch die
pharmakologische Inhibition von TRPM3 konnte eine Reduktion von [Ca*"]; detektiert werden, jedoch
wurde das Wachstum dadurch nicht beeinflusst. Auch eine gleichzeitige Blockade von TRMP3 und IK
wirkte sich weder synergistisch auf das Wachstum noch auf die Ca*’-Homdoostase aus. Von anderen
TRP-Kanélen ist hingegen bekannt, dass sie unter anderem die NFAT-abhédngige Gentranskription
regulieren.'’* Hierzu gehort ein weiterer Vertreter der TRP-Kanile, namlich der Ca® -permeable
TRPV6, welchem beim Prostatakarzinom aufgrund dieser Interaktion eine wichtige Funktion
zugeschrieben wird.”” Interessanterweise konnte in einer Prostatakarzinomzelllinie gezeigt werden,
dass IK-Kanile durch die Hyperpolarisation des Membranpotentials den Ca**-Einstrom iiber TRPV6
auslosen.'® Eine Uberexpression von TRPV6 wurde auch schon in Brusttumorgewebe, insbesondere
in invasiven Subtypen und Zelllinien, nachgewiesen.”****> Auch in MMTV-PyMT Brusttumorzellen
konnten IK-Kanile den Ca’"-Einstrom iiber TRPV6 regulieren, welcher dann in der Folge der
Inhibition bzw. Ablation reduziert wird.

Eine mdgliche Interaktion von IK-Kanélen mit sogenannten CRAC-Kanélen wie STIM/Orai, welche
den sog. store operated calcium entry (SOCE) regulieren (s. 1.3.1), ist ebenfalls denkbar. Orai ist der

71,366 . . .
d.” ™ Diese sind in der

eigentliche Ca**-Kanal, dessen Aktivierung iiber STIM-Proteine reguliert wir
Membran des ER lokalisiert und gelten als die Ca’"-Sensoren des SOCE, da sie durch die Entleerung
der Ca®"-Speicher des ER aktiviert werden.”"**” Neben STIM und Orai wird auch IK-Kanilen eine

Funktion bei der Aktivierung des SOCE zugeschrieben.*®®

In T-Lymphozyten sind IK-Kanile
beispielsweise als amplifizierende Strukturen des CRAC-Stroms beschrieben. Durch die Entleerung
der intrazelluliren Ca**-Speicher wird IK aktiviert und trégt iiber die Hyperpolarisation der Membran
zu einem gesteigerten Ca’"-Einstrom bei.’®® Diesem Prozess konnte eine direkte Interaktion des
IK-Kanals mit Orai zugrunde liegen, denn in der humanen Brustkrebszelllinie MDA-MB-435s bildet
der strukturverwandte SK3-Kanal einen Komplex mit dem Subtyp Orail, iiber welchen SK3 einen
konstitutiven Ca’-Einstrom kontrolliert und somit die Migration und Metastasierung der Zellen
fordert.”* Ein solcher Komplex konnte auch eine Erkldrung fiir die reduzierten [Ca2+]i-Signale in
IK-defizienten bzw. TRAM-34 behandelten murinen Brusttumorzellen sein (s. Abb. 5.10 und Abb.
5.11). Aufschlussreich konnten zukiinftige Versuche mit Inhibitoren des STIM/Orai-regulierten
Ca*"-Einstroms und deren Rolle fiir die Wachstumsregulation bzw. [Ca’"]—Signale in MMTV-PyMT
IK-KO Zellen sowie TRAM-34 behandelten Zellen sein. Als pharmakologische Modulatoren der
STIM/Orai  Komplexe stehen 2-Aminoethoxydiphenylborat (2-APB), SKF-96365 und
Bistrifluoromethylpyrazol (BTP2) zur Verfiigung, welche jedoch wie alle derzeit verfiigbaren
STIM/Orai Inhibitoren auch einen Einfluss auf Ca®*-Kanile vom TRP-Typ sowie auf K'-Kanile
haben.’®® Alternativ bzw. erginzend zu der pharmakologischen STIM/Orai-Modulation kann eine

Entleerung der [Ca®']i-Speicher mit Thapsigargin®® vorgenommen werden, um dann zu iiberpriifen,
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inwiefern ein anschlieBender SOCE durch die Inhibition bzw. Ablation von IK verdndert ist. Mit
dieser Methode wurde ein vergleichbarer Mechanismus zum Beispiel in Chondrozyten aufgedeckt.’”’

Auch T-Typ Ca’"-Kanilen wird iiber den Ca**-Einstrom eine Funktion bei der Proliferation von
Brusttumorzellen zugeschrieben.’® Diese Kanile sind schon bei sehr niedrigen Membranpotentialen
gedffnet und insbesondere in der S-Phase vor dem Eintritt in die G2/M-Phase aktiv. Zwei mdgliche,
allerdings entgegengesetzte Aktivierungen der T-Typ Kanile werden in diesem Zusammenhang
diskutiert, die sowohl vom Membranpotential als auch von Kaliumkanidlen abhidngig sind. In Zellen,
welche in der GO-Phase stark hyperpolarisiert sind, ldsst sich eine hohe Kaliumkanalaktivitat
nachweisen. CDKs blockieren die Kaliumstrome, worauf aufgrund der dadurch ausgeldsten
Depolarisation der Zellmembran T-Typ Ca®"-Kanile 6ffnen, sodass Ca® -Oszillationen auftreten.
Dariiber werden wiederum Kc,-Kanéle aktiviert, die anschlieBend eine weitere Hyperpolarisation der
Membran bewirken. Dies ist beispielsweise fiir Glattmuskelzellen beschrieben. Im Gegensatz dazu
steht die Theorie, dass Zellen, welche in der GO-Phase depolarisiert sind, in diesem Zustand inaktive
T-Typ Calciumkanile besitzen. Als Folge der verminderten CDK-Aktivitit werden Kaliumkanéile
aktiviert, so dass iiber die daraus resultierende Hyperpolarisation T-Typ Calciumkanéle den
Refraktirzustand verlassen und eine erneute Aktivierung moglich ist. Daher wird postuliert, dass die
Inhibition der Kaliumstrome die Zellproliferation blockiert, was bereits in Melanomzellen,

3% Ein dhnlicher Mechanismus kénnte

T-Lymphozyten und Brustkrebszellen bestétigt werden konnte.
der IK-vermittelten Wachstumsregulation in MMTV-PyMT Brusttumorzellen zugrunde liegen. In
Kombination mit einem spezifischen Inhibitor fiir T-Typ Calciumkanile konnte diese Theorie
iiberpriift werden. Hierzu kann Mibefradil®® oder alternativ das Neuroleptikum Pimozid®"' als
Inhibitor verwendet werden. Von letzterem ist bereits bekannt, dass es eine Wachstumsinhibition von
MCEF-7 Brusttumorzellen bewirkt.”’ Dies ist jedoch durch einen zusitzlichen Mechanismus bedingt,

welcher unabhingig von der Blockade von T-Typ Calciumkanilen ist.*”?

6.2.2.3 Das IK-abhiingige Wachstum von MMTV-PyMT Brusttumorzellen beruht nicht auf einer
Involvierung von IK in apoptotische Prozesse

Genotyp- und behandlungsbedingte Wachstumsunterschiede zwischen den Brusttumorzellen kénnen
zusitzlich durch Anderungen der Apoptosesignalwege bedingt sein. Daher wurden die Zellen mit
TRAM-34 bzw. der Positivkontrolle STS behandelt (s. 4.8.3). Bereits makroskopisch lie sich durch
die Behandlung mit STS eine Abrundung und ein Ablosen der Zellen aus dem Zellverband beobachten
(s. Abb. 5.9 A), wogegen dies unter einer Behandlung mit TRAM-34 nicht beobachtet wurde (s. Abb.
5.9 B). Abrunden und Abldsen der Zellen sind bereits typische Charakteristika fiir die Induktion der

203,204,373
Apoptose.” "

Damit tibereinstimmend lieB sich durch eine 4-stiindige Behandlung der Zellen mit
STS sowohl eine positive Bande fiir Cytochrom C als auch fiir die aktivierte Form der Caspase 3
(Cleaved Caspase 3) in der cytosolischen Fraktion beobachten (s. Abb. 5.9 C). Diese Hauptereignisse
der Apoptose waren nach pharmakologischer Inhibition des IK-Kanals mit TRAM-34 jedoch
unverdndert (s. Abb. 5.9 C). Eine Aktivierung des intrinsischen Signalweges der Apoptose durch
TRAM-34 kann also ausgeschlossen werden. Theoretisch wiére ein Eingriff in den extrinsischen
Signalweg denkbar, was jedoch aufgrund der fehlenden Bande fiir die aktivierte Caspase 3

204208 as verminderte Wachstum durch die reduzierte bzw. fehlende IK-

unwahrscheinlich ist.
Kanalaktivitét (5.2.2.1) beruht also vermutlich auf einem reinen antiproliferativen Effekt. Somit haben
auch die IK-abhingigen Verdnderungen von [Ca®"]; keinen Einfluss auf die Apoptose muriner

Brusttumorzellen (s. 5.2.4).
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Generell ist iiber die Rolle des IK-Kanals bei apoptotischen Vorgéngen in Brustkrebszellen bisher nur
wenig bekannt. Lediglich in der Zelllinie MDA-MB-231 konnte durch die pharmakologische
Inhibition von IK eine Induktion der Apoptose beobachtet werden.”” Die in dieser Publikation
verwendete Konzentration von TRAM-34 war mit 20 pM allerdings doppelt so hoch wie in der

vorliegenden Arbeit.**’

Fiir Melanomzellen konnte ebenfalls eine Involvierung des IK-Kanals in die
Apoptose gezeigt werden, allerdings nur in Kombination mit TRAIL, einem Aktivator des
extrinsischen Signalwegs.”** Interessanterweise fiihrt eine Kobehandlung mit TRAIL und TRAM-34
sowohl in TRAIL-sensitiven als auch TRAIL-insensitiven Zelllinien zur Apoptose. Dariiber hinaus
lasst sich auch eine Beeinflussung des intrinsischen Signalwegs durch TRAM-34 beobachten.” Es ist
also denkbar, dass TRAM-34 in Kombination mit gangigen Zytostatika oder apoptoseinduzierenden
Substanzen die Apoptose oder andere Regulationsmechanismen in Tumorzellen synergistisch
beeinflussen kann. Daher wurde im Rahmen dieser Arbeit iiberpriift, ob die Kombination von
TRAM-34 mit Docetaxel zu einer Reduktion der Anzahl von MMTV-PyMT Brusttumorzellen fiihrt

(s. 4.6.1).

6.2.2.4 Die pharmakologische Inhibition des IK-Kanals erhoht die Sensitivitit von MMTV-PyMT
Brusttumorzellen gegeniiber Docetaxel

Kombinationstherapien von Zytostatika werden hédufig eingesetzt, um das Nebenwirkungsrisiko iiber
Dosisreduktionen bei gleich bleibender Therapieeffektivitit zu minimieren und so eine zusétzliche

374-376 .
Es wurde daher untersucht, ob durch eine

Belastung der Patienten moglichst gering zu halten.
Inhibition bzw. Ablation des IK-Kanals das Ansprechen von MMTV-PyMT Brusttumorzellen auf die
Behandlung mit dem Zytostatikum Docetaxel verbessert werden kann. Docetaxel gehort als Taxan
nach der S3-Leitlinie zur Standardtherapie des Mammakarzinoms.* Es fungiert als Mitoseinhibitor,
indem es den Abbau des Spindelapparates blockiert.'>?'*’

Tatsdchlich konnte durch die zusitzliche Applikation von TRAM-34 eine erhohte Sensitivitit der
MMTV-PyMT Brusttumorzellen gegeniiber Docetaxel ermittelt werden (s. Abb. 5.12). So war die
Zellzahl in Anwesenheit von Docetaxel (10 nM) und TRAM-34 sogar geringer als mit einer hohen
Docetaxelkonzentrationen (100 nM). Interessanterweise hatte die genetische Ablation von IK in
MMTV-PyMT Brusttumorzellen keinen Einfluss auf das Ansprechen gegeniiber Docetaxel (s. Abb.
5.13). Moglicherweise verhindert die Kompensation durch andere Kaliumkanéle in den IK-negativen
MMTV-PyMT Brusttumorzellen eine Sensitivierung der Zellen gegeniiber Docetaxel. Dies konnten
beispielsweise BK-Kanéle oder die strukturverwandten SK2-Kanidle sein, deren Expression in
MMTV-PyMT Brusttumorzellen im Rahmen dieser Arbeit ebenfalls nachgewiesen wurde (s. Abb.
5.1). Inwiefern eine Uberexpression von SK2 zu einem verinderten Wachstum von Brusttumorzellen
fiihrt, wurde jedoch nicht untersucht. Zudem ist bekannt, dass auch humane Brusttumorzelllinien

SK3-Kanile exprimieren.*”

Jedoch =zeigen die vorliegenden Daten nur sehr geringe SK3
Expressionslevel in MMTV-PyMT Brusttumorproben (s. Abb. 5.1), was eine Kompensation tiber SK3
unwahrscheinlich macht. Bei einer pharmakologischen Inhibition des IK und damit einer akuten
Reduktion der IK-Kaliumstréme sind aufgrund des verhdltnismidBig kurzen Expositions- und
Beobachtungsintervalls entsprechende Kompensationsmechanismen nicht zu erwarten.

Es konnte zudem vielmehr eine Reduktion der Zellzahl als eine Wachstumsinhibition durch die
Kombinationsbehandlung beobachtet werden. Docetaxel 16st iiber die Inhibition des Spindelapparates
in der M-Phase eine sogenannte mitotische Katastrophe in humanen Brusttumorzelllinien aus."*"" So

fihrt bereits eine Konzentration von 10 nM zu einem Absterben der Zellen. Zusétzlich wird auch ein



6 Diskussion 141

Eingriff in regulire apoptotische Vorginge beschrieben.’”’

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit
wurden die Konzentrationen noch mit Docetaxel 1 nM ergédnzt. In Anwesenheit von TRAM-34 ist
bereits diese Konzentration ausreichend, um eine Reduktion der Zellzahl von MMTV-PyMT
Brusttumorzellen zu erreichen (s.0.). Wie die Befunde dieser Arbeit zeigen, bewirkt TRAM-34 {iber
die IK-Kanalinhibition eine Arretierung von MMTV-PyMT Brusttumorzellen in der Gl-Phase
(s. Abb. 5.6 und Abb. 5.7). Durch die gleichzeitige Behandlung mit dem Kanalinhibitor TRAM-34
und dem Mitosehemmstoff Docetaxel werden also sowohl Zellen in der G1-Phase als auch in der
G2/M-Phase erfasst, was den synergistischen Effekt der Kombinationsbehandlung erkléren konnte.
Dieser Therapieansatz konnte demnach aufgrund der geringeren Docetaxel-Konzentration dazu
beitragen, schwerwiegende Nebenwirkungen des Zytostatikums zu reduzieren. Letztlich deuten die
Befunde zur Kombinationsbehandlung von TRAM-34 und Docetaxel darauf hin, dass dadurch auch
Therapieresistenzen gegeniiber Docetaxel iiberwunden werden konnten. Resistenzmechanismen
gegeniiber Taxanen aufgrund von zellauswérts gerichteten ABC-Transportern bzw. einer
Strukturinderung der B-Untereinheit von Tubulin lassen sich in Tumoren hiufig nachweisen.’' Dass
Therapieresistenzen durch Kaliumkanéle reguliert werden und durch eine Inhibition der
Kaliumkanalaktivitit {iberwunden werden konnen, ist beispielsweise fiir hERG-Kandle in
Leukimiezellen beschrieben.”

Ob eine Co-Applikation von TRAM-34 generell eine hohere Sensitivitit von MMTV-PyMT
Brusttumorzellen gegeniiber Zytostatika bewirkt, ist derzeit unklar. Beispielsweise wére die
Kombination von TRAM-34 mit einem Zytostatikum wie dem Antimetaboliten 5-Fluorouracil oder
dem zytostatischen Antibiotikum Doxorubicin interessant, welche nicht direkt in die Regulation des

Zellzyklus eingreifen (s. auch Anhang Tabelle 7.1).""!

Zusammengenommen unterstreichen die in vitro Daten die wichtige Funktion des IK-Kanals fiir die
Proliferation von MMTV-PyMT Brusttumorzellen. IK-Kanéle werden in murinem Brusttumorgewebe
iiberexprimiert und regulieren das Wachstum der Zellen iiber einen Eingriff in Zellzyklusprozesse
sowie die [Ca*'];-Homéostase (s.0.). IK bewirkt iiber einen verstirkten K'-Ausstrom vermutlich eine
Hyperpolarisation, was letztlich einen transienten Anstieg von [Ca’]; bewirkt. Sowohl
wachstumsfaktorinduzierte als auch spontane [Ca%]i—Signale zeigten sich sensitiv gegeniiber der
pharmakologischen oder genetischen Modulation der IK-Kanalaktivitidt. Somit konnten IK-Kanéle
moglicherweise als Komponenten der  Wachstumsfaktor-regulierten = Ras/MAPK-  und
PI3K/Akt-Signalkaskaden fungieren.”” Dariiber hinaus wurde gezeigt, dass eine Behandlung von
Brusttumorzellen mit Docetaxel in Kombination mit einer pharmakologischen Inhibition des

IK-Kanals das Zellwachstum giinstig beeinflusst.

6.2.3 IK-Kanile konnen die murine Tumorigenese in vivo beeinflussen

Die Funktion von IK-Kandlen bei Brustkrebs wurde bis jetzt ausfiihrlich mithilfe von in vitro
Systemen untersucht. Nach heutigem Wissenstand steht eine Charakterisierung der Rolle von IK fiir
die Tumorentwicklung und das Therapieansprechen in in vivo Modellen des Mammakarzinoms aus.
Ein Bestandteil dieser Arbeit war es daher, den Einfluss des IK auf die Tumorigenese anhand
geeigneter Mausmodelle zu iiberpriifen. Da der genetische Hintergrund der Tiere eine entscheidende

301,302
9

Determinante der Tumorentwicklung ist wurden zuerst IK-KO Tiere mit einem

C57Bl/6-Hintergrund {iiber insgesamt sechs Generationen (n=6) auf einen FVB-Hintergrund
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zuriickgekreuzt (s. 4.1.2). Fiir die letztlichen Versuchstiere ergab sich somit ein FVB-Anteil von iiber
98%. Inwiefern dieser FVB-Anteil zu einem identischen tumorfreien Uberleben sowie
Gesamtiiberleben fithrt, wurde durch den Vergleich der transgenen IK-WT Tiere aus der Riickzucht
mit MMTV-PyMT Tieren auf einem reinem FVB-Hintergrund deutlich. Fiir MMTV-PyMT Tiere
(FVB 100%) ist in der Literatur ein mittleres tumorfreies Uberleben von 53 bzw. 57 Tagen

300302 auf einem C57Bl/6-Hintergrund verschiebt sich dieser Wert auf 92 Tage.302 Die

beschrieben,
eigenen Kaplan-Meier-Kurven belegen, dass der FVB-Anteil von iiber 98% ausreicht, um ein
identisches tumorfreies Uberleben sowie Gesamtiiberleben wie in MMTV-PyMT Tieren (FVB 100%)
zu erzielen. Die Tiere entwickelten nach 60 + 2 Tagen (FVB 100%) bzw. 63 + 4 Tagen (FVB 98%)
den ersten Tumor (s. Abb. 5.14 A+B). Das Gesamtiiberleben war mit 100 + 3 Tagen (FVB 100%)
bzw. 92 + 3 Tagen (FVB 98%) ebenfalls nicht verdndert (s. Abb. 5.14 C+D). Mithilfe des Log-Rank-
Testes konnte kein signifikanter Unterschied zwischen den Versuchsgruppen ermittelt werden.

Im nichsten Schritt wurde untersucht, ob die genetische Ablation des IK-Kanals zu einer
Verlingerung des tumorfreien Uberlebens bzw. Gesamtiiberlebens in MMTV-PyMT Tieren fiihrt
(s. Abb. 5.15). Durch die Analyse der Kaplan-Meier-Kurven konnte mithilfe des Log-Rank-Tests kein
signifikanter Unterschied in Abhédngigkeit der IK-Kanalexpression ermittelt werden. So entwickelten
MMTV-PyMT IK-WT nach 60 + 2 Tagen den ersten Tumor, MMTV-PyMT IK-KO Tiere nach 64 + 4
Tagen (s. Abb. 5.15 A+B). Auch das Gesamtiiberleben war zwischen den beiden Genotypen nicht
signifikant verdndert: MMTV-PyMT IK-WT Tiere erreichen nach 100+3 Tagen das
Abbruchkriterium (15 mm Maximaldurchmesser des Tumors), MMTV-PyMT IK-KO Maiuse nach
107 + 3 Tagen (s. Abb. 5.15 C+D). Die Analyse der Progressionsphase ergab damit iibereinstimmend
ebenfalls keinen signifikanten Unterschied zwischen den Genotypen (s. Abb. 5.15 E).

Aufgrund der iiberzeugenden in vitro Daten zur Rolle von IK in den Brusttumorzellen (s. Abb. 5.4,
Abb. 5.5, Abb. 5.6, Abb. 5.7, Abb. 5.8, Abb. 5.10 und Abb. 5.11) waren die Ergebnisse in den
MMTV-PyMT Tieren unerwartet. Mehrere Griinde konnen jedoch dafiir verantwortlich sein, dass die
globale Ausschaltung des IK-Kanals letztlich keine Auswirkung auf die Tumorigenese im
MMTV-PyMT Mausmodell hat.

Die Komplexitit der Kaliumkanalexpression in MMTV-PyMT Brusttumorzellen bzw. dem
Mausmodell ist generell unzureichend verstanden. Aus unseren eigenen Experimenten wissen wir,
dass im MMTV-PyMT Brusttumorgewebe BK-Kanidle und SK2-Kanéle exprimiert werden (s. Abb.
5.19, Abb. 520 und Abb. 5.1). Inwiefern diese Kanile iiber eine Expressions- bzw.
Aktivitdtssteigerung in vivo der IK-Ablation entgegenwirken, ist derzeit allerdings noch unklar.
Dariiber hinaus lassen sich zumindest in humanen Brusttumorzelllinien weitere Vertreter der

3 w1 350 21,378 :
Kartp-Kanile, oder K;-Kanile’® nachweisen, welche

Kaliumkanalfamilie wie SK3-Kanéile,23
zumindest teilweise die Funktionen von IK-Kanilen iibernehmen kdnnten.

Da die Tumorigenese im MMTV-PyMT Mausmodell sehr schnell verlduft und die Entstehung von
Tumoren auBerdem bereits sehr friih einsetzt (ab 53 bzw. 57 Tagen),***** konnte der Antitumoreffekt
der IK-Kanalaktivitit zu schwach sein, um letztlich Auswirkung auf die Uberlebenskurven zu haben.
Im hiesigen Arbeitskreis wurde bereits das MMTV-cNeu Mausmodell auf einem gemischten
Hintergrund in Abhingigkeit der IK-Kanalexpression untersucht. Dieses ist durch eine langsamere
Tumorprogression charakterisiert (s. Severine Stehling ,,Untersuchung der Rolle von Ca**-aktivierten
K'-Kanilen in der Entstehung von Tumoren und deren Chemoresistenz®, Dissertationsschrift,

Universitat Tiibingen, 2014). Die Analyse der Kaplan-Meier-Kurven ergab eine signifikante
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Verlingerung des mittleren tumorfreien Uberlebens fiir die IK-defizienten Brusttumortiere. Zum Ende
des Beobachtungszeitraumes (nach 80 Wochen) hatte sich der Unterschied jedoch nivelliert. Auch im
Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde das MMTV-cNeu Mausmodell auf einem FVB-Hintergrund
(FVB-Anteil > 98%) reanalysiert (s. Abb. 5.17). Dabei zeigten die Kaplan-Meier-Kurven, dass sowohl
das tumorfreie Uberleben als auch das Gesamtiiberleben durch die IK-Kanalablation signifikant
verlangert waren. Bei MMTV-cNeu IK-WT Tieren konnte nach 247 =9 Tagen ein Tumor getastet
werden, bei IK-KO Tieren erst nach 322 £21 Tagen (s. Abb. 5.17 A+B). Das Abbruchkriterium
(15 mm Maximaldurchmesser) wurde von MMTV-cNeu IK-KO Tieren nach 391 = 19 Tagen erreicht,
von den WT Kontrolltieren hingegen bereits nach 219 £ 9 Tagen (s. Abb. 5.17 C+D). Dadurch war
auch die Progressionsphase in IK-defizienten MMTV-cNeu Tieren mit 68 + 11 Tagen signifikant
verlangert (IK-WT: 46 + 4 Tage, s. Abb. 5.17 E). Diese Befunde unterstreichen die wichtige Funktion
des IK-Kanals sowohl bei der Entstehung als auch bei der Progression des murinen
Mammakarzinoms. Sowohl im MMTV-PyMT Mausmodell als auch im MMTV-cNeu Mausmodell
wird die Tumorigenese jedoch durch dhnliche Signalkaskaden ausgelost (s. 3.1). Interessant wére es
daher, die Auswirkung der IK-Kanalablation in einem alternativen Modell zu studieren, etwa in dem
MMTV-Wnt-1 Modell, in welchem die Tumorigenese auf einer Bindung von Wingless-Int! (Wnt) an

den Frizzled-Rezeptor beruht.’”

Dies fiihrt zur Inhibition eigentlich konstitutiv aktiver Kinasen,
welche in der Folge p-Catenin nicht mehr phosphorylieren und somit dessen Expression stabilisieren
und verstdrken. Durch die Assoziation mit E-Cadherin reguliert B-Catenin beispielsweise die

Transkription von c-myc oder Cyclin D1 6379380

Durch die Generierung von MMTV-Wnt-1 positiven
IK-KO Tieren konnte iiberpriift werden, inwiefern die Wntl-abhingige Tumorigenese mdglicherweise
iiber IK das tumorfreie sowie das Gesamtiiberleben beeinflusst.

Ein eigentlicher positiv zu bewertender Antitumoreffekt der IK-Kanalablation auf die Tumorigenese
und auf das Tumorwachstum im MMTV-PyMT Modell konnte zudem durch eine verdnderte Aktivitat
des Immunsystems verschleiert werden. So werden humane und murine IK-Kanéle in mindestens drei
wichtigen Immunzelltypen, d.h. T- und B-Lymphozyten sowie Makrophagen, exprimiert und
beeinflussen mafgeblich deren Aktivitit.®' So steigt bei einer Aktivierung von T-Lymphozyten durch
Mitogene die Anzahl der IK-Kanile signifikant an.®"****%* Sje {ibernechmen in diesen Zellen in der
Folge wichtige Funktionen bei der Proliferation, vermutlich {iber die Regulation des

64,340

Membranpotentials sowie von [Caz+]i-Signalen. IK-Kanalinhibitoren werden daher als potentielle

Arzneistoffe bei Autoimmunerkrankungen, Entziindungsreaktionen und als Immunsuppressiva nach

Transplantationen angesehen.’'”*'

Diese Annahme wurde anhand eines Allotransplantationsmodell
iberpriift (s. 4.2.4). Hierfiir wurden FVB/N WT Tiere orthotop mit IK-negativen oder IK-positiven
MMTV-PyMT Brusttumorzellen transplantiert. Die prédlimindren Kaplan-Meier-Kurven {iber einen
Beobachtungszeitraum von 60 Tagen zeigen, dass das tumorfreie Uberleben in Tieren, in welche mit
IK-KO Zellen transplantiert wurden, mit 45+ 7 Tagen verglichen mit den Waildtypkontrollen
(20 + 2 Tage) signifikant verldngert ist (s. Abb. 5.16).

Dariiber hinaus sollten die erhobenen Daten zur Kombinationsbehandlung von Docetaxel mit
TRAM-34 in vitro (s.0.) durch ein geeignetes in vivo Modell iiberpriift werden. In Anbetracht dieser
Ergebnisse wire zu erwarten, dass durch die zusitzliche Inhibition des IK-Kanals niedrigere
Konzentrationen des Zytostatikums fiir gleiche Effekte ausreichen. Dadurch konnten schwerwiegende
Nebenwirkungen reduziert werden. Von der IK-Kanalinhibition sind keine allzu starken

unerwiinschten Arzneimittelwirkungen zu erwarten. So wird beispielsweise ein alternativer
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IK-Kanalblocker Senicapoc bereits in klinischen Studien der Phase III zur Behandlung der

79,80

Sichelzellandmie eingesetzt. Auch die in vivo Anwendung von TRAM-34 ist in der Literatur

bereits iiber einen langeren Zeitraum (2-12 Wochen) beschrieben, in welchem die ein- oder zweimal

tigliche Applikation 120 mg/kg KG sehr gut toleriert wird."?*

Fiir die Behandlung mit Docetaxel
empfiehlt die Literatur eine ein- oder zweimal wochentliche i.p. Injektion von 10 mg/kg KG, welche
iiber einen Gesamtzeitraum von vier Wochen erfolgen kann.’**** MMTV-PyMT IK-WT Tiere
konnten folglich mit einer Kombination aus TRAM-34 (120 mg/kg KG, s.c., tdglich, s.0.) und
Docetaxel (10 mg/kg KG, i.p., einmal wochentlich) behandelt werden und das Tumorwachstum sowie
das Gesamtiiberleben der Tiere untersucht werden. Auflerdem konnten MMTV-PyMT IK-KO Tiere
mit Docetaxel entsprechend des Protokolls behandelt werden und mit MMTV-PyMT IK-WT Tieren
verglichen werden. Dadurch konnten die im Rahmen dieser Arbeit erhobenen in vitro Daten gestiitzt

werden (s. Abb. 5.12).

Die in vivo Ergebnisse zeigen eine wichtige Funktion des IK-Kanals fiir die Tumorigenese und das
Tumorwachstum im MMTV-cNeu Mausmodell und im Allotransplantationsmodell, nicht jedoch im
MMTV-PyMT Modell. Somit konnten zumindest teilweise die im Rahmen dieser Arbeit erhobenen in

vitro Befunde bestitigt werden.

6.3 Charakterisierung von BK-Kanilen im murinen Mammakarzinom

6.3.1 MMTV-PyMT Brusttumorproben exprimieren BK-Kanile

Die Expression von BK-Kanidlen in MMTV-PyMT Brusttumorproben wurde sowohl auf mRNA-
Ebene mittels qRT-PCR (s. 4.5) als auch auf Proteinebene iiber immunhistochemische Férbungen
sowie in Membranproteinpriparationen nachgewiesen (s.4.7.2 bzw. 4.8.2). Des Weiteren wurden
mittels Patch-Clamp-Analysen funktionale BK-Kandle in den MMTV-PyMT Brusttumorzellen
identifiziert, deren Aktivitdt durch den selektiven Kanalinhibitor PAX blockiert werden kann (s. 4.4).

Auf mRNA-Ebene konnten in den MMTV-PyMT Brusttumorproben im Vergleich zu IK (s. Abb.
5.2 A) nur sehr geringe BK Expressionslevel nachgewiesen werden (s. Abb. 5.18 A). Die Spezifitét
der Primer wurde durch die Untersuchung entsprechender BK-KO Proben iiberpriift, in welchen
erwartungsgemiBl keine BK mRNA-Transkripte detektierbar waren. In primdren MMTV-PyMT
Brusttumorzellkulturen war der BK mRNA-Spiegel niedriger als im Brusttumorgewebe (s. Abb.
5.18 A). Dieser Befund deutet darauthin, dass neben den Tumorzellen selbst noch weitere Zelltypen
(z.B. vaskulire Glattmuskelzellen, Fibroblasten und Endothelzellen) BK-Kanile exprimieren,'>>'2%*%
In Ubereinstimmung mit den hier erhobenen Daten konnte BK mRNA auch in humanen
Brusttumorproben sowie MCF-7, MDA-MB-231 oder MDA-MB-361 Brusttumorzelllinien

155,170,246

nachgewiesen werden. In MCF-7 Zellen wurde zudem eine zellzyklusabhingige Expression

des BK mit einem starken Signal am Ende der G1-Phase beobachtet.'”

Die Befunde der vorliegenden
Arbeit zeigen weiter, dass das BK-Kanalprotein in murinen Mammakarzinomen exprimiert wird
(s. Abb. 5.18 C+D). Die Spezifitit des verwendeten BK-Antikorpers wurde durch Brusttumorgewebe
aus BK-KO Tieren iiberpriift, in welchem sich erwartungsgemif kein BK-Signal nachweisen lieB3.

Uberraschenderweise waren jedoch die BK mRNA-Spiegel in gesundem Brustgewebe héher als im
Brusttumorgewebe der MMTV-PyMT Maéuse (s. Abb. 5.18 B). Normalerweise lédsst sich in Tumoren,

wie beispielsweise in Gliomen, mit steigendem Tumorgrad eine hohere Expression von BK



6 Diskussion 145

nachweisen.*%¢

Auch in humanen Mammakarzinomen korrelieren erhohte Expressionslevel fiir
Kaliumkanile hiufig mit der Malignitit der Erkrankung.” Insbesondere sehr aggressive Subtypen des
Mammakarzinoms weisen hiufig hohe BK mRNA-Spiegel auf.'”>** So lassen sich in der nicht-
metastasierenden Zelllinie MCF-7 signifikant geringere BK mRNA-Expressionslevel als in der
metastasierten Brustkrebszelllinie MDA-MB-361 und als in humanen Brusttumorproben

246

beobachten.”™™ BekanntermafBlen besitzen auch die Brusttumore von MMTV-PyMT Maiusen ein hohes

1,293 so dass hohere BK mRNA-Level in diesen Karzinomen zu erwarten

Metastasierungspotentia
wéren. In der Literatur finden sich jedoch auch Befunde, welche das Ergebnis der vorliegenden Arbeit
stiitzen. So konnte die Arbeitsgruppe um Lukas Bubendorf eine Amplifikation des KCNMA1 Gens und
damit verbunden eine Uberexpression von BK. mRNA und Protein nur in 23 von 1200 untersuchten
Brusttumorbiopsien nachweisen.'”> Weitere Arbeiten implizieren sogar, dass das Brusttumorgewebe
signifikant weniger BK-Protein als gesundes Brustgewebe exprimiert.”’ Dariiber hinaus ist bekannt,
dass die Expression von K,l1.5-Kandlen im Lymphom bzw. Gliom sowie die K,7.1 Level im
Kolonkarzinom invers mit der Malignitit korrelieren.”” Generell ist zu beriicksichtigen, dass der
alleinige Nachweis der BK mRNA-Transkripte keine direkten Schlussfolgerungen auf die
Proteinexpression und damit auf die Funktionalitidt der Kanile erlaubt. So konnte es beispielsweise
sein, dass MMTV-PyMT Brusttumorgewebe geringere BK mRNA-Mengen aufweisen, allerdings auf
Proteinebene eine alternative Splicevariante exprimieren, welche zu einem verdnderten Kaliumstrom
filhrt und dadurch zur malignen Transformation des Brustgewebes beitrdgt. In Glioblastomen ist mit
dem gBK bereits eine tumorspezifische Isoform beschrieben worden, welche aufgrund einer
verkiirzten intrazelluliren Sequenz bereits bei niedrigeren Membranpotentialen aktiviert wird.'®’
Allerdings wurde kein Vergleich der BK-Kanalexpression auf Proteinebene mit anderen
Brusttumorsubtypen oder gesundem Brustgewebe durchgefiihrt. Ebenso konnte die Funktion von BK
in MMTV-PyMT Brusttumorzellen durch eine verdnderte Expression der modulierenden - bzw.
y-Untereinheiten beeinflusst werden.”'°>'% Auch ist denkbar, dass die Kanalaktivitit durch SNPs
moduliert werden konnte. Im Rahmen einer Kollaboration unseres Arbeitskreises mit dem Institut fiir
Klinische Pharmakologie (IKP) in Stuttgart konnten Variationen von BK als Brustkrebs-Loci
identifiziert werden (s. Julia Baranski ,,Auswirkungen genetischer Varianten von KCNMA1 und
KCNN4 auf die Suszeptibilitét fiir Brustkrebs, Masterarbeit, 2012).

Mithilfe der Patch-Clamp-Technik wurde im nédchsten Schritt gezeigt, dass BK-Kandle in
MMTV-PyMT Brusttumorzellen funktional sind. Diese Experimente wurden im Rahmen einer
Kooperation von Dr. Benjamin Stegen von der Radioonkologie des Universititsklinikums Tiibingen
durchgefiihrt. Sowohl iiber die whole cell configuration (s. Abb. 5.19) als auch iiber die cell attached
configuration (s. Abb. 5.20) wurden in MMTV-PyMT BK-WT Zellen BK-typische Strome detektiert,
deren Auswirtsleitfdhigkeit durch PAX blockiert werden konnte. Diese Stromkomponente war
erwartungsgemdBl in BK-KO Zellen nicht nachweisbar (s. Abb. 5.20 B). Auch in der humanen
Zelllinie MCF-7 konnten zellzyklusabhingig BK-Strome identifiziert werden, die pharmakologisch

durch IbTx gehemmt werden konnen.'”

Die im Rahmen der Expressionsanalyse erhobenen Daten lassen gemeinsam mit den Ergebnissen aus
der Literatur darauf schlieBen, dass BK-Kanile eine wichtige Funktion im Zuge der malignen
Transformation des Brustgewebes sowohl bei der Maus als auch beim Menschen tibernehmen.
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6.3.2 BK-Kaniile regulieren das Wachstum von MMTV-PyMT Brusttumorzellen in
vitro

Die genetische Ablation des BK-Kanals fiihrt zu einer verminderten Wachstumsrate von
MMTV-PyMT Brusttumorzellen (s. Abb. 5.21). Im Zuge der Diplomarbeit von Hoang Y Nguyen
wurde zudem die Auswirkung der pharmakologische Kanalinhibition mittels PAX auf das Wachstum
untersucht (s. Hoang Y Nguyen ,,Rolle von SK4- und BK-Kanilen fiir das Wachstum von MMTV
PyMT Brusttumorzellen®, Diplomarbeit, Universitdt Tiibingen, 2013). Diese hatte allerdings keinen
wachstumsinhibierenden Effekt, obwohl im Rahmen der vorliegenden Arbeit in MMTV-PyMT
Brusttumorzellen PAX-sensitive Strome identifiziert wurden (s. Abb. 5.19 und Abb. 5.20). In der
Literatur ist hdufiger beschrieben, dass sich Kanalstrome in Tumorzellen durch selektive Inhibitoren
blockieren lassen, dies in der Folge aber das Zellwachstum nicht beeinflusst. Dies ist beispielsweise
fiir die Glioblastomzelllinie U251 bekannt, in welcher die Applikation von PAX 2 uM einerseits zu
einer fast vollstindigen Authebung des BK-Stromes fiihrt.>** Andererseits kann selbst mit hoheren
Konzentrationen von PAX (10 uM) kein Einfluss auf die Proliferation beobachtet werden. Letztlich
konnte das Wachstum nach einer BK-Kanalinhibition nur in serumfreiem Medium reduziert werden.***
Auch humane Brusttumorzelllinien exprimieren BK-Kanéle, welche mit einem selektiven Inhibitor
wie PAX oder IbTx inhibiert werden konnen, allerdings wird das Zellwachstum dadurch nicht

170346388 11y diesen konnte nur nach Stimulation des Zellwachstums mit ATP und damit

verandert.
verbunden iiber einen Anstieg von [Ca’’]; durch die anschlieBende BK-Kanalblockade ein
antiproliferativer Effekt beobachtet werden.®® In einer anderen Arbeit wurde hingegen durch die
pharmakologische Inhibition sowie den siRNA-vermittelten knockdown ein antiproliferativer Effekt in
einigen humanen Brustkrebszelllinien beobachtet.'” Offensichtlich bedarf es fiir die Aufklirung der
tatsdchlichen Funktion des BK-Kanals fiir die Proliferation von Brustkrebszellen weiterer Studien,
welche nicht wie bisher auf der pharmakologischen Blockade bzw. dem knockdown basieren.
Inhibitoren konnen schlie8lich weitere Angriffspunkte besitzen und eine Behandlung mit siRNA fiihrt
hdufig lediglich zu einer Herunterregulation, nicht aber zu einer vollstdindigen Ausschaltung der
Zielstruktur. Insofern sind die im Rahmen dieser Arbeit analysierten Primérzellsysteme mit
genetischer Ablation des BK-Kanals richtungsweisend, da diese definitiv keine funktionalen
BK-Kanile exprimieren. In der Tat fiihrt das Fehlen des BK-Kanals zu einer signifikant reduzierten
Wachstumsrate von MMTV-PyMT Brusttumorzellen im Vergleich zu BK-WT Zellen (s. Abb. 5.21).
Folglich sind endogene BK-Kanile essentiell fiir das maligne Wachstum von MMTV-PyMT

Brusttumorzellen.

6.3.2.1 Die genetische Ablation von BK hat keinen Einfluss auf die mRNA-Expression von Ras
und p53 in MMTV-PyMT Brusttumorzellen

Wie bereits in Kapitel 1.3.1.1 beschrieben, konnen Ionenkanédle Wachstum und Proliferation unter
anderem iiber einen Eingriff in den Zellzyklus regulieren (s.0.). BK-Kanéle interagieren zudem in
Fibroblasten mit dem Ras/Raf-Signalweg.****' Ob endogene BK-Kanile das Wachstum der
MMTV-PyMT Brusttumorzellen ebenfalls {iber eine Regulation der Ras-Expression beeinflussen,
wurde anhand der mRNA-Expression der Ras-Subtypen (hras, nras, kras) in Abhingigkeit der
BK-Kanalexpression mittels qRT-PCR {iiberpriift. Es konnte jedoch keine konstante Tendenz fiir eine
unterschiedliche mRNA-Expression der Ras-Subtypen in BK-WT und BK-KO Proben ermittelt
werden (s. Abb. 5.22). So war beispielsweise das Expressionslevel von kras in MMTV-PyMT BK-WT
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Brusttumorgewebe etwa doppelt so hoch wie in BK-KO Gewebe, der Unterschied erreichte jedoch
nicht das Signifikanzniveau. Im Gegenzug konnte in MMTV-PyMT BK-KO Zellen eine signifikante
Hochregulation von nras im Vergleich zu BK-WT Zellen beobachtet werden. Generell erlaubt diese
Analyse auf mRNA-Ebene keine Riickschliisse auf Anderungen der Proteinfunktion. Da zunichst nur
die Ras mRNA-Basallevel der Subtypen bestimmt wurden, ist derzeit auch unklar, ob die Expression
von Ras in Abhéngigkeit der Kultivierungsdauer moglicherweise BK-abhdngig reguliert wird. Die
Aktivitdt von Ras in BK-WT bzw. BK-KO Proben konnte aulerdem mithilfe spezieller Enzymassays
untersucht werden.”**** Auch downstream-Effektoren des Ras-Signalwegs wie PIP,, PI3K und PTEN
konnten durch die BK-Kanalaktivitit beeinflusst sein.'>

Ebenfalls ist bekannt, dass eine Hemmung der BK-Kanalaktivitit in Zervixkarzinom- und
Endometriumkarzinomzellen iiber eine erhhte Expression von p53 antiproliferativ wirkt."” Die p53
Expression ist unter Basalbedingungen nur gering. Im Zuge eines entsprechenden Stimulus,

beispielsweise bei DNA-Schiden, wird es stabilisiert und akkumuliert im Nukleus.*'

Der Vergleich
von BK-WT Brusttumorproben und entsprechenden BK-KO Proben zeigte lediglich eine Tendenz fiir
eine hohere p53 mRNA-Expression nach BK Ablation (s. Abb. 5.23 A+B). Anderungen in der p53
Expression scheinen also nicht fiir das langsamere Wachstumsverhalten der MMTV-PyMT BK-KO
Zellen verantwortlich zu sein. Letztlich wird die Aktivitdt von p53 iiber translationale Modifikationen
beeinflusst, insbesondere iiber Phosphorylierungen, Acetylierungen oder Ubiquitinierungen.*"
Phosphorylierungen und Acetylierungen betreffen insbesondere mutiertes p53 und bewirken eine

Stabilisierung und Akkumulation im Nukleus.*'

Demnach koénnte der Phosphorylierungs- oder
Acetylierungsstatus von p53 in Abhéngigkeit der BK-Kanalexpression bzw. -aktivitit variieren. Ein

solcher Nachweis wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit nicht durchgefiihrt.

6.3.2.2 Der Zellzyklus von MMTV-PyMT Brusttumorzellen ist von der BK-Kanalaktivitiit
abhingig

Durch die Restimulation mit Serum konnte eine zyklische Expression von p53 zu den untersuchten

Zeitpunkten in beiden Genotypen ermittelt werden (s. Abb. 5.23 C). Erwartungsgemi3 war das

Expressionslevel unter unstimulierten Bedingungen (t = 0 h) sowohl in BK-WT als auch in BK-KO

32 Nach Serumstimulation

Zellen am hochsten, da ein Serumentzug zu einer Induktion von p53 fiihrt.
war zwischen den Genotypen kein signifikanter Unterschied im p53 Level erkennbar.

Im Gegensatz dazu ist die mRNA-Expression der immediate early genes c-fos und c-jun von der
BK-Expression abhédngig. So konnte in beiden Genotypen nach einer Serumrestimulation von 30 min
erwartungsgemal ein Anstieg der c-fos und c-jun mRNA beobachtet werden (s. Abb. 5.24). Jedoch
stellte sich dieser Anstieg in den BK-KO Zellen signifikant geringer dar. Eine Beteiligung von
BK-Kanilen an der Zellzyklusregulation von Tumorzellen ist fiir die Gliomzelllinie D54-MG
beschrieben.'®! Hier fiihrt eine BK-Kanalblockade durch IbTx iiber eine Arretierung der Zellen in der

S-Phase zu einer Inhibition des Wachstums.’**

Die untersuchten immediate early genes c-fos und c-jun
werden allerdings unmittelbar zu Beginn der G1-Phase durch eine Wachstumsfaktorstimulation
gebildet.'>""*"”? Da die BK-Kanalexpression in MMTV-PyMT Brusttumorzellen zu einer
verminderten Expression von c-fos und c-jun fiihrt, regulieren BK-Kandle in diesem Zelltyp
vermutlich eher den G1/S-Ubergang. Bis jetzt wurde eine Interaktion von BK-Kanilen mit c-fos und
c-jun bzw. dem Dimerisierungsprodukt AP-1 in Tumorzellen allerdings noch nicht beschrieben.
Jedoch ist bekannt, dass PAX die Expression von c-fos im somatosensorischen Cortex von Méusen

reduziert.*”> Des Weiteren wire ein indirekter Mechanismus iiber NFAT denkbar, welches einen
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Transkriptionspartner von AP-1 darstellt (s.0.) und von dem bereits Interaktionen mit BK bekannt
sind. Beispielsweise fiihrt eine Aktivierung des NFAT-Subtyps NFATc3 in Glattmuskelzellen dazu,
dass die f1-Untereinheit von BK herunterreguliert wird, wodurch die Ca**-Sensitivitit des BK-Kanals

verringert wird.**

Durch die Untersuchung von Zellzyklusmarkern, welche typischerweise in der
S-Phase exprimiert werden, konnte iiberpriift werden, ob BK-Kanéle wie in Gliomzellen (s.0.) auch in
MMTV-PyMT Brusttumorzellen fiir die Progression durch die S-Phase essentiell sind. Hierzu zdhlen
beispielsweise Cyclin E oder Cyclin A, welche wihrend des G1/S-Ubergangs bzw. wihrend der
Progression durch die S-Phase aktiv sind."”’ Insbesondere die Expression von Cyclin E ist von
Interesse, da der G1/S-Ubergang auch von der Aktivitit von p53 abhingig ist,"’ fiir dessen Expression
zumindest eine Tendenz zu hdheren Spiegeln in MMTV-PyMT BK-KO Zellen gezeigt werden konnte
(s.0.). Zudem lassen sich am GI1/S-Ubergang in der Regel eine Hyperpolarisation des

8

Membranpotentials sowie eine hohe Kaliumpermeabilitit beobachten,'™ was eine Beteiligung von

BK-Kanélen impliziert.

6.3.2.3 Das BK-abhiingige Wachstum von MMTV-PyMT Brusttumorzellen ist teilweise durch
eine BK-vermittelte Modulation apoptotischer Prozesse erklirbar”

BK-Kandlen werden in unterschiedlichen Tumorentititen sowohl pro- als auch antiapoptotische

199.200213.225 11y Rahmen dieser Arbeit fiihrte die BK-Kanalablation zu einer

Funktionen zugeschrieben.
geringeren Wachstumsrate der MMTV-PyMT Zellen (s. Abb. 5.21), was u.a. auf eine antiapoptotische
Rolle des BK hinweist. Diese Hypothese wurde daher mithilfe der TUNEL-Féarbung (s.4.7.3)
iiberpriift, welche die Detektion von DNA-Fragmenten in apoptotischen Zellkernen ermoglicht. Zu
allen Beobachtungszeitpunkten konnten in BK-KO Zellen mehr apoptotische Zellkerne detektiert
werden als in Wildtypzellen (s. Abb. 5.25). Zum Zeitpunkt der Restimulation, also nach 72-stiindigem
Serumentzug, war der Unterschied signifikant. Es scheint also, dass die Zellen aufgrund des Fehlens
des BK-Kanals sensitiver auf den Serumentzug reagieren, welcher in den Zellen zu einer
G1-Arretierung fiihrt. Fiir den Eintritt in die S-Phase, welcher durch die Restimulation induziert wird,

57 Diese Proteine erkennen und

ist die Aktivierung sogenannter checkpoint-Proteine notwendig.
reparieren DNA-Schidden oder 18sen in irreparabel geschiadigten Zellen den apoptotischen Zelltod aus.
Moglicherweise  hdngen die Aktivierung der checkpoint-Proteine und  anschlieende
Reparaturmechanismen in MMTV-PyMT Brusttumorzellen von der BK-Kanalaktivitit ab. Ein Fehlen
des BK-Kanals konnte demnach dazu fiihren, dass diese Reparaturmechanismen in Folge des
Serumentzugs stark eingeschriankt sind und dadurch in diesen Zellen verstirkt die Apoptose ausgeldst
wird. Dies konnte erkldren, warum BK-KO Zellen eine geringere Wachstumsrate aufweisen (s. Abb.
5.21). Eines dieser checkpoint-Proteine ist beispielsweise p53 (s. 1.3.1.1),"’welches in BK-KO Zellen
nach 1,5-stiindiger Restimulation im Vergleich zu BK-WT Zellen verstérkt exprimiert wird (s. Abb.
5.23 C). Auch in der Zervizkarzinomzelllinie HeLLa sowie der Ovarialkarzinomzelllinie A2780 fiihrt
eine BK-Kanalinhibition zu einer Induktion der Apoptose iiber p53."”> Uber die TUNEL-Firbung kann
allerdings nicht {berpriift werden, ob BK-Kanidle in den extrinsischen oder intrinsischen
Apoptosesignalweg eingreifen (s. 1.3.1.2). Fiir die Gliomzelllinie D54-MG ist beispielsweise eine

Regulation des extrinsischen Signalwegs iiber BK-Kanile beschrieben.*"
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6.3.2.4 Die Docetaxelsensitivitit von MMTV-PyMT Brusttumorzellen ist nicht von der
BK-Kanalaktivitit abhéingig

In MMTV-PyMT BK-KO Zellen waren also mehr apoptotische Zellkerne als in BK-WT Zellen
detektierbar (s.o.), was eine BK-regulierte Induktion der Apoptose vermuten lisst. Eventuell ldsst sich
diese auch durch die gleichzeitige Applikation von Zytostatika beeinflussen. Im Rahmen dieser Arbeit
wurde daher Tberpriift, inwiefern der BK-Kanalstatus das Ansprechen der MMTV-PyMT
Brusttumorzellen auf eine Behandlung mit dem Taxan Docetaxel beeinflusst.

Sowohl in BK-KO Zellen als auch in BK-WT Zellen konnte durch die Applikation von Docetaxel
dosisabhéngig eine zytotoxische Wirkung beobachtet werden (s. Abb. 5.26). BK-KO Zellen reagierten
bereits zu einem etwas fritheren Zeitpunkt (24 h) auf die Behandlung mit Docetaxel (10 nM) als die
WT Kontrollen, allerdings konnten zu den Beobachtungszeitpunkten lediglich nichtsignifikante
Unterschiede zwischen den beiden Genotypen erfasst werden. Eventuell kdnnte man zu einem
spateren Zeitpunkt einen signifikanten Effekt nachweisen. Nach unserem Wissensstand gibt es
allerdings noch keine Arbeiten, welche potentiell synergistische Mechanismen einer
BK-Kanalablation bzw. -inhibition mit PAX oder IbTx und Docetaxel oder anderen Zytostatika
beschreiben. Fiir Ovarialkarzinomzellen ist sogar beschrieben, dass ein knockdown bzw. eine
Inhibition von BK die Resistenz gegeniiber Cisplatin erhoht.*** Gegebenenfalls kénnte iiberpriift
werden, ob die gleichzeitige Applikation von PAX die Sensitivitit von MMTV-PyMT
Brusttumorzellen gegeniiber Docetaxel oder anderen Zytostatika steigert.

Zusammengenommen unterstreichen diese Daten die wichtige Funktion des BK-Kanals fiir die
Wachstumskontrolle von MMTV-PyMT Brusttumorzellen in vitro. BK-Kanédle werden in murinem
Brusttumorgewebe exprimiert und regulieren die Proliferation iiber einen Eingriff in den Zellzyklus
sowie in apoptotische Prozesse (s.0.). Es wurde daher versucht, die Ergebnisse in einem geeigneten in

vivo Modell zu validieren.

6.3.3 BK-Kanile konnen die murine Tumorigenese in vivo beeinflussen

Die Funktion von BK-Kandlen bei Brustkrebs wurde bis jetzt ausfiihrlich anhand von in vitro
Modellen untersucht. Ein weiterer Bestandteil dieser Arbeit war es, die Funktion der
BK-Kanalaktivitdt mithilfe pharmakologischer und genetischer Methoden bei der Tumorigenese in
vivo anhand geeigneter Mausmodelle zu charakterisieren. Analog zum IK-Modell wurden auch
BK-KO Tiere auf einen FVB-Hintergrund iiber sechs Generationen zuriickgekreuzt (s. 4.1.2).

Zuerst wurde tiberpriift, ob ein FVB-Anteil > 98% ausreicht, um in transgenen WT Wurfgeschwistern
aus der Riickzucht ein identisches tumorfreies Uberleben sowie Gesamtiiberleben wie fiir
MMTV-PyMT Tiere (FVB 100%) zu erzielen (s. Abb. 5.27). Fiir MMTV-PyMT Tiere mit reinem
FVB-Hintergrund ist in der Literatur ein mittleres tumorfreies Uberleben von 53 bzw. 57 Tagen
beschrieben,mo’302 auf einem C57Bl/6-Hintergrund verschiebt sich dieser Wert auf 92 Tage.302 Die
Kaplan-Meier-Kurven belegen, dass MMTV-PyMT Tiere (FVB 98%) mit 58 £2 Tagen ein
identisches tumorfreies Uberleben aufweisen wie MMTV-PyMT Tiere mit reinem FVB-Hintergrund
(60 £2 Tage) (s. Abb. 5.27 A+B). Auch das Gesamtiiberleben der Versuchsgruppen war nicht
verdndert (s. Abb. 5.27 C+D): MMTV-PyMT Tiere (FVB 100%) erreichen nach 100 + 3 Tagen das
Abbruchkriterium (15 mm Maximaldurchmesser), MMTV-PyMT (FVB 98%) nach 94 + 7 Tagen.

Mithilfe des Log-Rank-Testes konnte kein signifikanter Unterschied ermittelt werden.
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Im néchsten Schritt wurde untersucht, ob sich durch die genetische Ablation des BK-Kanals ein
Vorteil beziiglich des tumorfreien Uberlebens bzw. Gesamtiiberlebens fir MMTV-PyMT Tiere ergibt.
Die Kaplan-Meier-Kurven zeigen, dass durch das Fehlen des BK-Kanals eine signifikante
Verlingerung des tumorfreien Uberlebens erreicht wurde (s. Abb. 5.28 A). In BK-WT Tieren war der
erste Tumor nach 60 + 2 Tagen tastbar, in BK-KO Tieren erst nach 81 + 4 Tagen (s. Abb. 5.28 B). Fiir
das Gesamtiiberleben konnte jedoch kein protektiver Effekt durch die BK-Kanalablation ermittelt
werden (s. Abb. 5.28 C+D), die Progressionsphase war durch das Fehlen des Kanals sogar verkiirzt
(s. Abb. 5.28 E). Jedoch wurde auch beobachtet, dass die Entwicklung der BK-KO Tiere auf einem
FVB-Hintergrund verglichen mit ihren Wurfgeschwistern (WT bzw. HET) veréndert ist. So wurden
statistisch weniger transgene Tiere mit BK-Kanaldefizienz generiert (s. Anhang Abb. 7.4). Aus den
Verpaarungen von MMTV-PyMT BK-heterozygoten Ménnchen mit BK-heterozygoten Weibchen
Tieren ist in 25% der Nachkommen eine homozygote Ausschaltung des BK-Kanals zu erwarten, von
denen wiederum die Hélfte positiv fiir das PyMT Transgen ist (12,5%). Da lediglich weibliche Tiere
beziiglich des Einflusses der BK-Kanalaktivitit auf die Tumorigenese untersucht wurden, betrigt die
statistische Ausbeute der Versuchstiergenotypen MMTV-PyMT BK-WT und MMTV-PyMT BK-KO
jeweils 6,25% (s. Anhang Tabelle 7.7). Abb. 7.4 (Anhang) zeigt allerdings, dass entgegen der
erwarteten 6,25% insgesamt nur 4,21% weibliche MMTV-PyMT BK-KO generiert wurden. Im
Gegensatz dazu wurden jedoch 9,81% MMTV-PyMT BK-WT und 16,36% MMTV-PyMT BK-
heterozygote Weibchen erhalten. Ein Fehlen des BK-Kanals scheint also insbesondere in
MMTV-PyMT FVB/N Weibchen zu einer starken Entwicklungsstérung und damit zu einer hohen pra-
oder postnatalen Letalitdt zu filhren. BK-KO Tiere auf einem FVB-Hintergrund waren zum Zeitpunkt
ihrer Identifikation mittels Genotypisierungs-PCR bereits deutlich kleiner und leichter und sie wiesen
unabhéngig von der Tumorentwicklung bereits eine geringere Lebenserwartung auf. Von den acht
potentiellen Versuchstieren starben bereits drei vor einer Tumorentwicklung im Alter von 64, 77 bzw.
173 Tagen. Ein weiteres BK-KO Tier starb kurz nach Erstpalpation (nach 98 Tage) schon vor
Erreichen des Abbruchkriteriums im Alter von 105 Tagen. Offensichtlich ist die Penetranz der BK-
abhingigen Entwicklungsschddigung vom genetischen Hintergrund der Mause abhingig. Dies fiihrt
eventuell zu einem Uberlebensnachteil bzw. letztlich einer verkiirzten Lebenserwartung. Dass eine
BK-Kanalablation auch in nicht-transgenen Tieren in Abhéngigkeit des genetischen Hintergrunds zu
Entwicklungsstorungen fiihrt, wurde im hiesigen Arbeitskreis fiir BK-KO Tiere auf einem SV129-
Hintergrund beobachtet. Diese Tiere waren zum Zeitpunkt der Genotypisierung (Alter 3 Wochen)
verglichen mit BK-defizienten C57Bl/6-Tieren deutlich kleiner und leichter. Auch in der Literatur
wird davon berichtet, dass der genetische Hintergrund einen entscheidenden Einfluss auf die

395,396

Entwicklung und prénatale Letalitit sowie den Phanotyp von KO Tieren hat. BK-Kanile werden

ubiquitédr exprimiert und sind daher an der Regulation vieler physiologischer und pathophysiologischer
Prozesse beteiligt (s. Einleitung). So weisen BK-KO Tiere einen erhdhten Blutdruck und damit

126
f.

verbunden auch einen Hyperaldosteronismus au Die Entstehung von Bluthochdruck héngt

beispielsweise auch in Miusen mit einer Defizienz der Cyclooxygenase 2 (COX-2) vom Stamm der

untersuchten Tiere ab.*”’

Untersuchungen zu Mechanismen, welche die Entwicklung von BK-KO
Tieren auf dem FVB-Hintergrund beeintrichtigen, wurden allerdings im Rahmen dieser Arbeit nicht
durchgefiihrt. Vielmehr wurden alternative Strategien entwickelt, iber welche die genannten Nachteile

der globalen BK-KO Tieren umgangen werden konnten.
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Es wurde Dbeispielsweise begonnen, MMTV-PyMT Brusttumorzellen ohne oder mit
BK-Kanaldefizienz in FVB/N Wildtyptiere orthotop zu transplantieren (s. 4.2.4), um anschlieend das
tumorfreie Uberleben sowie das Gesamtiiberleben dieser Tiere zu erfassen. Die Empfingertiere der
allogenen Transplantation sind genetisch und beziiglich der BK-Kanalexpression identisch (WT). Im
Gegensatz zum globalen BK-KO Mausmodell sind daher in diesem Modell keine phénotypischen
Nachteile zu erwarten. Unterschiede im Tumorwachstum nach Inokulation der Empfangertiere sollten
vielmehr direkt mit dem Genotyp der Brusttumorzellen korrelieren. Die vorldufigen Befunde iiber
einen Beobachtungszeitraum von 60 Tagen zeigen, dass Tiere, in welche MMTV-PyMT BK-KO
Zellen transplantiert wurden, vor einer Tumorentstehung geschiitzt sind (s. Abb. 5.29). Die
Wildtypkontrolltiere entwickeln hingegen bereits nach 20 + 2 Tagen einen Tumor.

Zusitzlich werden im hiesigen Arbeitskreis bereits MMTV-PyMT Tiere auf einem FVB-Hintergrund
generiert, welche einen sogenannten konditionalen KO des BK-Kanals aufweisen. Mithilfe der Cre-
Rekombinase, welche beispielsweise durch den  vorangeschalteten = MMTV-Promotor
brustgewebespezifisch exprimiert wird,””® kann dann der BK-Kanal zu einem definierten Zeitpunkt
ausschlieBlich im Brustgewebe ausgeschaltet werden. Zusidtzlich kann mithilfe dieses Mausmodells
iiberpriift werden, ob das sogenannte tumour microenvironment, also die Umgebung des Tumors,”®
fiir die Verlingerung des tumorfreien Uberlebens bei BK-Kanaldefizienz verantwortlich ist oder ob
der Antitumoreffekt der BK-Kanalablation sich in den Brustkrebszellen selbst manifestiert. Das
tumour microenvironment umfasst viele verschiedene Zelltypen wie Endothelzellen, Fibroblasten,
Immunzellen und auch Glattmuskelzellen, in welchen BK-Kanile exprimiert werden.”® Das Fehlen
endothelialer BK-Kanile konnte in diesem Zusammenhang beispielsweise zu einer verringerten
Vaskularisierung, Angiogenese und somit Blutversorgung des Tumors fithren. Die Fiahigkeit zur
Angioneogenese ist ein wichtiges Charakteristikum von Tumorzellen,'*"'** da die Versorgung der
Tumoren mit Sauerstoff und Nahrstoffen {iber die Gefdle ab einer bestimmten Tumorgréfe essentiell
ist.

Die Befunde dieser Arbeit zeigen, dass die genetische Ablation von BK sowohl in einem spontanen
Mausmodell (MMTV-PyMT, s. Abb. 5.28) als auch im induzierten Modell der Allotransplantation
(s. Abb. 5.29) zu einer signifikanten Verlingerung des tumorfreien Uberlebens fiihrt. Daher wurde
untersucht, ob auch eine pharmakologische Inhibition des Kanals mit PAX einen moglicherweise
therapeutisch weiterentwickelbaren Antitumoreffekt hat. MMTV-PyMT Tiere wurden im Rahmen
dieser Versuche ab einem Alter von 40 Tagen fiir insgesamt vier Wochen bereits vor der
Tumorentstehung mit dem selektiven BK-Kanalinhibitor zwei Mal tiglich i.p. injiziert (s.4.2.3).
Dieses Regime hatte jedoch weder einen Einfluss auf das tumorfreie Uberleben noch auf das
Gesamtiiberleben der Tiere (s. Abb. 5.30). Die Wirksamkeit von PAX wurde mithilfe von Tests zur
Motorkoordination tberpriift (s. 4.2.3.2). Alle behandelten Tiere zeigten erwartungsgemil aufgrund
der BK-Kanalinhibition im ZNS motorkoordinative Einschrankungen mit Tremor und Ataxie (s. Abb.
5.31),”""* weshalb eine unzureichende Blockade oder Wirkung des Inhibitors weitgehend
ausgeschlossen werden kann.

Allerdings konnten toxische Wirkungen des Vehikels mit einem DMSO-Anteil von 90% dafiir
verantwortlich sein, dass die pharmakologische Inhibition zu keiner Verlingerung des tumorfreien
Uberlebens bzw. Gesamtiiberlebens fiihrt. Durch die mehrfachen Injektionen wurden schorfartige
Verletzungen beobachtet, welche sich allerdings nicht an der Einstichstelle befanden, sondern an dem
Ort, an welchem die Injektionslosung aus der Kaniile austrat. Der Applikationsort wurde daher
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regelmiBig gewechselt. Es wurden bereits einige Studien zur toxischen Wirkung von DMSO bei i.p.

399-401

Langzeitapplikationen (3-12 Wochen) verdffentlicht. Auch in diesen Arbeiten wird von

Exsudationen aufgrund der wiederholten Injektionen berichtet, welche durch s.c. Injektionen jedoch

reduziert werden kdnnen.*”#%

Die Tiere wiesen zudem Unruhe, depressives Verhalten und allgemeine
Schwiche und bei héheren Dosen auch Animie auf.” Es ist auch bekannt, dass eine i.p. Injektion von
32% bzw. 64% DMSO (in Saline) zu einer Reduktion der lokomotorischen Aktivitit von Méausen
fiihrt.*”> Die von Caujolle et al. verwendete Dosierung von DMSO betrug pro Applikation 2,5g/kg
KG."® Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Tiere jedoch einer hoheren Menge DMSO pro Injektion
ausgesetzt. Generell muss davon ausgegangen werden, dass die Behandlungsphase fiir die Tiere
schmerzhaft und mit einer erheblichen Belastung verbunden war. Psychische Belastungen und Stress
werden schon ldnger als Risikofaktoren fiir Krebs diskutiert. Ratten entwickeln beispielsweise nach
einem Stressstimulus frither Tumore und besitzen eine geringere Uberlebenswahrscheinlichkeit als

403

Kontrolltiere.”~ Zudem wird beschrieben, dass auch bei Menschen belastende Lebenserfahrungen mit

einer schlechteren Uberlebenswahrscheinlichkeit und héherer Mortalitiit korrelieren, nicht jedoch die

Inzidenz beeinflussen.*™

Dies wird auf eine verdnderte Expression von Zytokinen und damit
verbunden mit einer verschlechterten Immunantwort zuriickgefiihrt.*”**”” Solche Effekte konnten auch
einen potentiell protektiven Effekt der BK-Kanalinhibition iiberdecken. Im Rahmen dieser Arbeit
wurde daher auch versucht, die Zusammensetzung des Losungsmittels schrittweise zu verdndern
(Daten nicht gezeigt). Allerdings war die Loslichkeit von PAX bereits in einer Mischung mit hdherem
Wasseranteil (hier: 8:2 Teile DMSO:Wasser) zu gering.

Ein generelles Problem der pharmakologischen BK-Kanalinhibition sind die erheblichen
Nebenwirkungen aufgrund der ubiquitiren Expression des Kanals. Neben motorkoordinativen
Einschriankungen ist bei potentiell behandelten Patienten unter anderem auch mit einem Anstieg des

Blutdrucks zu rechnen.'?!*!

In Abhéngigkeit des Subtyps handelt es sich beim Mammakarzinom
jedoch um eine Tumorentitit mit einer vergleichsweise hohen 5-Jahres-Uberlebensrate." Somit wire
nur fiir eine bestimmte Subgruppe mit schlechter Prognose und nachgewiesener
BK-Kanaliiberexpression eine Therapie mit einem BK-Inhibitor gerechtfertigt. Durch einen WirkstofT,
welcher die Blut-Hirn-Schranke nicht passieren kann, konnten zumindest die schwerwiegenden ZNS-
Nebenwirkungen ausgeschlossen werden. Dariiber hinaus ist noch nicht geklért, ob der protektive
Effekt der Kanalablation nur durch iiber die Tumorzellen selbst oder beispielsweise auch iiber die
Glattmuskelzellen der GefdBe und das tumour microenvironment vermittelt wird (s.0.). Wire das
Fehlen in den Tumorzellen fiir diese Wirkung verantwortlich, wire ein Inhibitor denkbar, welcher
speziell den BK-Kanal in diesen Zellen adressiert. Ein vergleichbarer Ansatz wurde beispielsweise mit
durch die Kopplung eines Zytostatikums an den monoklonalen Antikérper Trastuzumab (s. 1.1.2)
realisiert.*” Trastuzumab bindet an HER2-positive Brusttumorzellen, so dass das Zytostatikum nach
Internalisierung spezifisch in diesen Zellen den apoptotischen Zelltod ausldst, was die zielgerichtete

Therapie begiinstigt.**

Denkbar wire also eine analoge Formulierung mit PAX, welche zur
Behandlung von Tumoren mit einer nachgewiesenen BK-Kanaliiberexpression eingesetzt werden
kann. Dadurch wiirden BK-Kanile insbesondere in Brusttumorzellen blockiert, so dass das Risiko
unerwiinschter Arzneimittelwirkungen durch PAX stark reduziert werden konnte.

Wenngleich durch die Applikation von Docetaxel in vitro kein positiver Effekt der BK-Kanalablation
auf die Wachstumsrate der Brusttumorzellen erfasst werden konnte, ist es dennoch mdglich, dass mit

einem anderen Zytostatikum ein synergistischer Effekt durch die gleichzeitige BK-Kanalinhibition
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erreicht werden kann, so dass fiir beide Substanzen die Dosis und somit das Nebenwirkungsrisiko
reduziert werden kann. /n vivo Anwendungen von Docetaxel bei Méusen sind in Kapitel 6.2.3

ausfiihrlich beschrieben.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte die Funktion des BK-Kanals auf die Tumorigenese des
murinen Mammakarzinoms in vitro und in vivo charakterisiert werden. Funktionale BK-Kanile
regulieren das Wachstum von MMTV-PyMT Brusttumorzellen iiber einen Eingriff in
Zellzyklusprozesse und apoptotische Vorginge. Auch in in vivo Modellen konnte eine wichtige
Funktion von BK fiir die Tumorigenese bestétigt werden. Im globalen MMTV-PyMT Mausmodell
konnte durch den genetischen KO ein protektiver Effekt beziiglich des tumorfreien Uberlebens
beobachtet werden. Ein Einfluss auf das Gesamtiiberleben konnte nicht erfasst werden, was allerdings
unter anderem durch die verminderte Lebenserwartung von BK-KO Tieren auf einem
FVB-Hintergrund bedingt ist. In einem alternativen Mausmodell konnte mittels Allotransplantation
bestdtigt werden, dass die genetische Ablation von BK zu einer Verlingerung des tumorfreien
Uberlebens fiihrt.






7 Anhang

7.1 Arzneistoffe und Kanalmodulatoren

Tabelle 7.1 Zugelassene Wirkstoffe zur Behandlung des Mammakarzinoms

(Zusammenstellung'>?") In Abhingigkeit des Tumorsubtyps wird eine endokrine oder gezielte Therapie in
Kombination mit einer Chemotherapie angewandt. Klassische Therapieschemata der Chemotherapie sind
beispielsweise ~ FEC  (5-Fluorouracil/Epirubicin/Cyclophosphamid) oder TAC  (Taxan/Adriamycin
(Doxorubicin)/Cyclophosphamid). (SERM: Selektiver Estrogenrezeptormodulator/selective estrogen-receptor
modulator; HER2: Humaner epidermaler Wachstumsfaktorrezeptor 2)

Chemotherapie
Wirkprinzip Substanzklasse Wirkstoff
Antimetabolite Pyrimidinanaloga 5-Fluorouracil
Cyclophosphamid
Alkylantien Stickstofflost-Derivate Melphalan
Chlorambucil
Vincristin
Vincaalkaloide ) .
Vinorelbin
Mitosehemmstoffe
Paclitaxel
Taxane
Docetaxel
Doxorubicin
Anthracycline o
Zytostatische Antibiotika Epirubicin
Sonstige Mitoxantron
Endokrine Therapie
Wirkprinzip Substanzklasse Wirkstoff
Hypothalamushormone Gonadorelinanaloga Leuprorelin
ER-Antagonisten Fulvestrant
SERM Tamoxifen
Antiestrogene Exemestan
Aromatasehemmer Anastrozol
Letrozol
Gezielte Therapie (HER?2)
Wirkprinzip Wirkstoff
Trastuzumab
Monoklonaler Antikérper
Perzutumab
Tyrosinkinaseinhibitor Lapatinib
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Tabelle 7.2 Nicht-peptidische Inhibitoren fiir IK-Kanile
Die einzelnen Substanzen unterscheiden sich sowohl in Selektivitdt, Potenz und Angriffspunkt am Kanal.

(Kp: Dissoziationskonstante; CYP450: Cytochrom P450-Enzym; nM: nanomolar; TRAM-34: Triarylmethan-34;

IK: Calcium-aktivierter Kaliumkanal mit mittlerer Leitfahigkeit)

Nicht-peptidische IK-Kanalinhibitoren

Bezeichnung Strukturformel Kp-Wert Selektivitit Referenz
CYP450-
Clotrimazol O O 70 nM . 64,407
\ Interaktion
cl
/
@
TRAM-34 O O 20-25 nM Sehr hoch 8990
o NS
\ )
F
Senicapoc O
P O 11 nM Sehr hoch 50
(ICA-17043) NH,
F

Tabelle 7.3 Peptidische Inhibitoren fiir IK-Kaniile

Die einzelnen Substanzen unterscheiden sich sowohl in Selektivitdt, Potenz und Angriffspunkt am Kanal.
(Kp: Dissoziationskonstante; CYP450: Cytochrom P450-Enzym; nM: nanomolar; TRAM-34: Triarylmethan-34;
BK: Calcium-aktivierter Kaliumkanal mit hoher Leitfdhigkeit; Ky: spannungsabhidngige Kaliumkanile;
Glu: Glutamat; IK: Calcium-aktivierter Kaliumkanal mit mittlerer Leitfahigkeit)

Peptidische IK-Kanalinhibitoren
Bezeichnung Kp-Wert Selektivitit Referenz
) BK-Kanile 364
Charybdotoxin (ChTx) 10 nM :
Ky-Kanile
ChTx-Glu™ 33nM Sehr hoch 63408
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Tabelle 7.4 Nicht-peptidische Inhibitoren fiir BK-Kanile
Die einzelnen Substanzen unterscheiden sich bzgl. Selektivitit, Potenz und Angriffspunkt am Kanal.
(Kp: Dissoziationskonstante; nM: nanomolar; BK: Calcium-aktivierter Kaliumkanal mit hoher Leitfahigkeit)

Nicht-peptidische BK-Kanalinhibitoren

Bezeichnung Strukturformel Kp-Wert Selektivitit Referenz
Paxilline 1-10 nM Sehr hoch 4094t
Lolitrem B 4,5 nM Sehr hoch 138

Tabelle 7.5 Peptidische Inhibitoren fiir BK-Kaniile

Die einzelnen Substanzen unterscheiden sich bzgl. Selektivitit, Potenz und Angriffspunkt am Kanal.
(Kp: Dissoziationskonstante; nM: nanomolar; BK: Calcium-aktivierter Kaliumkanal mit hoher Leitfahigkeit)

Peptidische BK-Kanalinhibitoren

Bezeichnung Kp-Wert Selektivitit Referenz
Iberiotoxin (IbTx) 1-10 nM Sehr hoch 42
Charybdotoxin (ChTx) 10-30 nM gering 413,414

7.2 mRNA-Analyse von MMTV-PyMT Brusttumorgewebe mit der
Nanostring-Technologie

Tabelle 7.6 mRNA-Expression verschiedener Zielstrukturen im MMTV-PyMT Brusttumorgewebe

Die mRNA-Expression in MMTV-PyMT Brusttumorgewebe wurde mithilfe des NanoString nCounter gene
expression Systems*"” von Dr. Ulrich Kriebs und Prof. Dr. Marc Freichel des pharmakologischen Instituts der
Universitdt Heidelberg im Rahmen einer Kooperation analysiert. Fiir diese Methode ist anders als bei der
qRT-PCR (s. 4.5) kein Umschreiben mit reverser Transkription notwendig. Die mRNA-Molekiile werden direkt
quantitativ erfasst. Die RNA wurde wie in 4.5 beschrieben isoliert und anschlieBend auf eine Konzentration von
250 ng/pl eingestellt. Die Expressionslevel der Zielstrukturen wurden auf fiinf Referenzgene normalisiert.

Referenzgene
Proband MMTV-PyMT 1 MMTV-PyMT 2

mRNA Code (Accession) Expressionslevel
B-Actin NM_007393.1 0,8519 1,0000
GAPDH NM_008084.3 0,9969 1,0000
HPRT NM _013556.2 1,0000 0,8397
Tbp NM _013684.3 1,0000 0,9052
Ubiquitin C NM _019639.4 0,5986 1,0000
0,8734 0,9466

Zielstrukturen
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Proband MMTV-PyMT 1 MMTV-PyMT 2
mRNA Code (Accession) Normiertes Expressionslevel
Anol NM _178642.5 10266 10744
Cacnalc NM_009781.2 46 33
Cacnald NM_028981.2 93 81
Cacnalf NM _019582.2 1 1
Cacnalg NM_009783.3 94 108
Cacnalh NM 021415.4 1 1
Cacnali NM_001044308.2 1 1
Cacnals NM 014193.2 51 1
Cacnbl NM 031173.3 150 130
Cacnb2 NM _023116.3 1 1
Cacnb3 NM_007581.2 2161 1993
Cacnb4 NM _146123.2 1 1
Collal NM _007742.3 15083 13848
Col3al NM 009930.1 35119 29969
Col4al NM_009931.2 2972 2937
Kcnmal NM_001253361.1 43 29
Kcenn3 NM_080466.2 41 39
Kcnn4 NM_008433.4 15517 16069
Kentl NM _175462.3 1 1
Mcolnl NM 053177.1 541 429
Mcoln2 NM_026656.4 46 54
Mcoln3 NM_134160.1 23 29
Nppa NM_008725.2 1 1
Nppb NM_008726.4 1 1
Orail NM 175423.3 268 376
Orai2 NM 178751.3 222 148
Orai3 NM 198424.3 273 229
Pkd2 NM_008861.2 958 703
Pkd211 NM _181422.3 31 43
Pkd212 NM 016927.3 13 10
Sidtl NM 001159419.1 908 690
Sidt2 NM 1722573 5815 5574
Stim1 NM_009287.4 384 352
Stim2 NM 001081103.2 2273 1987
Tmem63a NM 144794.2 2075 2124
Tmem63b NM 198167.3 2319 2175
Tmemo63c NM _172583.2 1 1
Tpenl NM _145853.2 2362 2088
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Tpen2 NM_146206.4 1218 861
Trpal NM _177781.4 1 1
Trpcl NM 011643.2 35 25
Trpc2 NM 011644.2 1 2
Trpe3 NM 019510.2 31 29
Trpcd NM _016984.2 36 79
Trpc5 NM_009428.2 1 7
Trpc6 NM 013838.2 29 29
Trpc7 NM 012035.2 1 1
Trpml NM_001039104.2 7 22
Trpm2 NM 138301.2 57 61
Trpm3 NM _177341.4 514 227
Trpm4 NM _175130.4 758 574
Trpm5 NM _020277.2 4 22
Trpm6 NM_153417.1 401 327
Trpm7 NM _021450.2 1735 1215
Trpm8 NM _134252.3 1 1
Trpvl NM _001001445.1 1 1
Trpv2 NM 011706.2 89 86
Trpv3 NM _145099.2 1 2
Trpv4 NM _022017.2 78 125
Trpv5 NM_001007572.2 1 1
Trpv6 NM _022413.3 4 2
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7.3 Funktion von IK-Kanilen fiir das Wachstum von MMTV-cNeu

Brusttumorzellen
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Abb. 7.1 Wachstumsverhalten von MMTV-cNeu Brusttumorzellen nach pharmakologischer Inhibition
des IK-Kanals mit TRAM-34 (Grid-Platten)

Die Zellen wurden aus (A+B) MMTV-cNeu Tieren mit reinem FVB-Hintergrund sowic (C) MMTV-cNeu
Tieren mit gemischtem Hintergrund (s. 4.2.2) isoliert. Anschliefend wurde das Wachstum der Zellen mithilfe
von Grid-Platten (s. 4.6.1) untersucht, welche durch ein festes Koordinatensystem die Beobachtung definierter
Stellen iiber einen langeren Zeitraum erlauben. Nach 24-stiindiger Kultivierung wurden die Zellen durch einen
72-stiindigen Serumentzug arretiert. Im Anschluss erfolgte die Restimulation in Ab- oder Anwesenheit von
TRAM-34 10 uM (t=0 h). Alle 24 Stunden wurden {iber einen Gesamtzeitraum von 72 Stunden jeweils von
denselben vier Quadranten Bilder angefertigt. Im Anschluss wurden die Zellen mit ImageJ gezahlt und auf den
Wert von t=0 h normiert. (A) MMTV-cNeu Zellen (FVB 100%) Die Abbildungen zeigen jeweils einen
reprasentativen Quadranten (Seitenldnge 0,5 mm) fiir jeden Zeitpunkt und Behandlung. Bereits makroskopisch
lasst sich erkennen, dass durch die pharmakologische Inhibition von IK mit TRAM-34 nach 72 Stunden weniger
Zellen vorhanden sind als unter Kontrollbedingungen. (B) Die Auszdhlung ergab, dass die Anzahl unbehandelter
(schwarze Balken) wie auch behandelter Zellen (weile Balken) mit steigender Kultivierungsdauer generell
zunahm. Bereits nach 24 Stunden konnte jedoch in unbehandelten Zellen eine etwas hohere Zunahme erfasst
werden. Nach 72-stlindiger Behandlung konnte eine signifikant hohere Wachstumsrate in unbehandelten Zellen
(2,194£0,19) im Vergleich zu TRAM-34 behandelten Zellen detektiert werden (1,70 + 0,13). Die statistische
Auswertung der Daten erfolgte mit dem One-Way ANOVA Test mit anschlieBender Bonferroni-Korrektur
(N=10). Ein p-Wert von **p<0,01 entspricht einem hochsignifikanten Unterschied zwischen den
Versuchsgruppen. (C) MMTV-cNeu Zellen (gemischter Hintergrund) Die Abbildungen zeigen jeweils einen
reprasentativen Quadranten (Seitenldnge 0,5 mm) fiir jeden Zeitpunkt und Behandlung. Bereits makroskopisch
lasst sich erkennen, dass durch die pharmakologische Inhibition von IK mit TRAM-34 nach 72 Stunden weniger
Zellen vorhanden sind als unter Kontrollbedingungen. Eine Auszdhlung wurde nicht durchgefiihrt.
(mm®: Quadratmillimeter; IK: Calcium-aktivierter Kaliumkanal mittlerer Leitfihigkeit; WT: Wildtyp; TRAM-
34: Triarylmethan-34; h: Stunden)
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Abb. 7.2 Wachstumsverhalten von MMTV-cNeu Brusttumorzellen nach pharmakologischer Inhibition
des IK-Kanals mit TRAM-34 (xCelligence)

Die Zellen wurden aus MMTV-cNeu Tieren mit gemischtem Hintergrund (s. 4.2.2) isoliert. AnschlieBend wurde
das Wachstum der Zellen mithilfe des xCelligence-Systems untersucht (s. 4.6.2). Nach 24 Stunden wurde der
IK-Kanalinhibitor TRAM-34 in den angegebenen Konzentrationen bzw. das Vehikel zugegeben (Pfeil). Die
Behandlung mit TRAM-34 fiihrt ab einer Konzentration von 1 pM zu einer reduzierten Wachstumsrate der
Brusttumorzellen. (a.u.: Willkiirliche Einheiten/arbitrary units; h: Stunden: IK:Calcium-aktivierter Kaliumkanal
mit mittlerer Leitfdhigkeit; WT: Wildtyp; TRAM-34: Triarylmethan-34; uM: mikromolar)
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7.4 Einfluss des IK-Kanals auf [Ca2+]i-Signale von MMTV-cNeu
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Abb. 7.3 Einfluss der IK-Kanalaktivitiit auf akute [Caz+]i-Signale von MMTV-cNeu Brusttumorzellen

Es wurde der Einfluss der pharmakologischen Inhibition des IK-Kanals mit TRAM-34 auf akute [Ca®']i-Signale
untersucht. Die Zellen wurden wie in 4.3.2 beschrieben ausgebracht und anschlieBend mittels Serumentzug in
der G1-Phase arretiert (s. 4.3.4). [Ca*']i-Signale wurden mithilfe von FURA-2 detektiert. Der Versuchsaufbau
fiir die Messung der akuten [Ca®');-Signale ist in Kapitel 4.9.1 beschrieben. Die Zellen wurden sowohl aus
(A+B) MMTV-cNeu Tieren mit FVB-Hintergrund als auch (C+D) MMTV-cNeu Tieren mit gemischtem
Hintergrund isoliert. (A) Die Zellen wurden zuerst mit Ca*'-freiem Inkubationspuffer inkubiert. Nach 10 min
wurde ein Pufferwechsel durchgefiihrt (schwarzer Pfeil). Durch die Superfusion der Zellen mit Calciumpuffer
(graue Linie) konnte ein Anstieg der intrazelluldren Calciumkonzentration beobachtet werden. Dieser Anstieg
war in Gegenwart von Ca®" (1,8 mM) und Serum (5%; schwarze Linie) leicht gesteigert. Eine gleichzeitige
Inhibition des IK-Kanals (gestrichelte Linie) verringerte den seruminduzierten Anstieg der [Ca®’]i-Amplitude.
(B) Der Anstieg der intrazelluliren Calciumkonzentration wurde fiir jede Kondition auf das Basalniveau
normalisiert. Die Analyse ergab, dass durch die Superfusion der Zellen mit Ca*" und Serum (schwarzer Balken)
ein hoherer Anstieg (1,3116+0,1857) von [Ca®]; im Vergleich zur alleinigen Behandlung mit Ca®*
(1,0279 £ 0,1873) (grauer Balken) erreicht wurde. Die Co-Applikation des IK-Kanalinhibitors TRAM-34 mit
Ca®" und Serum (weiBer Balken) verringerte diesen Anstieg wiederum (1,0785 + 0,1194). Die Unterschiede
erreichen jedoch nicht das Signifikanzniveau. (C) Die Zellen wurden zuerst mit Ca**-freiem Inkubationspuffer
inkubiert. Nach 10 min wurde ein Pufferwechsel durchgefiihrt (schwarzer Pfeil). Durch die Superfusion der
Zellen mit Calciumpuffer (graue Linie) konnte ein Anstieg der intrazelluldren Calciumkonzentration beobachtet
werden. Dieser Anstieg war in Gegenwart von Ca®" (1,8 mM) und Serum (5%; schwarze Linie) noch steigerbar.
Eine gleichzeitige Inhibition des IK-Kanals (gestrichelte Linie) verringerte den seruminduzierten Anstieg der
[Ca®"]i-Amplitude. (D) Der Anstieg der intrazelluldren Calciumkonzentration wurde fiir jede Kondition auf das
Basalniveau normalisiert. Die Analyse ergab, dass durch die Superfusion der Zellen mit Ca** und Serum
(schwarzer Balken) ein signifikant hoherer Anstieg (1,8737 +0,1676) von [Ca*']; im Vergleich zur alleinigen
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Behandlung mit Ca®" (0,8184 +0,1492) (grauer Balken) erreicht wurde. Die Co-Applikation des IK-
Kanalinhibitors TRAM-34 mit Ca®>" und Serum (weiBer Balken) verringerte diesen Anstieg wiederum signifikant
(1,1773 £ 0,2119)

7.5 Generierung von MMTV-PyMT BK-KO Versuchstieren

Tabelle 7.7 Statistische Verteilung der erwarteten Nachkommen nach Mendel

Entsprechend des Gesetzes von Mendel werden 50% BK-heterozygote Tiere und jeweils 25% BK-WT bzw.
BK-KO Tiere erwartet. Jeweils die Hélfte dieser Tiere ist wiederum positiv fiir das PyMT-Transgen. Im Rahmen
dieser Arbeit wurden lediglich weibliche Tiere untersucht, so dass sich fiir die jeweiligen Versuchstiere
MMTV-PyMT BK-WT und BK-KO (fett markiert) ein Anteil von 6,25% ergibt. (MMTV:
Mausmammatumorvirus; PyMT: polyoma virus mittle T antigene; BK: Calcium-aktivierter Kaliumkanal mit
hoher Leitfahigkeit; WT: Wildtyp; HET: heterozygot; KO: Knockout)

Genotyp Transgenstatus Kanalstatus Anteil
MMTV-PyMT BK-WT Positiv Wildtyp (WT) 12,5%
MMTV-PyMT BK-HET Positiv Heterozygot (HET) 25%
MMTV-PyMT BK-KO Positiv Knockout (KO) 12,5%

BK-WT Negativ Wildtyp (WT) 12,5%

BK-HET Negativ Heterozygot (HET) 25%

BK-KO Negativ Knockout (KO) 12,5%
A B

20 1 MMTV-PyMT WT 20 1 MMTV-PyMT WT
T 10 - T 10 |
c c
< <
0 - 0 A
WT HET KO WT HET KO WT HET KO WT HET KO
Ménnchen Weibchen

Abb. 7.4 Tatsiichliche Verteilung der Nachkommen aus der Verpaarung von MMTV-PyMT BK-HET
Miinnchen mit BK-HET Weibchen

Die Tiere wurden wie in 4.1.1 beschrieben verpaart und die Nachkommen anschlieBend genotypisiert (s. 4.1.3).
Die statistisch erwarteten Anteile der Nachkommen sind in Tabelle 7.7 dargestellt. (A) Minnliche
Nachkommen. Es wurden identische Anteile von MMTV-PyMT BK-WT und MMTV-PyMT BK-KO
identifiziert. Allerdings wurden wesentlich mehr BK-WT Tiere als BK-KO Tiere generiert. (B) Weibliche
Nachkommen. Der Anteil von MMTV-PyMT BK-KO Weibchen ist mit 4,21% im Vergleich zu transgenen
BK-WT Tieren (9,83%) verringert. Bei nicht transgenen Weibchen wurden erwartungsgemaf gleiche Anteile fiir
BK-WT und BK-KO identifiziert. (MMTV: Mausmammatumorvirus; PyMT: polyoma virus mittle T antigene;
BK: Calcium-aktivierter Kaliumkanal mit hoher Leitfahigkeit; WT: Wildtyp; HET: heterozygot; KO: Knockout)
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[Ca™"];
1-EBIO
2-APB
A

AIF
Akt
ALL
AML
AP

AP
AP-1
APAF-1
AVD
Bax
Bcel
BID
BK

Bl16

bp
BRCA
BSM
BTP2
C(t)
CaM
CaMK
cAMP
CDK
cGK
cGMP
ChTx
CK
CcO2
CRAC
CYP450
DAB
DCEBIO
DIABLO
DISC
DNA
dNTP
DOC
DTT
EDTA
EGF
EGFR
ER

Intrazelluldre Calciumkonzentration
1-Ethyl-1,3-dihydro-2H-benzimidazol-2-on
2-Aminoethoxydiphenylborat

Ampeére

Apoptose-induzierender Faktor (apoptosis inducing factor)
AK transforming factor

Akute lymphatische Leukdmie

Akute myeloische Leukdmie

Alkalische Phosphatase

Alkalische Phosphatase

Activator protein 1

apoptotic protease activating factor

apoptotische Volumenreduktion (apoptotic volume decrease)
Bcl-2 associated X protein

B-cell lymphoma

BH3 interacting domain death agonist

Calcium-aktivierter Kaliumkanal mit hoher Leitfahigkeit (calcium activated potassium
channel with big conductance)
C57Bl/6

Basenpaare

Brustkrebs-Gene (breast cancer genes)

Bronchiale Glattmuskulatur (bronchial smooth muscle)
Bistrifluoromethylpyrazol

Cycle threshold

Calmodulin

Ca2+/Calmodulin abhéngige Kinase

cyclisches Adenosinmonophosphat

Cyclinabhingige Kinase (cyclin dependent kinase)
Proteinkinase C

cyclisches Guanosinmonophosphat

Charybdotoxin

Cytokeratin

Kohlenstoffdioxid

Ca’" release-activated calcium channels
Cytochrom-P-450 Enzyme

Diaminobenzidin
5,6-Dichloro-1-ethyl-1,3-dihydro-2H-benzimidazole-2-on
Direct IAP binding protein with low PI
Tod-induzierender Signalkomplex (Death inducing signaling complex)
Desoxyribonukleinsdure (desoxy ribonucleic acid)
Desoxynukleotidtriphosphat

Desoxycholat

Dithiothreiol

Ethylendiamintetraessigsdure

epidermaler Wachstumsfaktor (epidermal growth factor)
epidermaler Wachstumsfaktorrezeptor (epidermal growth factor receptor)
Estrogenrezeptor



184 Abkiirzungsverzeichnis

ER endoplasmatisches Retikulum

ERK extracellular signal-regulated kinase

F Vorwdértsprimer (forward primer)

FACS Durchflusszytometrie (fluorescence-activated cell sorting)

FADD Fas-assoziiertes Protein mit Todesdoméne (Fas-associated protein with death domain)

FAK Fokale Adhédsionskinase

FasL Fas-Ligand

FIK IK-Kanal in Fibroblasten

FISH Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung

FURA-2-AM FURA-2-Acetoxymethylester

FVB Friend Virus B

GAP GTPase-aktivierende Proteine (GTPase activating proteins)

gBK Gliom BK-Kanal

GDP Guanosindiphosphat

GEF Guaninnukleotid-Austauschfaktor (guanosine triphosphate exchange factor)

GIRK G-Protein-aktivierte einwérts-rektifizierende Kaliumkanile

GnRH Gonadotropin-Releasing-Hormon/Gonadotropin (Gonadotropin-releasing hormone)

Grb2 Growth factor receptor-bound protein 2

GTP Guanosintriphosphat

h Stunden

Hb Hamoglobin

HCC Hepatozelluldres Karzinom (hepatocellular carcinoma)

HE Héamatoxyllin-Eosin

HER-2 Humaner epidermaler Wachstumsfaktorrezeptor 2 (human epidermal growth factor
receptor 2)

hERG Human ether-a-go-go-related gene

HET heterozygot

ip. intraperitoneal

IbTx Iberiotoxin

IGF insulindhnlicher Wachstumsfaktor (insulin-like growth factor)

IK Calcium-aktivierter Kaliumkanal mit mittlerer Leitfahigkeit (calcium activated potassium
channel with intermediate conductance)

Kop Zwei-Poren Kaliumkanéle (two-pore potassium channels)

Katp ATP-abhéngige Kaliumkanéle (4 TP-sensitive potassium channels)

Kea Calcium-aktivierte Kaliumkanéle (calcium-sensitive potassium channels)

Kp Dissoziationskonstante

K einwirtsrektifizierende Kaliumkanéle (inward rectifier potassium channels)

Ky spannungsabhédngige Kaliumkanéle (voltage-sensitive potassium channels)

KO Knockout

LRRC leucine-rich repeat-containing

MAPK mitogen-activated protein kinase

MDM2 mouse double minute 2 homolog

MEK mitogen extracellular signal kinase

min Minute

ml Milliliter

mm Millimeter

MMTV Mausmammatumorvirus (mouse mammary tumour virus)

mRNA messenger-Ribonukleinséure (messenger ribonucleic acid)
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TdT terminal desoxynucleotidyl transferase

TGF Transformierender Wachstumsfaktor (fumour growth factor)

™ Transmembrandoméne

TNF Tumornekrosefaktor

TNFR TNF-Rezeptor

TNM Tumorklassifizierungssystem (Tumor, Lymphknoten, Metastasierung) (tumour node
metastasis)

TNP Dreifach negativer Phénotyp (triple-negative phenotype)

TRAIL TNF-related apoptosis-inducing ligand

TRAM-34

TRP transient receptor potential

TRPV6 Transient receptor potential cation channel subfamily V type 6

TUNEL TdT-mediated dUTP-biotin Nick End Labelling

v Volt

VSD Spannungssensitive Doméne (voltage sensor domain)

WT Wildtyp

Z1 Zellindex

ZNS Zentrales Nervensystem

ng Mikrogramm

uM mikromolar

IgE Immunglobulin E

PBMC Mononukledre Zellen des peripheren Bluts (peripheral blood mononuclear cells)

INK c-jun-terminale Kinasen
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