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1 Einleitung

1.1 Strahlentherapie

Etwa die Halfte aller Tumorpatienten erhalt Strahlentherapie, die als definitive
(alleinige) Therapie oder (neo)adjuvant zu anderen Therapiemodalitaten in
kurativen oder palliativen Konzepten appliziert wird. Die Strahlentherapie
verwendet dabei ionisierende Strahlung, die in der Brachytherapie tUber radioaktive
Strahlenquellen bereitgestellt wird. Diese Strahlenquellen werden hierbei entweder
im Afterloading tUber Katheder wiederholt kurzzeitig oberflachlich, in Kérperhdhlen
oder im Gewebe platziert oder in Form von Seeds in die Tumoren dauerhaft
implantiert. Bei der perkutanen Bestrahlung werden ionisierende Elektronen- oder
Photonen-Strahlen von einem Linearbeschleuniger erzeugt. Mit Elektronen kénnen
Zielvolumina auf der Korperoberflache bestrahlt werden. Bei den allermeisten
Indikationen erfolgt die perkutane Bestrahlung mit Photonen (6-15 MV), wenige
Zentren kénnen bei speziellen Indikationen Bestrahlung mit in einem Zyklotron
generierten Protonen anbieten. Schwerionen-Bestrahlung (Partikeltherapie) wird
derzeit nur an zwei Zentren in Deutschland, in Marburg und Heidelberg,
durchgefuhrt (Joiner and Kogel, 2009, Wannenmacher et al., 2013).

Die auf Bildgebung basierte Bestrahlungsplanung definiert Zielvolumina, die
maoglichst die zur Tumoreradikation nétige Strahlendosis im Tumor deponiert und
dabei gleichzeitig das angrenzende Normalgewebes, insbesondere die
angrenzenden Hochrisikoorgane, bestmoglich schont Moderne
Bestrahlungstechniken wie die Intensitatsmodulierte Strahlentherapie (IMRT)
erleichtern dabei komplexe Zielvolumen abzubilden und steilere Dosisabfélle zum
Normalgewebe hin zu erreichen. Bei der IMRT wird aus mehreren Raumrichtungen
mit veranderten Feld-Geometrien abgestrahlt. Letztere werden tber die Multi-
Lammellen-Blei-Kollimatoren im Beschleunigerkopf eingestellt (Joiner and Kogel,
2009, Wannenmacher et al., 2013).



Neben der geometrischen Begrenzung der Zielvolumina wird bei der Bestrahlung
eine Schonung des Normalgewebes durch die Fraktionierung der Strahlentherapie
erreicht. Die Grundlagen dieses Phanomens werden uber die 5 R’s - Reparatur,
Radioresistenz, Redistribution, Reoxygenierung und Repopulierung - der
Strahlenbiologie beschrieben. Die 5 R’s der Strahlentherapie umschreiben
Parameter (im klassischen Sinn nur fiir Tumorzellen), die zur Ausarbeitung von
Strahlendosis-Fraktionierungs-Regimes bendtigt werden, welche effektiv
Tumorzellen eradizieren und gleichzeitig das Normalgewebe maximal schonen.
Dies wird erreicht, indem die fraktionierte Radiotherapie mehrere subletale Dosis-
Fraktionen appliziert (zum Beispiel 60 Gy in 30 Fraktionen tGber 6 Wochen bei der
Standard-Radiotherapie des Glioblastoms), die in Tumorzellen, nicht aber im
Normalgewebe zu einer letalen Gesamtdosis akkumulieren. Dies beruht auf den
Unterschieden von Tumorzellen und Normalgewebe in der intrinsischen
Radioresistenz, in der Kapazitat und Geschwindigkeit der DNA-Schadensreparatur
und/oder in der strahleninduzierten Redistribution in einen vulnerableren Zellzyklus
zwischen zwei Fraktionen. Dariiber hinaus bewirkt fraktionierte Bestrahlung eine
bessere Oxygenierung des Tumors und damit eine Verbesserung der Effizienz der
Strahlentherapie (dies ist in Kapitel 4.1 naher beschrieben). Letztendlich wird die
Dauer der fraktionierten Strahlentherapie so gewahlt, dass eine mdgliche
akzelerierte Repopulierung des friih-antwortenden Normalgewebes
strahleninduziert wird (Verringerung der Toxizitat) und/oder die Therapie beendet
wird, bevor eine akzelerierte Repopulierung des Tumors auftritt (welche die
Wahrscheinlichkeit der lokalen Kontrolle erniedrigt). Wegen ihrer DNA-
Schadensantwort sterben Zellen mit zunehmender Strahlendosis nicht
monoexponentiell abfallend. Stattdessen folgt die Uberlebensfraktion (S) und die
Strahlendosis (D) der linearquadratischen Funktion S = e*(@P +#D"2) mijt den
Normalgewebe-/Tumorentitats-spezifischen Parametern a und 3. Das a/B-Ratio
(Einheit Gy) wird dabei verwendet, um die Sensitivitat gegentber Fraktionierung
fur Normalgewebe und Tumor vorherzusagen und so effektive und sichere Hypo-,

Hyper- oder Normo-Fraktionierungsplane zu entwickeln. Neben der fraktionierten



Strahlentherapie werden auch letale Einzeldosen bei der stereotaktischen

Radiochirurgie appliziert (Joiner and Kogel, 2009, Wannenmacher et al., 2013).

lonisierende Strahlung schadigt die DNA. DNA-Doppelstrangbriiche (DSBs) stellen
dabei die gefahrlichsten Schaden fur bestrahlte, proliferierende Zellen dar.
Durchlaufen Zellen mit unreparierten DNA-DSBs die Mitose, erhéht sich die
Wabhrscheinlichkeit, Chromosomen-Aberrationen auszubilden, die letztendlich zu
mitotischer Katastrophe und Zelltod fihren kdnnen (Toulany, 2019). Bestrahlung
von normoxischem Gewebe mit MV Photonen verursacht im Schnitt 20 nukleare
DNA-DSBs pro 1 Gy (= 1 J/kg Gewebe) Energie-Deposition (Matsuya et al., 2014).
DNA-DSBs losen in der Zelle die DNA-Schadensantwort aus, die die Aktivierung
der DNA-Reparatur-Maschinerie und die gleichzeitige Verzogerung des Zellzyklus
mit einschliel3en. Mehr oder weniger stringente DNA-Schadens-Kontrollpunkte in
der Gi-, S- und G2-Phase des Zellzyklus arretieren den Zellzyklus in der Gi- Phase
und am G2/M-Ubergang oder verzégern das Fortschreiten des S-Phase (Chao et
al., 2017), um den Zellzyklus solange aufzuhalten bis die DNA-Reparatur
abgeschlossen ist. Dartber hinaus wird am Dekatenations-, Spindel-
Assemblierungs- und post-mitotischen Tetraploidie-Kontrollpunkt in der spaten Gz-,
(Pro)Meta- bzw. Gi-Phase die Chromosomenintegritat iberwacht (Brown and
Geiger, 2018). Konzeptuell versucht die Radiotherapie Tumorzellen zu eradizieren,
indem sie DNA-DSBs in einer Anzahl erzeugt, die von der bestrahlten Zelle nicht
mehr durch Nichthomologes Endjoining in der Gi-Phase und zusatzlich durch
homologe Rekombination in der S- und Gz2-Phase des Zellzyklus repariert werden
kann (Valerie and Povirk, 2003). Die Kapazitat der DNA-Reparatur unterscheidet
sich dabei zwischen den Tumorentitaten, zwischen individuellen Tumoren einer
Entitat und zwischen Subpopulationen des heterogenen Tumors. Dabei spielen
neben intrinsischen zellularen Eigenschaften auch Faktoren der Tumor-
Mikroumgebung eine Rolle. Eine zentrale Funktion hat bei Letzteren die oben

schon erwahnte Tumorhypoxie (siehe auch Kapitel 4.1).



1.2 Onkogene Transporte

Transporte Uber die Plasmamembran durch Pumpen, Transporter und lonenkanéle
schaffen und nutzen chemische und elektrische Gradienten zur pH-Homdoostase,
Substratversorgung und Katabolitentsorgung einer jeden Zelle. Zudem
kontrollieren sie das Zellvolumen und sind deswegen tbergeordnete Regulatoren
von Zellproliferation, Zellmigration und Zelltod. lonenkandle erzeugen in
erregbaren Zellen elektrische Signale. Sie steuern aber als integrale Module auch
biochemische Signaltransduktionsketten, indem sie zum Beispiel in
Proteinkomplexen mit Membranrezeptoren und nachgeschalteten Effektor-
Proteinen physisch interagieren oder Ca?*-Signale und Ca?*-Effektorproteine
regulieren (Arcangeli, 2005, Huber, 2013, Kunzelmann, 2005, Prevarskaya et al.,
2007, Pardo and Stuhmer, 2014).

Seit mehreren Jahrzehnten summieren sich Beobachtungen einer stark
veranderten Expression von lonenkanalen und Transportern in Tumorzellen im
Vergleich zu den nicht neoplastisch transformierten parentalen Zellen (Nilius and
Wohlrab, 1992). Praklinische in vitro-Studien und Tumor-Tiermodelle konnten
inzwischen nachweisen, dass diese lonenkanale/Transporter zu neoplastischer
Transformation, Apoptose-Resistenz, Tumorwachstum, Reprogrammierung des
Metabolismus und Hypoxie-Resistenz, Immunsuppression, Gewebeinfiltration,
Metastasierung, Induktion und Beibehaltung eines Tumor-Stammzellphanotyps
oder Therapie-Resistenz beitragen und dabei sogar Schltsselfunktionen in nahezu
allen Bereichen der Tumorbiologie austiben (Arcangeli, 2005, Huber, 2013,
Kunzelmann, 2005, Prevarskaya et al., 2007, Pardo and Stuhmer, 2014). Einige
lonenkanéle/Transporter-Typen sind in mehreren Tumorentitaten stark tber-
exprimiert wie etwa die K*-selektiven Kanale hiKca (Kca3.1, SK4, Gardos, kcnn4)
(Mohr et al., 2019b), hERG1 (Kv11.1, kenh2) (Arcangeli, 2005) oder hEAG1
(Kv10.1, kenhl) (Pardo and Stuhmer, 2008) und scheinen eine besonders hohes

,onkogenes* Potential zu haben. Alleinige Transfektion nicht neoplastisch



transformierter Chinese Hamster Ovary (CHO)-Zellen mit hEAG-Kanélen steigert
zum Beispiel deren tumorigenes Potential (i.e. die Fahigkeit Tumoren zu bilden
nach Xenotransplantation auf immunokompromittierte Mause), wahrend eine
Uberexpression eines anderen Ky-Kanal-Typs dies nicht vermag (Pardo et al.,
1999). Diese Einleitung méchte an zwei Beispielen - der Zellproliferation und
Zellmigration - erlautern, wie lonenkanale/Transporter mechanistisch die

Tumorbiologie steuern.

1.2.1 Regulation der Zellproliferation durch K*-Kanale

Die Zellproliferation benétigt oszillierende Anderungen des Membranpotentials und
des Zellvolumens, die unter anderem von den K*-Kanalaktivitaten in der
Plasmamembran reguliert werden (Wonderlin and Strobl, 1996). Die Aktivitat von
K*-Kanaltypen, welche in einem sehr negativen Spannungsbereich operieren,
.klemmen*“ das Membranpotential nahe dem elektrochemischen K*
Gleichgewichtspotential (Ek, siehe 1.3.3) auf hohe negative Potentiale. Es wird
vermutet, dass diese Hyperpolarisation des Membranpotentials dazu beitragt,
terminal differenzierte Zellen in der Go-Phase des Zellzyklus zu arretieren.
Dagegen scheint eine Depolarisation des Membranpotentials die Zellproliferation
zu fordern. Schnell proliferierende Zellen oszillieren inr Membranpotential
tendenziell in einem mehr depolarisierte Spannungsbereich und benétigen dazu
die Aktivitaten von K*-Kanélen, welche in diesen Spannungsbereichen operieren.
Hierzu kbnnen Tumorzellen K*-Kanale zweckentfremden, indem sie zum Beispiel
in nicht transformten erregbaren Zellen zur Repolarisation des Aktionspotentials

beitragen. (Arcangeli et al., 1995).

K*-Kanéle steuern Uber das Membranpotentials in sehr komplexer Weise den
Ca?*-Einstrom in die Zelle. So beenden zum Beispiel depolarisationsaktivierte Kv

K*-Kanale oder Ca?*-aktivierte K*-Kanale den Ca?*-Einstrom tUber



spannungsaktivierte L-Typ-Ca?*-Kanale, halten aber den Einstrom tber
speicherregulierte Ca?*-Kanale aufrecht. Das zeitliche Zusammenspiel von Ca?*-
Freisetzung aus intrazellularen Speichern, Einstrom von Ca?* Giber K*-Kanal-
feinregulierte Ca%*-permeable Kanéle mit Ca?*-ATPasen und Na*/Ca?*-Antiportern
fuhrt zu komplexen lokalen Ca?*-Signalen im Zytosol, die von anhaltenden
Anstieg/Abfall bis zur Oszillation mit unterschiedlicher Amplitude und Frequenz der

freien zytosolischen Ca?*-Konzentration reichen (Berridge et al., 2000).

Nachgeschaltet dieser K*-Kanal-regulierten Ca?*-Signale werden Ca?*-
Effektorpoteine angesteuert. Dies soll an einem Beispiel ndher erlautert werden:
Vier Gene kodieren die Isoformen (a-0) und deren multiplen Splei3varianten der
Ca?*/Calmodulin-abhéngige Kinase-II (CaMKIls). Durch alternatives SpleiRen der
CaMKIl wird zum einen die frequenzabhéngige Aktivierung durch Ca?*-
Oszillationen moduliert, zum anderen die Translokation zum Zellkern gesteuert
(Bayer and Schulman, 2001, Bayer et al., 2002). Aktivierung der CaMKIlIs durch
Ca?*-Calmodulin fuhrt zu deren Autophosphorylierung. Die Aktivitat der Phospho-
CaMKIll ist nun Ca?*-Calmodulin-unabhangig und kann durch limitierte Proteolyse
noch weiter gesteigert werden (Bayer and Schulman, 2001). Die differentielle
Aktivierung der einzelnen CaMKII-Isoformen/Spleil3varianten bei unterschiedlichen
Ca?*-Signalen deutet auf eine Regulation verschiedener zellularer Prozesse durch
die CaMKiIls hin. Tats&chlich steuern die CaMKII-Kinasen viele verschieden
Prozesse einschlief3lich den Aufbau des Spindelapparates (Holmfeldt et al., 2005,
Matsumoto and Maller, 2002), den Eintritt in den Zellzyklus (Go(G1)/S-Ubergang
(Morris et al., 1998, Roderick and Cook, 2008), den G2/M-Ubergang (Patel et al.,
1999), den Metaphase/Anaphase-Ubergang (Petzelt et al., 2001), den M-Phasen-
Exit (D'Angiolella et al., 2007) und den Abbau von p53 (Duan et al., 2007, Duan et
al., 2004, Duan et al., 2006, Leng et al., 2003). So kdnnen die Elektrosignale der
K*-Kanale Uber die Ca?*/CaM/CaMKIlIs-Achse den Zellzyklus modulieren. Neben

der Zellzykluskontrolle sind auch die Mechanismen, mit denen Membrantransporte



die Migration von Zellen regulieren, relativ gut verstanden. Diese werden im

nachsten Abschnitt ndher beschrieben.

1.2.2 Regulation der Zellmigration durch lonentransport

Migrierende Zellen sind entlang ihrer Bewegungsachse in Lamellipodium
(Invadopodium) und Zell-,Heck” polarisiert. Die Zellpolaritat und die Lamellipodien
entwickeln sich durch Cdc-42- und Rho-GTPasen-vermitteltes Ausbilden von
Stress-Fibrillen und fokaler Adhé&sionen (Teodorczyk and Martin-Villalba, 2010).
Die gerichtete Bewegung wird dabei tiber Protonen- und Ca?*-Gradienten
gesteuert. Die zytosolische freie Ca?*- und Protonenkonzentrationen nehmen vom
Lamellipodium zum ,Zellheck® hin zu, wahrend die Protonenkonzentation in der
extrazellularen Nanoumgebung der Glykokalyx zum Lamellipodium hin zunimmt.
Die Konzentrationsgradienten werden vermutlich durch Milchs&urevergarung im
mitochondrienfreien Lamellipodien und dortiger Sdureausscheidung durch Na*/H*-
Austauscher und Monocarboxylat-Transporter sowie Ca?*- Aufnahme durch

sauresensitive Kationenkanale am ,Heck" aufgebaut (Stock and Schwab, 2009).

Eine gerichtete Bewegung entsteht, indem das Lamellipodium in
Bewegungsrichtung hervorquillt wahrend das Zellheck zurtickgezogen wird. Das
heil3t, dass Uber die Zeit eine Nettozunahme des vorderen und eine Nettoabnahme
des hinteren Polvolumens stattfindet, wodurch die Protrusion des Lamellipodiums
und die Retraktion des Zellhecks betrieben wird. Diese gegenlaufige
GroélRenanderung des vorderen und hinteren Zellpols bedarf des Ausbildens und
Losens fokaler Zell-Zell- oder Zell-Matrix-Adhasionen, die Umorganisation des
Zytoskeletts, Aktin-Myosin-Kontraktilitat sowie das Verschieben von lonen und

Wasser zwischen Extrazellularraum und Zytosol. Die konzertierte Aktivitat von



Na*/H*-Austauschern, Anionenaustauschern, Na*/K*/Cl-Kotransporter und
Aquaporinen bedingt dabei die lokale zellulare Nettoaufnahme von NaCl und
Wasser, das Zusammenspiel von K*-, Cl'-Kanalen, KCI-Kotransporter und
Aquaporinen bedingt die lokale Nettoabgabe von KCl und Wasser. Die Hemmung
der Transportsprozesse am Zellheck oder Lamellipodium stoppt, zusatzliche

Aktivierung beschleunigt die Migration (Schwab et al., 2007).

Unter den ,Spitzenreitern® der Zellmigration und Gewebeinfiltration befinden sich
die Zellen des Glioblastoms, einem priméaren Gehirntumor. Migrierende
Glioblastomzellen zwéngen sich durch kleinste Zellzwischenraume. Dazu miissen
die Zellen zusatzlich zu der oben beschriebenen Protrusion und Retraktion von
Lamellipodium bzw. Zellheck standig lokale Zellvolumenanderungen durchfihren.
Zellfortsatze mussen sich verschlanken, um in RAume von wenigen pm
Durchmesser eindringen zu kénnen (Watkins and Sontheimer, 2011). Angetrieben
wird die lokale Zellvolumenabnahme durch eine hohe Cl-Konzentration (100 mM)
(Habela et al., 2009), die analog dem Aufladen einer Batterie weit Giber das
elektrochemische CI-Gleichgewichtspotential im Zytosol durch den Na*/K*/CI-
Chlorid-Kotransporter aufgebaut wird (Sontheimer, 2008). Diese Cl-Batterie ist die
elektrochemische Triebkraft fur die lokale Volumenabnahme durch den Efflux von
CI, das als Osmolyt verwendet wird, dem Gegen-lon K* sowie dem
isoosmotischen Nachfolgen von Wasser durch die Aquaporine (McCoy and
Sontheimer, 2007). Der K*- und CI-Efflux erfolgt durch KCI-Kotransport (McCoy
and Sontheimer, 2007, McCoy et al., 2010) oder tber Ca?*-aktivierte K*- und
volumenregulatorische Cl-Kanale (McFerrin and Sontheimer, 2006, Olsen et al.,
2003, Ransom et al., 2001, Sontheimer, 2008).

Die Signifikanz dieser Prozesse fir die Tumorbiologie lasst sich aus der Tatsache
ableiten, dass in orthotopen Tumor-Mausmodellen durch ,Targeting® von
lonenkanélen/Transportern zum Beispiel die Gehirninfiltration von

Glioblastomzellen (Edalat et al., 2016) oder das Wachstum des Mammakarzinoms



(Steudel et al., 2017) gehemmt werden kann. Um den Beitrag von
Membrantransporten zu zell- und tumorbiologischen Prozessen zu
charakterisieren, missen physiologische Methoden angewendet werden. Der
nachste Abschnitt beschreibt eine dieser Methoden, mit der unter anderem die

Aktivitat einzelner Membranproteine analysiert werden kann.

1.3 Die Patch-Clamp-Technik

Elektrogene Transporte tber Membranen durch lonenkanale und zum Beispiel
Na*-Symporter lassen sich elektrophysiologisch beschreiben. Dabei gilt nach dem
Ohmschen Gesetz die folgende Abh&ngigkeit der Leitfahigkeit (G) (i.e. 1/R, also
der Kehrwert des Widerstandes)- als Summe aller elektrogenen Transportprozesse
in der untersuchten Membran- von der Membranspannung (U) und dem
Transmembranstrom (I): G = I/U. Werden Spannung Uber oder Strom durch die
Plasmamembran mit einer intrazellular eingestochenen Elektrode im sogenannten
,Open Circuit“-Modus gegen einen extrazellulare Referenzelektrode abgeleitet,
bewirkt der Stromfluss eine Anderung der Spannung und umgekehrt, so dass
keine verlasslichen Aussagen Uber die Leitfahigkeit, also Uber die Aktivitat
elektrogener Transportprozesse gemacht werden kénnen. Dies geht nur, wenn die
Spannung in der sogenannten Spannungsklemme ,geklemmt®, also experimentell
konstant gehalten wird und der Strom gemessen - oder alternativ - in der
Stromklemme der Strom geklemmt und die Spannung abgeleitet wird. Mit zwei
Elektrodenpaaren lasst sich eine solche Spannungsklemme verwirklichen. Eine
intrazellular platzierte Elektrode misst die Spannung gegen eine extrazellulare
Referenzelektrode. Eine zweite intrazellular platzierte Elektrode injiziert variablen
Strom in die Zelle. Dieser sogenannte Kurzschluss-Strom (Englisch Short Circuit
Current, Isc) wird jetzt so moduliert, dass die Spannung immer auf einem
konstanten Wert gehalten wird, also geklemmt wird. In diesem ,, Two-Electrode
Voltage-Clamp“-Modus entspricht der Betrag des injizierten Stroms Isc dem des



biologischen Stroms Uber die abgeleitete Plasmamembran. Two-Electrode
Voltage-Clamp lasst sich an Riesenzellen wie den Xenopus laevis-Oozyten -
einem haufig verwendeten heterologen Expressionssystem - nicht aber an normal

groR3en Zellen wie Tumorzellen durchfuhren.

1.3.1 Invertierender Operationsverstarker

Die Patch-Clamp-Technik (Neher and Sakmann, 1976), fur deren Entwicklung
Bernd Sakmann und Erwin Neher 1991 mit dem Nobelpreis fur Physiologie oder
Medizin ausgezeichnet wurden
(https://www.nobelprize.org/prizes/medicine/1991/summary/), kann dagegen auch an
kleineren Zellen oder Organellen wie Mitoblasten mit nur einem Elektroden-Paar
die Spannung bzw. den Strom klemmen. Die Patch-Clamp-Elektrode verwendet
dabei aus Glaskapillaren gezogene Ableitpipetten, deren Spitze
(Innendurchmesser im Bereich von 1 um) nicht in die Zelle eingestochen sondern
auf die Plasmamembran aufgesetzt wird. Durch Applikation von Unterdruck auf die
Elektrolyt-Losung im Pipettenlumen wird die Plasmamembran ein Stick weit in die
Pipettenspitze eingesaugt, wobei durch noch nicht verstandenen Mechanismen ein
hoher Abdichtungswiderstand im Bereich von 10-100 GQ zwischen Pipettenldsung
und der Bad-Elektrolytldsung, welche die Zellen Uberstromt, mit einer gewissen
Eintrittswahrscheinlichkeit entstehen kann. Dieses ,Sealen“ (Versiegeln) der
Pipettenoffnung durch die eingesaugte Plasmamembran wird ,Gigaohm Seal-
Formation“ genannt und ist Voraussetzung, um Stréme bis in Bereiche hinab zu

wenigen pA ableiten zu kbnnen (Neher and Sakmann, 1992, Hille, 2001).

Die zumindest einige mM Cl-enthaltende Pipettenlésung ist Uber einen Ag/AgCI-
Elektrodendraht leitend mit dem Patch-Clamp-Verstarker verbunden, der gegen
eine geerdete Ag/AgCl-Referenzelektrode Spannung und Strom klemmt und

ableitet. Die Referenzelektrode wird zumeist nicht direkt in die Badlbsung platziert,
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sondern Uber eine mit NaCl- oder KCI-Ldsung geflillte Salz- oder Agar-Bricke mit
dieser leitend verbunden. Dies erlaubt auch die Superfusion von Cl-freien
Badlosungen, ohne dass die Wegdiffusion von CI- von der AgClI-
Elektrodenoberflache Offset-Potentiale verursacht. Die Spannungsklemme wird
Uber einen invertierenden Operationsverstarker realisiert. Dazu ist die
Ableitelektrode auf den einen und die (gegen die geerdete Referenzelektrode
aufgebaute) Klemmspannung auf den anderen Eingang des Operationsverstarkers
verschaltet (Abb. 1.1). Ein Potentialunterschied AV zwischen den beiden
Eingangen wird in ein verstarktes Spannungssignal am Ausgang des
Operationsverstarkers transformiert. Die Ausgangsspannung injiziert tber einen
invertierenden ,Ruckkopplungs“-Widerstand Strom auf die Ableitelektrode und
gleicht so die Spannung der Ableitelektrode innerhalb von wenigen puS an die
eingestellte Klemmspannung am anderen Eingang des Operationsverstarkers an.
Mit dieser Messweise wird also gleichzeitig die Spannung geklemmt und der
Stromfluss abgeleitet. Letzterer fuhrt zu einer kurzeitigen Verringerung der
Spannung an der Ableitelektrode und somit zu einer Potentialdifferenz zwischen
den beiden Operationsverstarker-Eingéangen und einer Erhéhung der verstarkten
Ausgangspannung. Durch diese Erhéhung der Ausgangspannung wird wiederum
Uber den ,Ruckkopplungs“-Widerstand mehr Strom in die Ableitelektrode injiziert
und die Ableitelektrodenspannung der eingestellten Klemmspannung nachgefuhrt.
Gleichzeitig werden vom Verstarker die Ausgangsspannungsanderungen in
Stromanderungen Ubersetzt, die dann in einem Oszilloskop visualisiert werden
kénnen (Abb. 1.1.).

1.3.2 Patch-Clamp-Ableitmodi

Im ,On Cell-“ oder ,Cell-attached“-Modus werden mit einer der intakten Zelle

aufgesetzten Pipette in der Spannungsklemme die Strome der aufgesaugten und
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der durch den Seal-Ring von der restlichen Plasmamembran elektrisch isolierten
Membran-Flache (,Patch“) abgeleitet. Hier ist der Eingangswiderstand so grof3,
dass Einzelkanal-Ereignisse aufgelost werden konnen. Der Vorteil dieser
Ableitkonfiguration ist die Intaktheit der Zelle, der Nachteil, dass die Spannung
Uber die aufgesaugte Membran nicht definiert ist, da sich zu der Klemmspannung

das nicht bekannte natirliche Membranpotential addiert.

A f C

J Invertierender Operationsverstarker

Patch-Pipette

Gigaohmseal-
Bildung

clamp

Patch-Pipgtte

Patch-Pipette
Zelle

Abb. 1.1. Die Patch-Clamp-Technik. A. Das Ansaugen der Plasmamembran in die Spitze der
Ableitpipette erzeugt mit einer gewissen Wahrscheinlichkeit Abdichtungs-Widerstande zwischen
Pipetten und Badl6sung im Bereich mehrerer GQ (GQ-Seal). B. Transmissions-
elektronenmikroskopisches Bild einer Pipettenspitze mit ,gesealter Plasmamembran (aus
(Ruknudin et al., 1991), verandert). C. Der Schaltkreis zeigt, wie mittels invertierenden
Operationsverstarkers gleichzeitig die Membranspannung geklemmt und der Membranstrom
abgeleitet wird (Vecamp: Klemmspannung; nach (Huber et al., 2005), verandert)

Zudem fallt die Klemmspannung tber zwei Membranen ab, so dass mit
zunehmendem Widerstand der restlichen Plasmamembran sich die

Klemmspannung Uber die aufgesaugte Membran zunehmend gegentiber dem
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eingestellten Wert erniedrigt. Letztendlich kénnen im On Cell-Modus die
intrazellularen lonenkonzentrationen nur abgeschatzt werden, wodurch die

Interpretation der gemessenen Strome (siehe unten) erschwert wird.

Wird im On Cell-Modus durch weiteres Ansaugen oder durch Elektroporation die
angesaugte Membran rupturiert, ohne dass der Seal-Widerstand verloren geht,
ermdglicht der elektrische Zugang zum Zytosol das Ableiten der Strome Uber die
gesamte Plasmamembran in der Spannungsklemme. Da das Zytosol in diesem
Ganzzell-Modus durch die Pipettenlésung ausgetauscht wird, sind hier die
intrazellularen lonenkonzentrationen definiert. Die Plasmamembran hat eine sehr
hohe Kapazitét, die Uber eine Funktion des Verstarkers kompensiert werden kann.
Dabei wird Uber die Zeitkonstanten der kapazitiven Strome der Zugangswiderstand
(i.e. Summe aus Pipettenwiderstand und Widerstand der Membranruptur)
berechnet. Der Zugangswiderstand, Uber den ein Teil der Klemmspannung bereits
abfallen wirde, wird Uber eine weitere Verstarkerfunktion kompensiert, so dass im
Ganzzell-Modus an der Plasmamembran die Klemmspannung anliegt, die auch
tatsachlich am Verstarker eingestellt wurde. Werden physiologische intra- und
extrazellulare Losungen fir Pipetten- bzw. Badlésung verwendet, lassen sich im
Ganzzell-Modus in der Stromklemme ein anndhernd physiologisches
Membranpotential ableiten. Neben diesen Vorteilen (Ableitung des
Membranpotentials oder des Plasmamembran-Gesamtstroms, definierte
intrazellulare lonenkonzentrationen, definierte Membranspannung) hat der
Ganzzell-Modus den Nachteil, dass Signalmolekdle in die Pipette dialysieren, und
Signaltransduktionswege in diesem Modus nicht mehr so einfach untersucht

werden konnen.

Wird im Ganzzell-Modus die Ableitelektrode von der Zelle entfernt, fusionieren mit
einer gewissen Wahrscheinlichkeit die abgerissenen Membrankanten zu einem
,outside-out excised patch®, das wieder einen sehr hohen Eingangswiderstand

bildet und so Einzelkanalereignisse in dem Patch auflosen lasst sowie Zugang
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Uber die austauschbare Badlosung zu der extrazellularen Membranseite
gewahrleistet. Wird die Membran aus dem On Cell-Modus exzidiert entsteht
wiederum durch Fusionieren des Membranabrisses ein Vesikel an der
Pipettenspitze. Durch kurzzeitiges Manipulieren des Vesikels in die Luft und wieder
Eintauchen in eine Ca?*-freie Badlosung kann die auBere Vesikelmembran
rupturiert werden und ein ,inside-out excised patch® entstehen, das Uber die
Badl6ésung Zugang zur zytoplasmatischen Membranseite ermdglicht. Eine On Cell-
/Ganzzell-Modus-Zwischenform stellt der ,Cell-attached“-Nystatin-Modus dar, der
Uber lonophore in der Pipettenlésung einen hochohmigen elektrischen Zugang zu
dem Zytosol ermdglicht, welcher ausreicht um das Membranpotential in der
Stromklemme abzuleiten, den Eingangswiderstand aber nicht soweit erniedrigt,
dass keine Einzelkanalauflosung in der aufgesaugten Membran mehr maoglich ist
(Neher and Sakmann, 1992, Hille, 2001) (Abb. 1.2).

cell-attached

nystatin 1
Vclamp
U
inside-out on-cell whole-cell outside-out
excised-patch (cell-attached) excised-patch

Abb. 1.2. Ableitmodi der Patch-Clamp-Technik (nach (Huber et al., 2005), verandert).
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1.3.3 Patch-Clamp-Datenanalyse

Die Interpretation der in der Spannungsklemme gemessenen Strome beruht auf
folgenden Prinzipien: (1) Bis auf den On Cell- (und auch Cell-attached Nystatin)-
Modus sind die lonenkonzentrationen auf beiden Seiten der abgeleiteten Membran
durch Pipetten- und Badlosung vorgegeben. Die elektrochemischen
Gleichgewichtspotentiale (E), also die Membranspannung, an der die
Nettodiffusion der lonen null ist, kdnnen fur alle beteiligten lonenspezies und deren
Konzentrationen auf beiden Seiten der Membran mit der Nernst-Gleichung
berechnet werden (Abb. 1.3). In der Strom/Spannungs-Beziehung der abgeleiteten
Strome mussen somit zum Beispiel durch K*-lonenfliisse hervorgerufene Stréme
am K*-Gleichgewichtspotential (Ex) ihr Umkehrpotential (Vrev) haben (i.e. am Ex ist
ein K*-Strom 0 pA, bei negativeren Potentialen als Ex ist der K*-Strom negativ, bei
positiveren Potential als Ex ist der K*-Strom positiv). In der Plasmamembran sind
in der Regel immer mehrere lonenkanal-Typen gleichzeitig aktiv, so dass Vrev des
zum Beispiel Ganzzell-Stroms einer Zelle aus den gleichzeitigen

Transmembranflisse mehrerer lonenspezies resultiert (Abb. 1.3).

(2) Den Anteil der dabei beteiligten ,fraktionellen“ K*-, Na*-, Ca?*-, CI--, etc.
Leitfahigkeiten am Gesamtstrom lasst sich durch Anderung der Badlésung
(wahrend einer Messung) oder der Pipettenlésung (in ungepaarten Experimenten)
identifizieren. Durch geeignete lonensubstitution wird das elektrochemische
Gleichgewichtspotential zum Beispiel selektiv fir eine lonenspezies verschoben.
Andert sich Vrev des Gesamtstroms entsprechend, beweist dies die hohe
fraktionelle Leitfahigkeit fur diese lonenspezies. Durch Substitution aller Kationen
durch ein schlecht permeables organisches Kation lassen sich CI-Strome
isolieren, durch Verwendung von einem schlecht permeablen organischen Anionen
in Kombination mit permeablen Kationen l&sst sich in analoger Weise der Cl -

Strom-Anteil aus der Messung eliminieren.
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(3) Durch Einwaschen mehr oder weniger spezifischer pharmakologische
Modulatoren (Kanal6ffner oder -blocker) lassen sich Stromkomponenten aktivieren
oder blocken. Dabei andert sich das Verhéltnis der einzelnen Stromfraktionen
zueinander, was sich unter Umstanden in einer Verschiebung von Vrev des
Gesamtstroms auswirkt hin zu bzw. weg von dem elektrochemischen
Gleichgewichtspotential derjenigen lonenspezies, deren Kandle pharmakologisch
aktiviert bzw. blockiert wurden. Gleiches gilt fur Stromfraktionen, die tber
experimentelles Ansteuern von biologischen Signalwegen modulierbar sind. Fur
die aktivierte/inhibierte Strom-Fraktion (Al) lasst sich zudem das Vrev bestimmen
und somit die lonenselektivitat bestatigen (Pharmaka) bzw. identifizieren
(Signaling). Ebenso lassen sich in ungepaarten Experimenten durch molekulares
Herunterregulieren oder durch Uberexpression von Kanalen definierte

Stromfraktionen der Zelle hemmen bzw. steigern.

£
o
n Ik
ICI INSC
INa |
SC Ca
|
/ﬂ/gca
Spannung

Abb. 1.3. Elektrochemische Gleichgewichtspotentiale (E), die sich bei Verwendung physiologischer
intra- und extrazellularer lonenkonzentrationen in der Pipetten- bzw. Badlésung Uber die
Plasmamembran einstellen. Ideale Ohm’sche Widerstande mit Selektivitat fiir eine lonenspezies
wirden die in der der Strom/Spannungs-Beziehung eingezeichneten Stréme (I) generieren (das
tiefergestellte Suffix bezeichnet die lonenselektivitat). Leiten Kationen-Kanéle gleichermal3en Na*
und K* (sogenannte nicht selektive Kationen (NSC)-Kanéale), liegt das Elektrochemische
Gleichgewichtspotential (Ensc), das sich bei lonenfluss Uber diese Kanéle einstellt nahe 0 mV (nach
(Huber et al., 2005), verandert).
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(4) Ferner kann die spannungsabhangige Aktivierung (Abb. 1.4 A) und/oder
Anderung der Leitfahigkeit (i.e. Gleichrichterfunktion oder Rektifizierung) sowie
dabei auftretende zeitabhangige Aktivierung/Inaktivierung/Deaktivierung (Abb. 1.4
B) mit mehr oder weniger kanalspezifischen Zeitkonstanten vieler lonenkanal-
Typen ausgenutzt werden, um durch geeignete Pulsprotokolle die Kanéle des

Interesses im Gesamtstrom-Kontext zu isolieren.

L 1A
El' Spannung 0mV
7]
100 mV 100 mv
-100 mV =
\/ 100 mV Wg
A Spannung Aktivierung
Strom
0nA

Na*

[ -1nA

Deaktivierung

Abb. 1.4, Spannungsabhéangigkeit von lonenkanélen. A. Fiktive Strom/Spannungs-Beziehung
spannungsaktivierter Nav Na*-Kanéle in erregbaren Zellen. Werden Nav-Kanéle im Ganzzell-Modus
ausgehend von einem negativen Haltepotential (zum Beispiel -70 mV) durch depolarisierende
Spannungsspringe aktiviert, so entstehen mit zunehmender Depolarisation ab Erreichen des
Schwellenpotentials rasch inaktivierende Einwartsstréme (die dicke blaue Linie zeigt die Peak-
Strome). Ab einer bestimmten Starke dieser Depolarisation (hier bei Springen auf Spannungen von
0 mV und positiver) werden alle Kanale in der Plasmamembran aktiviert und die Strom/Spannungs-
Beziehung (dicke Linie) folgt derer eines idealen K*-selektiven Ohm‘schen Widerstands (diinne
blaue Linie). B. Fiktive zeitabhangige Aktivierung, Inaktivierung und Deaktivierung
spannungsaktivierter Ky K*-Kanéle. Gezeigt werden Pulsprotokoll (oben) und die durch den
depolarisierenden Rechteckpuls hervorgerufene Anderung der K*-Stréme (unten) abgeleitet im
Ganzzell-Modus.

(5) Letztendlich leiten aktive lonenkanale nicht kontinuierlich lonen, sondern
schalten zwischen Offen- und Geschlossenzustanden, wodurch schnelle
Rechteckstromanderungen mit charakteristischen Offen- und Geschlossenzeiten
oft im ms-Bereich generiert werden. Diese Stromanderungen lassen sich bis in den
1 pS-Bereich hinunter analysieren. Auf Einzelkanalebene kann so die Leitfahigkeit
und die Offenwahrscheinlichkeit des Kanals in Abh&ngigkeit der Klemmspannung

charakterisiert werden.
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1.4 Ziele

In der Literatur finden sich Hinweise darauf, dass Ca?*-Signale die DNA-Reparatur
zum Beispiel Uber das Ca?*-regulierte S100A11-Protein (Foertsch et al., 2016), die
Aktivitat der Poly(ADP-ribose)-Polymerase-1 (PARP1) (Bentle et al., 2006) oder
der nuklearen Lokalisation des Breast cancer susceptibility gene-1 (BRCA1)-
Proteins (Glover-Collins and Thompson, 2008, Feng et al., 2004, Yang et al., 2003)
modulieren. Zusatzlich war zu Beginn dieser Promotionsarbeit eine Studie
publiziert worden, die in Karzinomzellen eine Aktivierung von Ky-Kanélen durch
ionisierende Strahlung nachweisen konnte (Kuo et al., 1993). Dies fuhrte zu der
Arbeitshypothese, dass durch ionisierende Strahlung veranderte
Membrantransporte zur DNA-Schadensantwort und Uberleben der bestrahiten
Zellen beitragen konnten. Das Ziel dieser Arbeit waren deswegen, folgende Fragen

zu beantworten:

- Verandert ionisierende Strahlung in Dosen, wie sie in der Strahlentherapie am
Menschen angewandt werden, die Transporte tUber die Plasmamembran von

Tumorzellen?

- Handelt es sich dabei um singuléare Ereignisse oder um ein generelleres
Phanomen, das sich bei verschiedenen Tumorentitdten beobachten lasst?

- Welche Transportprotein-Typen sind beteiligt?

- In welchen Zeitfenstern nach Bestrahlung treten radiogene Membrantransporte

auf?

Diese Fragestellungen wurden mittels Patch-Clamp-Ableitungen an humanen
Leukamie-, Lungenkarzinom-, Kopf-Hals-Karzinom- und Glioblastom-Zelllinien

bearbeitet.
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2 Material und Methoden

2.1 Zellkultur

Humane K562 Chronisch Myeloische Leukamie (CML)-, humane Jurkat E6.1 T-Zell
Akute Lymphatische Leuké&mie (T-ALL)- und humane T98G Glioblastomzellen
stammen von ATCC (American Type Culture Collection, Baltimore, MD, USA).
Humane A549 Lungen-Adenokarzinom (Nicht-Kleinzelliges Lungenkarzinom,
NSCLC)- und humane SAS (Kopf-Hals-Plattenepithelkarzinom, HNSCC)-Zellen
wurden freundlicherweise von Prof. Klaus Dittmann, Sektion fur Strahlenbiologie
und Molekulare Umweltforschung, Klinik fir Radioonkologie, Universitat Tubingen,
die humanen U251 Glioblastomzellen von Prof. Luiz O Penalva, Department of
Cell Systems and Anatomy, University of Texas Health Science Center at San
Antonio, Texas, USA, zur Verfligung gestellt. K562-, Jurkat-, T98G-, A549- und
SAS-Zellen wurden in RPMI-1640-Medium (2.0 NaHCOs g/l entwickelt am Roswell
Park Memorial Institute) supplementiert mit 10% fotalen Rinderserum und L-
Glutamin (FBS, FCS, alles von Gibco, Karlsruhe, Deutschland) in einer
wassergesattigten 5% CO2-Atmosphéare bei 37°C kultiviert. Bei den initialen
Passagen der K562-Zellen wurden zudem Penicillin (100 U/ml) und Streptomycin
(100 pg/ml, beides Gibco) dem Zellkultur-Medium beigemischt. Im Laufe der
Experimente wurden die Antibiotika weggelassen. U251-Zellen wurden in DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium, 4500 mg D-Glukose/l, 3.7g/l NaHCO3)/10%
FCS Medium (Gibco) in einer wassergesattigten 8% CO2-Atmosphare bei 37°C

gezogen.

Zur Transfektion mit Kv3.4 siRNA und ,nontargeting“ RNA (On Target SMARTpool
RNA, Dharmacon, Chicago, lllinois, USA) wurden 3 x 108 K562-Zellen aus der
logarithmischen Wachstumsphase in niedriger Zelldichte in 300 ul Phenol-Rot-und
FCS-freiem RPMI-1640-Medium resuspendiert. Nach der Zugabe von siRNA und
,hontargeting“ RNA (jeweils 50 nM Endkonzentration) wurden die K562-Zellen
durch 5 ms lange 340 V Pulse elektroporiert (EP12500-Electroporator, Fischer,
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Heidelberg, Deutschland). Direkt nach der Transfektion wurden die Zellen in 6 ml
FCS-supplementierten Medium (37 °C) resuspendiert, und wie oben beschrieben
weiter kultiviert. Die Effizienz der durchgefiihrten Transfektion wurde durch
Transfizieren von grun-fluoreszierender siGLO siRNA (400 nM; Dharmacon), die
Viabilitat der tranzfizierten Zellen mittels Propidium-lodid DNA-Farbung im
Durchfluzytometer, der Knockdown von Ky3.4 mittels Immunoblotting in
begleitenden, hier nicht gezeigten Experimenten des Labors Experimentelle

Radioonkologie in Tubingen (Palme et al., 2020), verifiziert.

Stabile Bcl-2- bzw. mit leerem Vektor transfizierte Jurkat-Zellen stammten
ursprunglich von Herrn Prof. Henning Walczak (heute Department of Cancer
Biology, University College London, London, UK) und wurden freundlicherweise
von Frau PD Dr. Justine Rudner (heute Arbeitsgruppe Molekulare Zellbiologie im
Institut far Zellbiologie (Tumorforschung), Universitatsklinikum Essen) zur

Verfligung gestellt.

2.2 Bestrahlung der Zellen

Die Zellen wurden in Zellkulturmedium bei Raumtemperatur mit einem
Linearbeschleuniger (LINAC SL25 Philips, Eindhoven, Niederlande) mit der
Dosisleistung von 4 Gy/min mit 6 MV Photonen einfach (0-10 Gy) oder fraktioniert
(5 x 0 bzw. 5 x 2 Gy) bestrahlt. Dosisaufbau und Reflexion wurde mit 1 cm bzw. 10
cm RW-3 Platten (PTW, Freiburg) oberhalb bzw. unterhalb der
Zellkulturflasche/Multiloch-Platte gewéahrleistet. Die Dosimetrie wurde mittels
Filmdosimetrie (Gafchromic 3 films; Ashland Inc., Covington, KY) von Herrn Dipl.-
Ing. Savas Tsitsekidis, Medizinische Physik, Klinik fir Radioonkologie, Tlbingen,
durchgefihrt.
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2.3 Patch-Clamp-Ableitungen

Die Patch-Clamp-Ableitungen wurden an einem invertierten Axiovert-100 Zeiss
Mikroskop mit schwenkbarem Kondensor-Turm und einem Phasenkontrast 32x
Long-Distance Objektiv durchgefiihrt. Das Mikroskop wurde auf einem von der
Feinmechanik-Werkstatt selbstgebauten luftgelagerten Tisch mit Bleiplatte gelagert
und durch einen ebenfalls selbstgebauten Faraday-Ké&fig abgeschirmt. Auf eine
ebenfalls selbstgebaute Mikroskop-Kreuztisch-Platte wurde die 3 cm-Petrischale
mit den Zellen montiert und ein ebenfalls selbstgebauter Ringeinsatz tber
Klemmen in der Petrischale fixiert. Neben diesen Klemmen wurden in der
Kreuztischplatte auch die Halterungen fir Absaug- und Salzbriicken-Glasréhrchen
befestigt. In das Salzbriicken-Rohrchen wird der Referenz Ag/AgCl-
Elektrodendraht platziert. Uber 8 Bohrungen in den Ringeinsatz wurden die Zellen
in der Mitte der Petrischale, tber die Schwerkraft angetrieben, superfundiert (Abb.
2.1). Als Losungsreservoirs wurden 50 ml-Perfusorspritzen (Kolben entfernt) etwa
40 cm Uber der Petrischale im Faraday-Kafig montiert und mit Silikonschlduchen (1
mm Innendurchmesser) mit dem Ringeinsatz verbunden. Das Zuschalten der
Superfusate und die Regulation der Flussrate erfolgte Giber zwischengeschaltete
Dreiwegehahne bzw. Infusionstropfenregler. Die Schlauche wurden die letzten 30
cm vor dem Ringeinsatz Uber Silikon-abgedichtet Y-Verbindungsstiicke durch
einen groflReren Schlauch gefuhrt, der im Gegenstrom mit 37°C warmen Wasser
durchstrémt wurde. In einer Reihenschaltung wurde das Warmwasser zuvor durch
eine Aussparung des Ringeinsatzes gefuhrt (Abb. 2.1), so dass sowohl
Ringeinsatz und Petrischale als auch zufihrende Losungen auf 37°C temperiert
wurden und alle Patch-Clamp-Ableitungen bei 37°C durchgefuhrt wurden. Durch
den Ringeinsatz wurde das superfundiert Badvolumen auf etwa =200 pl verkleinert,
so dass bei Superfusions-Flussraten von = 0.5-1 ml/min relativ schnell Blocker
eingewaschen oder Badl6ésungen ausgetauscht wurden. Die 37°C-Temperatur des
~200 ul Badvolumens wahrend der Superfusion wurde regelméaRig mittels einem

kleinen (< 1 mm Durchmesser) Thermowiderstand kontrolliert. Als
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Absaugvorrichtung wurde vom Absaugrohr ein Schlauch aus dem Kafig zu einer
Aquariumpumpe mit vorgeschalteter Flussigkeitsfalle (beides auf3erhalb des
Faraday-Kafigs) und einer elektrisch isolierenden Luftbriicke (innerhalb des K&figs)
gefuihrt. Der Warmekreislauf wurde von einem Wasserbad mit Umwalz-Vorrichtung

angetrieben.

Abb. 2.1. Ringeinsatz, der zur Bad-
Superfusion und Temperierung der

I Zellen wahrend der Patch-Clamp-
ipettenhalter Ableitungen verwendet wurde.

g . Petrischale mit Ringeinsatz wurden mit
Klemmen auf eine Kunststoffplatte
fixiert, welche in die Kreuztisch-

Mechanik des inversen Mikroskops

Halteklemme e Ableitelektrode i -
v % e elngechpst war.

Super- :

fusions- MY € A _
‘anschlisse g4 Patch-Pipette

/ "
Petrischale

Die Patch-Clamp-Ableit-Pipetten wurden aus Borosilikat-Glas (GC150 TF-10,
Harvard Apparatus, March-Hugstetten, Deutschland) mittels einem
Mikroprozessor-gesteuerten DMZ-Puller (Zeitz, Augsburg, Deutschland) im
Mehrfachzug-Verfahren gefertigt und die Spitzen tber eine Zusatzfunktion des
Pullers hitzepoliert. Uber die Programmierung wurde ein Pipetten-
Spitzenwiderstand (mit den verwendeten Pipetten und Badlésungen) von 5 MQ
eingestellt. Die mit Pipettenlésung geflllten Pipetten wurden im Pipettenhalter des
Vorverstarkers Uber den Ag/AgCl-Ableitelektroden-Draht gezogen und in der
Haltevorrichtung mit einer Klemmschraubung luftdicht fixiert. Uber einen
Schlauchzugang des Pipettenhalters wurde Unterdruck auf das Pipettenlumen zum
Ansaugen der Zellmembran appliziert. Der Vorverstarker war tber einen
mechanischen und einem ,Remote-Access” elektrischen STM-Mikromanipulator

(Lange, GmbH and Co., KG, Deutschland) am Mikroskop-Stativ fixiert.

22



Die Strome Uber die Plasmamembran wurden im Ganzzell- und On Cell- (Cell-
attached)-Modus in der Spannungsklemme, die Membranspannung im Ganzzell-
Modus mit der O pA-Stromklemme abgeleitet. Fur die Spannungsklemme wurde
ausgehend von einem Haltepotential wahrend einer Messung Rechteck-
Spannungssprunge auf verschiedene Haltespannungen appliziert. Die
Klemmspannungen in der Spannungsklemme und die abgeleiteten
Membranpotentiale in der Stromklemme beziehen sich dabei auf die auf
zytoplasmatischer Seite der Membran gemessenen gegen die geerdete
extrazellulare Referenzelektrode. An Flissigkeitsgrenzen (Pipettenldsung gegen
Badl6sung vor dem Sealen der Membran oder zwischen neuer Badlésung und
ursprunglicher Badldsung in der Salzbrucke nach Badlésungswechsel; die
Salzbrucke ist bei Wechsel der Badldsungen mit unterschiedlichen CI--
Konzentrationen notwendig, da die Ag/AgCl-Referenzelektrode bei Veranderung
der umgebenen Cl-Konzentration Offset-Potentiale bildet und in den Messplatz
integriert) entstehen Liquid Junction-Potentiale (ES - EP) die nach (Barry and
Lynch, 1991) mit folgender Gleichung abgeschéatzt wurden:

N
— Ef = RT,’F)S,cln{ zlu,a /2 Ztua: } mit Z ((zu)a} — aP)]/Z [zFulad — af)]
-1

R, T, F sind die Gaskonstante, Absolute Temperatur und Faraday-Konstante. u, a
und z reprasentieren Mobilitat, Aktivitat und Valenz (inklusive Vorzeichen) der
lonen-Spezies. Die hochgestellten Suffixes S und P weisen die beiden
Flussigkeitskompartimente aus. Fur die Anionen CI', Glukonat, HEPES" (siehe
unten), ATP#, EGTA? (siehe unten) wurden die relativen Mobilitaten u von 1.0388,
0.33, 0.3, 0.22 bzw. 0.24, fur die Kationen K*, Na*, TRIS* (siehe unten), NMDG*
(siehe unten) Ca?* und Mg?* die relativen Mobilitaten von 1, 0.682, 0.4, 0.25, 0.488
bzw. 0.361 angenommen. Die Spannungen wurden ,offline“ fur die ,Liquid

Junction®“-Potentiale korrigiert.

Die Strome/Spannungen wurden mit einem EPC-9-Verstarker (Heka, Lambrecht,

Deutschland) mit einer Aufnahme-Rate von 10 kHz und einem 3 kHz-Tiefpassfilter
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aufgenommen. Die Generierung der Klemmspannung und die Datenaufnahme
Uber einen ITC-16-AD/DA-Wandler (Instrutech, Port Washington, NY, USA) wurde
mit der Pulse-Software (Heka) durchgefiihrt. Uber die Oszilloskop- und Online-
Analyse-Funktion der Pulse-Software wurden die Messdaten visualisiert. Nach
Erreichen des GQ-Seals (Ublicherweise 10-100 GQ) wurde fur den Ganzzell-
Modus der aufgesaugte Membranfleck durch kurze Applikation eines starken
Unterdrucks rupturiert und das Einbrechen in den Ganzzell-Modus durch Erhéhung
der Membran-Kapazitat erkannt. Uber die Csiow-Funktion des Verstarkers wurde die
Ganzzell-Membrankapazitat kompensiert und gleichzeitig deren Wert [pF] ermittelt.
Die Ganzzell-Strome werden als Stromdichten [pA/pF] zwischen individuellen
Zellen gemittelt. Bei der Ermittlung der Ganzzell-Membrankapazitat wird auch der
Zugangswiderstand (i.e., Pipettenwiderstand + Widerstand der Membranruptur)
zum Zellinneren gemessen. Dieser Zugangswiderstand ist dem
Membranwiderstand vorgeschalten, so dass die eingestellte Klemmspannung an
beiden Widerstanden abfallt und somit an der Membran ein niedrigere Spannung
als die gewahlte Klemmspannung anliegt. Der Zugangswiderstand wurden in den

Ganzzell-Modus Uber die Rs-Funktion des Verstarkers zu 70-85% kompensiert.

Kationen-Strome aus der Zelle bzw. Anionen-Stréme in die Zelle werden als
Auswartsstrome und positive Strome, Kationen-Strome in die Zelle bzw. Anionen-
Strome aus der Zelle als Einwéartsstrome und negative Strome definiert. In den
Original-Stromspuren werden Auswartsstrome und Einwartsstrome als
Auslenkungen oberhalb bzw. unterhalb der O pA-Nulllinie (meist als rote Linie in
den Abb. eingezeichnet) dargestellt. Bei einer Messung werden in der Regel
mehrere Spannungsspriinge appliziert. Die dadurch nacheinander evozierten

Strome werden in den Original-Stromspuren Ubereinander gelagert dargestellt.
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2.3.1 Membranpotential-Ableitungen in der Stromklemme

Um strahlungsinduzierte Anderungen des Membranpotentials tiber die
Plasmamembran in K562 CML-, A549-NSCLC- und SAS HNSCC-Zellen zu
bestimmen, wurden die Zellen im Ganzzell-Modus in der 0 pA-Stromklemme
abgeleitet. Als eine dem physiologischen intrazellularen Milieu angepasste
Pipetten-L6sung wurde eine Mg/ATP-enthaltende, Na*- und EGTA-gepufferte
Ca?*-freie K-Glukonat-Losung, im weiteren Text Standard K-Glukonat
Pipettenldsung genannt, mit erniedrigter Cl--Konzentration verwendet (in mM: 140
K-D-Gluconate, 5 N-2-Hydroxyethylpiperazin-N-2-Ethanesulfonisdure (HEPES), 5
MgClz, 1 K-Ethylenglycol-bis(-aminoethylether)- N,N,N°,N"- Tetraessigsaure (K-
EGTA), 1 K-ATP, mit KOH auf pH 7.2 titriert). Die Zellen wurden mit einer, der
physiologischen Extrazellullarflissigkeit angeglichenen NaCl-Lésung, im weiteren
Text als Standard-NaCl-Badlosung bezeichnet, superfundiert (in mM: 125 NacCl, 32
HEPES, 5 KClI, 5 p-Glucose, 1 MgClz, 1 CaClz, mit NaOH auf pH 7.4 titriert). In den
Experimenten mit den A549- und SAS-Zellen wurde wahrend kontinuierlicher
Messung die extrazellulare Glukose durch Superfusion mit einer Glukose-
depletierter Standard-NaCl-Badlésung (in mM: 125 NaCl, 32 HEPES, 5 KCl, 1
MgClz2, 1 CaClz, mit NaOH auf pH 7.4 titriert) ausgewaschen und durch Re-
perfusion mit Standard-NaCl-Badldsung wieder eingewaschen. In weiteren
Experimenten an den A549-Zellen wurde wahrend kontinuierlicher Ableitung der
Glukose-Transporter-Inhibitor Phlorizin (500 pM, Sigma-Aldrich) oder EGFR
(Epidermaler Wachstumsfaktor-Rezeptor)-Tyrosinkinase-Inhibitor Erlotinib (1 uM,
Sigma-Aldrich) mit der Standard-NaCl-Badlésung ein- und wieder ausgewaschen.
Am Ende eines jeden Experiments wurde zur internen Kontrolle von ,Offset"-
Potentialen das Membranpotential ,genullt* indem Ek durch Einwaschen einer KCI-
Badl6sung (in mM: 130 KCI, 32 HEPES, 5 b-Glucose, 1 MgClz, 1 CaClz, mit KOH
auf pH 7.4 titriert) nahe 0 mV verschoben wurde. Ausgewertet wurden die
Spannungen nach Einstellen eines Steady-State am Ende eines jeweiligen

experimentellen Manévers, indem tber ein méglichst langes Zeitintervall im
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Steady-State-Bereich gemittelt wurde. Die K562 -Zellen wurden mit 5 Gy bestrahlt
- eine Dosis, die unter derjenigen fur Ganzkorperbestrahlung (TBI) zur
Konditionierung vor allogener Stammzelltransplantation liegt, daftir aber noch eine
gute ,Sealbarkeit* der Membran gewahrleistet - und 1- 3 h nach Bestrahlung
elektrophysiologisch abgeleitet. Die A549- und SAS-Zellen wurden mit 4 Gy
bestrahlt, da diese Dosis in dem Beobachtungszeitraum nachweislich den EGFR
stimuliert und EGFR-vermittelte DNA-Reparatur ausldst (Dittmann et al., 2005) und
1-6 h nach der Bestrahlung elektrophysiologisch abgeleitet.

2.3.2 Ganzzell-Stromableitungen in der Spannungsklemme

2.3.2.1 Ca?*-permeable nichtselektive Kationenkanale in CML-Zellen

Zur Analyse der relativen Ca?*-Permeabilitat (siehe Abb. 3.1) und des anormalen
Molfraktionseffekts (siehe Abb. 3.2) des radiogenen Kationen-Stroms wurden
parentale K562-Zellen 1-5 h nach Bestrahlung mit 1-10 Gy bei 37°C mit Standard-
NaCl-Badlésung superfundiert (siehe 2.3.1). Nach Erreichen des GQ-Seals und
Einbrechen in den Ganzzell-Modus wurden die Zellen mit Ca-D-Glukonat2-
Badlosung (100 Ca-D-Gluconatz, 10 HEPES, titriert mit
Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris) auf pH 7.4), mit Na-D-Gluconat-Badlésung
(in mM: 150 Na-D-Glukonat, 10 HEPES, 1 Ca-D-Gluconatz, mit NaOH auf pH 7.4
titriert) oder mit EGTA-gepufferter Ca?*-freien Na-b-Gluconat-Badlésung (in mM:
150 Na-D-Glukonat, 10 HEPES, 3 EGTA, mit NaOH auf pH 7.4 titriert) in
Kombination mit Standard-K-Glukonat-Pipettenlésung (in mM: 140 K-b-Glukonat, 5
HEPES, 5 MgClz, 1 K>-EGTA, 1 K2-ATP, mit KOH auf pH 7.2 titriert) abgeleitet. Fur
die Analyse wurden die Strome zwischen 100 und 690 ms eines jeden

Spannungspulses arithmetisch gemittelt.
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2.3.2.2 Kv3.4-Kanéale in CML-Zellen

Zum Nachweis von strahlungsaktivierten Kv3.4 -Kanélen wurden K562-Zellen mit
Na-Glukonat-Badlésung kombiniert mit Standard K-Glukonat-Pipettenldsung (siehe
3.2.1) abgeleitet. Zur Hemmung der spannungsabhéngigen Ky-Kanéle wurde BDS-
Il (Blood depressing substance-Il, 2 uM) mit der Na-Glukonat-Badl6sung
superfundiert. Die Spannungsaktivierung der Ky-Kanéle erfolgte durch
depolarisierende Spannungsspringe ausgehend von -66 mV (Standard NaCl-
Badl6sung) bzw. -52 mV Na-Glukonat-Badlésung) Haltepotential. Ausgewertet
wurden die ,Peak“-Strome der Kv-Kanale, da bei hdheren Spannungsspriingen die

Kv-Stréme bereits wahrend anhaltender Depolarisation inaktivierten.

Zur Berechnung der halbmaximalen Aktivierungsspannung (Viz-ac, i.e. der
depolarisierende Spannungswert, bei der die Halfte der Kv-Kanale aktivierten)
wurden die biologische ,Leck“-Leitfahigkeit (i.e. Gesamtheit der aktiven Kanéle, die
nicht als spannungsabhéngig aktivieren) tber die Lineare Regression der
Einwartsstrom-Spannungs-Beziehung berechnet, die ,Leck“-Strome Uber den
ganzen Spannungsbereich extrapoliert und diese von den Gesamtstromen
subtrahiert, um die spannungsaktivierte Stromfraktion zu erlangen (siehe Abb. 3.3
G). Uber jeweils drei Spannungspunkte wurde tiberlappend am aufsteigenden Teil
dieser spannungsaktivierten Stromfraktionskurve die jeweilige Leitfahigkeit
berechnet und normalisiert auf die Maximal-Leitfahigkeit (G/Gmax) gegen die
Spannung aufgetragen. Durch Anpassen die Boltzmann-Funktion

(G/Gmax =[1+exp (Vizact — V)/K]1) wurde die halbmaximale Aktivierungsspannung
(V12-act) berechnet (k: Steigung der Kurve bei Vi2-act; siehe Abb. 3.3 H).
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2.3.2.3 hERG1-Kanale in CML-Zellen

hERG1 K*-Kandle aktivieren durch depolarisierende Spannungsspringe,
inaktivieren aber gleichzeitig mit der Aktivierung, so dass sie wahrend des
depolarisierenden Spannungssprunges keine K*-Strome leiten. Bei der
Repolarisation der Klemmspannung wird die Inaktivierung schneller aufgehoben,
als dass die Kanale deaktivieren, so dass die hERG1-Kanéle nach Repolarisation
kurzzeitig deaktivierende K*-,Tail*-Stréme leiten. Um den Effekt von ionisierende
Strahlung auf diese ,Tail*-Stréme in K562-Zellen zu untersuchten, wurden
Ganzzell-Ableitungen 1-4 h nach Bestrahlung mit 0-5 Gy mit Standard K-Glukonat
Pipetten- (siehe 2.3.1) und K-Glukonat-Badlésung (in mM: 130 K-b-Glukonat, 32
HEPES, 5 D-Glukose, 1 Mg-D-Glukonatz, 1 Ca-D-Glukonatz, titriert mit KOH auf pH
7.4) durchgefihrt. Vor Erreichen des GQ-Seals und Einbrechen in den Ganzzell-
Modus wurden die Zellen mit Standard-NaCl-Badl6sung (siehe 2.3.1)
superfundiert. Zur reversiblen Hemmung der hERG1-Kanale wurde E4031 (1 uM,
Sigma-Aldrich) mit der K-Glukonat-Badlosung superfundiert. In Protokoll 1 (siehe
Abb. 3.5) wurden die Rechteck-Spannungsspriinge ausgehend von einem
negativen (-50 mV, hERG abgeschaltet) und einem positiven (+40 mV, hERG
angeschaltet aber inaktiviert) Haltepotential appliziert und die ,Peak“-Strome
analysiert. In Protokoll 2 (siehe Abb. 3.6) wurde durch Pra-Pulse die Aktivitat von
hERGL1 variiert und dann in einen Sprung auf -100 mV der ,Peak® der
deaktivierenden Einwarts-,Tail“-Strome analysiert. Die E4031-sensitive Fraktion
des Einwarts-,Tail*-Stroms wurde als hERG-spezifisch definiert fir bestrahlte und
nicht-bestrahlte Zellen gegen die Pra-Pulse-Spannung aufgetragen, um auf eine
strahleninduzierte Modifikationen der Spannungsabh&ngigkeit zu testen (siehe
Abb. 3.6 C)
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2.3.2.4 TRPM2-Strome in T-ALL-Zellen

Um die funktionelle Expression von TRPM2 (Member-2 der Melastatin-
Untergruppe der Transient Receptor Potential) nichtselektiven Kationenkanélen in
T-ALL Zellen zu beschreiben (siehe Abb. 3.7) wurden parentale Jurkat-Zellen im
Ganzzell-Modus mit modifizierter NaCl-Badlésung (in mM: 140 NaCl, 10 HEPES,
titriert mit NaOH auf pH 7.4) und K-Glukonat/KCI-Pipettenlésung (in mM: 60 K-D-
Glukonat, 80 KCI, 1 MgClz, 1 K-EGTA und K-ATP, 5 HEPES, titriert mit KOH auf
pH 7.4) abgeleitet. Bis zum Erreichen der Ganzzell-Ableitkonfiguration wurden die
Zellen mit Standard-NaCl-Badlosung (siehe 2.3.1) superfundiert. In ungepaarten
Experimenten wurde der Effekt des TRPM2-Stimulators ADP-Ribose (ADPR, 0
bzw. 1uM, Sigma, Taufkirchen, Deutschland) in der Pipettenldsung auf die
Ganzzell-Strome analysiert. Zur Inhibition des ADPR-stimulierten Stroms wurde
der Kationenkanal-Inhibitor n-(p-Amylcinnamyl)-Anthranilsaure (ACA, 20 pM) mit
der Badlosung appliziert. Nach Membran-Exzision aus dem Ganzzell-Ableitmodus
wurde in einem Experiment der ADPR-stimulierte Strom (K-Glukonat/KCI-Pipetten-
und modifizierte NaCl-Badlosung) auf Einzelkanalebene im Outside-out-Patch

analysiert.

Die Bcl-2 (B-cell ymphoma 2-Protein)-Abhangigkeit von strahleninduzierten
TRPM2-ahnlichen Strémen wurde in Bcl-2- und Kontroll-Vektor-transfizierten
Jurkat-Zellen 2-6 h nach Bestrahlung mit 0 bzw. 5 Gy untersucht (siehe Abb. 3.8).
Die Ganzzell-Strome wurden wie bei den parentalen Zellen mit (ADPR-freier) K-
Glukonat/KCI-Pipettenlésung und modifizierter NaCl-Badlésung vor, wahrend und
nach Bad-Applikation von ACA abgeleitet. Zur Analyse wurden die arithmetischen
Mittelwerte der Strome zwischen 100 ms und 690 ms eines jeden
Spannungspulses auf die Membrankapazitat normalisiert und aus den so
erhaltenen Stromdichten fur die Auswartsstrome in dem Spannungsbereich von -

48 mV bis +12 mV die Leitfahigkeitsdichten Uber lineare Regression berechnet.
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2.3.2.5 IKca-Strome in T-ALL-Zellen

Zur Analyse der radiogenen Aktivierung von IKca K*-Kanélen wurden mit O bzw. 10
Gy bestrahlte Bcl-2- und Kontroll-Vektor-transfizierte Jurkat-Zellen (2-6 h nach
Bestrahlung) mit KCI-Badldsung (in mM: 140 KCI, 10 HEPES, titriert mit KOH auf
pH 7.4) und K-Glukonat/KCI-Pipettenlésung (in mM: 60 K-D-Glukonat, 80 KCI, 1
MgCl2, 1 K-EGTA und K-ATP, 5 HEPES, titriert mit KOH auf pH 7.4) abgeleitet. Bis
zum Erreichen der Ganzzell-Ableitkonfiguration wurden die Zellen mit Standard
NaCl-Badl6sung (siehe 2.3.1) superfundiert. IKca-Blockade wurde mit Bad-
Applikation von TRAM-34 (10 uM, 1-[(2-Chlorophenyl)Diphenylmethyl]-1H-Pyrazol)
durchgefthrt. Zur Analyse wurden die arithmetischen Mittelwerte der Strome
zwischen 100 ms und 690 ms eines jeden Spannungspulses auf die
Membrankapazitat normalisiert und aus den so erhaltenen Stromdichten fir die
Einwartsstrome in dem Spannungsbereich von -123 mV bis -43 mV die TRAM-34-

sensitiven Leitfahigkeitsdichten Uber lineare Regression berechnet.

2.3.2.6 CI-Strome in Glioblastomzellen

Um CI-Strome der T98G-Glioblastomzellen im Ganzzell-Modus zu isolieren (siehe
Abb. 3.16), wurde als Haupt-Kation in Bad- und Pipettenlésung die impermeable
schwache Base N-Methyl-D-Glukamin® (NMDG™*) verwendet, die mit HC| auf pH 7.4
titriert wurde. Die Puffersdure HEPES wurde mit NMDG auf pH 7.4 titriert. Die
Pipetten-L6sung beinhaltete (in mM) 140 NMDG-CI (pH 7.4), 40 Mannitol, 10
HEPES/NMDG (pH 7.4), 1 MgClz2, 1 Mg-ATP, und 0.5 EGTA, die Badlosung (in
mM) 180 NMDG-CI (pH 7.4), 10 HEPES/NMDG (pH 7.4), 1 CaClz, und 1 MgClz mit
zusatzlich NPPB (5-Nitro-2-[(3-Phenylpropyl)amino]Benzoesaure, 0 oder 50 pM in
0.1 % DMSO, Sigma-Aldrich). Die Glioblastom-Zellen wurden mit O oder 2 Gy
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bestrahlt. Die Bestrahlung und Nach-Inkubation (3-5 h) erfolgte im
Zellkulturmedium, das entweder mit Vehikel (DMSO) oder dem BKca K*-
Kanalblocker Paxilline (0 oder 5 pM in 0.1 % DMSO, Sigma-Aldrich)
supplementiert war. Fir die Patch-Clamp-Ableitungen wurden die Zellen mit
Paxilline-freier Standard-NaCl-Badlésung (siehe 3.2.1) superfundiert. Erreichen
des Giga-Ohm-Seals und Einbrechen in den Ganzzell-Modus wurde die Bad-
Superfusion auf die oben beschrieben NMDG-CI-L6sung umgestellt. Die Strome
wurden ausgehend von einem Haltepotential von -23 mV (nach Offline-Korrektur
der Liquid-Junction-Potentiale) durch 9 Rechteck-Spannungsspringe auf
Spannungen zwischen -93 bis + 67 mV in 20 mV Abstufungen evoziert. Zur
Auswertung wurden die Strome in dem 100-690 ms-Zeitfenster eines jeden 700
ms-Spannungssprungs gemittelt und auf die Ganzzell-Membrankapazitat
normalisiert. Aus den so berechneten Stromdichten wurden fur die Auswartsstrome
die Leitfahigkeitsdichten durch lineare Regression zwischen -13 mV und +67 mV

Klemmspannung berechnet.

2.3.3 On Cell- (Cell-attached)-Ableitungen in der Spannungsklemme

Um die strahleninduzierte Aktivierung von K*-Kanalen in U251-Glioblastomzellen
im On Cell-Modus abzuleiten (siehe Abb. 3.15), wurde die Standard-NacCl-
Badlosung (siehe 3.2.1) mit einer extrazellularen KCI-Pipettenldsung (in mM: 130
KCI, 32 HEPES, 5 D-Glucose, 1 MgClz, und 1 CaCly, titriert mit KOH auf pH 7.4)
kombiniert. Die U251-Zellen wurden mit O bzw. 10 Gy in 5 Fraktionen Uber 5 Tage
im Zellkulturmedium bestrahlt (5 x 0 bzw. 5 x 2 Gy) und einen Tag nach der letzten
Strahlen-Fraktion elektrophysiologisch im On Cell-Modus abgeleitet. Dabei
wurden, ausgehend von einem Haltepotential von +4 mV (nach Offline-Korrektur
fur das Liquid-Junction-Potential), einundvierzig 700 ms-lange Rechteck-

Spannungsspringe auf Spannungen zwischen -96 mV und +104 mV in 5 mV
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Abstufungen appliziert. Im On Cell-Modus addiert sich das physiologische
Membranpotential der intakten Zelle zu den applizierten Klemmspannungen.
Analysiert wurden die zwischen 100 ms und 690 ms eines jeden
Spannungssprungs gemittelten makroskopischen Stréme. Uber lineare Regression
wurde fur die makroskopischen Einwartsstréome die Leitfahigkeit zwischen -1mV
und -96 mV berechnet.

2.4 Statistik

Die Daten werden neben Orginal-Stromspuren als arithmetische Mittelwerte +
Standard Fehler (SE) dargestellt. Die Signifikanz-Niveaus (Irrtumsprobability, p-
Wert) der beobachteten Unterschiede zwischen den Stichproben wurden fur einen
Paarvergleich mit zweiseitigem ungepaartem t-Test bzw. Welch-korrigiertem
(Welch, 1947) t-Test bei nicht unterschiedlichen bzw. unterschiedlichen
Standardabweichungen und bei mehreren Paarvergleichen mit parametrischem
ANOVA und anschlielBendem Tuckey Post-hoc-Test bzw. nichtparametrischem
ANOVA (Kruskal-Wallis-Test) abgeschétzt. Hierfur wurde das Programm InStat
(GraphPad Software Inc., San Diego, California, USA) angewendet. In Abb. 3.9 C
wurde ein Einstichproben t-Tests durchgefihrt und das Signifikanzniveau fur die
Anzahl z der in diesem Experiment durchgefiihrten Tests Bonferroni korrigiert,
indem der p-Wert mit z multipliziert wurde. Ein p-Wert von p < 0.05 (t-Test und
ANOVA) bzw. zp < 0.05 (Bonferroni-korrigierter t-Test bei multiplen Vergleichen)

wurde als signifikant verschieden definiert.
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3 Ergebnisse

3.1 lonen-Kanale in der DNA-Schadensantwort von Leukamiezellen

3.1.1 Chronisch Myeloische Leukamie (CML)

Die neoplastische Transfomation von hamatopoetischen Stammzellen zu
chronisch myeloischen Leukamie-Zellen wird fast immer durch reziproke
Translokation-vermittelte Fusion des ABL-1-Gens (v-abl Abelson murine leukemia
viral oncogene homolog 1) auf Chromosom 9 mit dem BCR-Gen (breakpoint
cluster region protein) auf Chromosom 22 initiiert. Das resultierende BCR-ABL-
Fusionsprotein auf dem so entstandenen Philadelphia-Chromosom ist eine
konstitutiv aktive Tyrosin-Kinase, die unkontrollierte Zellproliferation und
Apoptoseresistenz induziert. Tyrosin Kinase-Inhibitoren (TKI) wie zum Beispiel
Imatinib (Handelsname Glivec®) sind der Goldstandard der CML Therapie
(Hochhaus et al., 2017). Bei Versagen von Erst- und Zweitlinien TKI-Therapie
bleibt die allogene Stammzelltransplantation (SZT) als einzige kurative
Therapieoption der CML (Bornhauser et al., 2006). Die Ganzkdrperbestrahlung
(TBI, Total-Body Irradiation, 8-12,6 Gy Photonen) wird neben Hochdosis-
Chemotherapie zur myeloablativen Konditionierung (Ablation von Leukamie und
erythropoetischen Stammzellen) vor der allogenen SZT eingesetzt (Heinzelmann
et al., 2006). Radioresistenzen der CML-Zellen fuhrt bei 8-15 % der durch TBI
konditionierten stammzelltransplanierten CML-Patienten zu Rezidiven (Robin et al.,
2005, Uberti et al., 2011, Weisser et al., 2004).

Zur Reparatur strahleninduzierter DNA-Schaden insbesondere von DNA-
Doppelstrangbriichen muss der Zellzyklus arretiert werden. Dies verhindert, dass
Zellen mit DNA-DSB in die Mitose eintreten. Letzteres wirde zur asymmetrischen
Verteilung der DNA auf die Tochterzellen und letztendlich zu mitotischen
Katastrophe und Zelltod fuhren (Eckert et al., 2019). Der Zellzyklus aller Zellen
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(siehe Einleitung) wie auch CML-Zellen wird durch Ca?*-Signale reguliert (Si and
Collins, 2008). Um deswegen eine mdglichen Beitrag radiogener Ca?*-Signale zur
Radioresistenz von CML-Zellen identifizieren zu kdnnen, wurden in dieser Arbeit
Ca?*-selektive Strome Uber die Plasmamembran von bestrahlten K562 Zellen mit
der Patch-Clamp-Ganzzell-Konfiguration abgeleitet. Die K562-Zellilinie wurde

ursprunglich aus einem Patient mit CML isoliert (Lozzio and Lozzio, 1975).

3.1.2 Radiogene Ca?*-Stréme in der Plasmamembran von CML-Zellen

Zur Ganzzell-Ableitung wurde eine Badlosung mit Ca2*-lonen als einzige
permeablen Kationen und pD-Glukonat™ als sehr schlecht permeables Gegen-Anion
mit einer K*-D-Glukonat™ (10 mM CI) kombiniert, so dass Einwartsstrome
ausschlieRlich durch Einstrom von Ca?* in die Zelle oder Ausstrom von CI- aus der
Zelle generiert werden konnten. Die K562-Zellen wurden 1- 5 h nach Bestrahlung
(0-10 Gy) abgeleitet. Abb. 3.1, links, zeigt das verwendete Pulsprotokoll.
Zunehmende Strahlendosis induzierte dabei zunehmend groRere Einwéartsstrome
(Abb. 3.1, A-C) bei Spannungen negativer -67 mV. Die Uber diese Einwartsstrome
berechneten mittlere Leitfahigkeitsdichte (Deltastrom/Deltaspannung), Nnormalisiert auf
die Membrankapazitat als MalR fur die Membranflache und berechnet Uber lineare
Regression der Strom/Spannungs-Beziehung zwischen -47 und -107 mV, Abb.

3.1C), verdoppelte sich in etwa nach Bestrahlung mit 10 Gy.

Neben einer Erhéhung der Einwartsstrome stimulierten 10 Gy auch eine leichte
VergrolRerung der Auswartsstrome bei Spannungen im Bereich von 0 mV (siehe
Sternchen in Abb. 3.1 B), aber nicht bei hbheren Spannungen. Hieraus ergibt sich
zum einen eine sogenannte Einwartsrektifizierung (Einwartsgleichrichtung) fur den
Strahlen(10 Gy)-induzierte Strom (geschlossene Dreiecke minus offene Kreise in
Abbildungsteil 3.1 B) und zum anderen ein Umkehrpotential (Vrev, die Spannung,

bei der die strahleninduzierte Stromfraktion O ist) von etwa -35 mV. Mit den
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eingangs erwahnten lonen in Pipetten- und Badlosung liegen in der Theorie die
elektrochemischen Gleichgewichtspotentiale (E) fur K* bei Ex = - ©« mV, fur Ca?*
und CI bei Eca =+ « mV und Eci = + « mV, und flr b-Glukonat  im Bereich von
Eclukonat = 0 mV. Strome durch schlecht b-Glukonat-permeable Anionenkanéle
wirden daher ein Vrev Im positiven Spannungsbereich zeigen. Das beobachtete
Umkehrpotential des strahlungsinduzierten Stroms in den K562 Zellen (Vrev = -35
mV; Abb. 3.1B) deutet daher darauf hin, dass ionisierende Strahlung in den K562-
CML-Zellen einen nichtselektiven Kationen-Strom induziert mit einer

abgeschatzten relativen Permeabilitat (P) von Pca/Pk = 0.13 fiir Ca?*.

A olukonat 57y —
-107 mv
Ca-(Glukonat), 0 Gy 10 Gy
+93 mV ™ W ittt
Em m”w“mm‘ﬂ
-107 mv
**
B 9 3' -|- C 15.
R
S
220 5T
5 <& T I %@_10-
1 25 -
100 M 25
§) ’ i a5
oGy ,‘;ﬁr 60 120
* -14 Spannung [mV] 0~
10 Gy* 0 1 5 10

Strahlendosis [GY]

Abb. 3.1. lonisierende Strahlung stimuliert in K562-CML-Zellen Ca2+-permeable Kanale. A.
Stromspuren von Ganzzell-Ableitungen, die in einer Kontroll- (0 Gy, links) und einer bestrahlten (10
Gy, rechts) K562-Zelle mit K-D-Glukonat Pipetten- und Ca-D-(Glukonat). Badlésung aufgenommen
wurden (die rote Linie zeigt den Null-Stromwert an). Die Zeichnung (links unten) verdeutlicht das
verwendete Pulsprotokoll der Spannungsklemme. Zur einfacheren Darstellung sind (rechts) nur die
Stromspuren der Spannungsspriinge auf -107, -57 und -7 mV gezeigt. B. Beziehung der
gemittelten (x SE) Ganzzell-Stromdichte und der Spannung in Kontroll- (weil3e Kreise, n = 13) und
bestrahlten K562-Zellen (10 Gy, schwarze Dreiecke, n = 8). C. Gemittelte (+ SE)
Leitfahigkeitsdichte 1-5 h nach Bestrahlung von Kontrollzellen (0O Gy, weil3er Balken, n = 15) und
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bestrahlter K562-Zellen (1, 5, oder 10 Gy, schwarzer Balken, n = 5-8). Die Leitfahigkeitsdichte
wurde fur die Einwartsstrome durch lineare Regression der Strom-Werte zwischen -47 und -107 mV
Spannung berechnet (wie durch die blaue und rote Linie in Teilabbildung (B) angezeigt; *: p < 0.05,
Welch-korrigierter t-Test und **: p < 0.01, ANOVA; nach (Heise et al., 2010) verandert).

Ca?*-permeable Kanale zeigen haufig einen sogenannten anormalen
Molfraktionseffekt. Hierbei besitzen Ca?*-permeable Kationen-Kanale in der
Abwesenheit von Ca?* eine deutlich hohere Einzelkanalleitfahigkeit als in dessen
Anwesenheit. Zum Beispiel agieren Ca?*-selektive Kanéle wie nichtselektive
Kationen-Kanale, wenn sie mit EGTA-gepufferten, Ca2*-freien Losungen abgeleitet
werden. Sie diskriminieren also nicht zwischen Na*- und K*-lonen. Aufgrund der —
bezogen auf K* oder Na* — viel hoheren Affinitaten der Bindungsstellen in der
Kanalpore zu Ca?* und der damit verbundenen langen Bindungszeiten erniedrigen
schon geringe (UM) Konzentrationen von Ca?* in den Ableitidsungen kompetitiv die
Leitfahigkeit dieser Kanéale und verandern diese in hoch Ca?*-selektive Kanale.
Das nachste Experiment analysierte den anormalen Molfraktionseffekt der

strahleninduzierten Ca?*-permeablen Kationenkanélen in den K562-CML-Zellen.

Hierzu wurden wiederum bestrahlte (0 und 10 Gy) K562-Zellen im Ganzzell-Modus
abgeleitet unter Verwendung von Ca?-freiem (EGTA) K*-D-Glukonat (10 mM CI) in
der Pipetten- und K*-D-Glukonat in der Badlosung sowie dem in Abb. 3.2 A, links,
gezeigten Pulsprotokoll. Die Badlosung enthielt ferner entweder 1 mM Ca?*-(Dp-
Glukonat)2 oder 1 mM Nasz-EGTA. Herausnehmen von Ca?* aus dem Bad durch
Umschalten von der Ca?*-haltigen auf die EGTA-haltige Superfusion des Bades
erhohte reversibel die Einwartsstréme (Abb. 3.2 A). Dabei zeigte die Ca?*-
inhibierte Stromfraktion eine deutliche Einwartsrektifizierung (Abb. 3.2 A, rechts).
Diese war signifikant grof3er in 10 Gy- als in 0 Gy-vorbestrahlten Zellen (Abb. 3.2
B). Dies wird auch durch die fur die Einwartsstrome berechneten mittleren
Leitfahigkeitsdichten in Abb. 3.2 C verdeutlicht. Somit deuten auch die
Experimente zu dem anormalen Molfraktionseffekt auf einen

einwartsrektifizierenden, nichtselektiven Ca?*-permeablen Kationenkanal, der in
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K562-CML-Zellen durch TBI-relevante Strahlendosen innerhalb weniger Stunden

induziert wird. Diese Daten wurden in (Heise et al., 2010) publiziert.
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Abb. 3.2. lonisierende Strahlung stimuliert in K562-CML-Zellen einen einwarts-gleichrichtenden
nichtselektiven Kationenkanal, der durch extrazellulares Ca2+ gehemmt wird. A. Ganzzell -
Stromspuren, die von einer bestrahlten (10 Gy) K562-Zelle mit K-D-Glukonat-Pipetten- und Na-D-
Glukonat-Badlésung aufgenommen wurden. Letztere enthielt zunachst 1 mM Ca?* (linke
Stromspuren), das dann durch Einwaschen von EGTA (3 mM)-haltiger Ca?*-freier Na-D-Glukonat-
Losung aus der Badldsung entfernt wurde (mittlere Stromspuren). Der Abbildungsteil A, unten-links
und die roten Linien zeigen das applizierte Pulsprotokoll bzw. den Null-Stromwert. Die berechneten
rechten Stromspuren verdeutlichen die durch CaZ* gehemmte Stromfraktion, die iber den
Differenzstrom Al = lecta — Ica berechnet wurde. B. Spannungsabhangigkeit der gemittelten (+ SE; n
= 6) durch extrazellulares Ca2* gehemmten Stromdichte und C. daraus berechnete
Leitfahigkeitsdichte in Kontroll- (0 Gy, weif3) und bestrahlte (10 Gy, 1.5-4 h nach Radiatio, schwarz)
K562-Zellen. Die Leitfahigkeitsdichten wurden wie in der vorherigen Abbildung durch lineare
Regression der Stromdichte-Fraktionen zwischen -42 und -102 mV berechnet(rote und blaue Linie
in (B), **: p £0.01, zweiseitiger t-Test (nach (Heise et al., 2010), veréndert).

Ca?*-Einstromwege der Plasmamembran sind haufig in Komplexen mit K*-
selektiven Kanalen. Ca?*-Einstrom verursacht lokal eine starke Depolarisation des

Membranpotentials, welche wiederum die elektrochemische einwartsgerichtete
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Triebkraft fur Ca?* abmildert. Die Ca?*- oder Depolarisation-vermittelte Aktivierung
vergesellschafteter K*-Kanale repolarisiert bzw. stabilisiert das Membranpotential
und halt so die einwartsgerichtete elektrochemische Triebkraft fur Ca?* aufrecht,
die zu robusten Ca?*-Signalen benétigt wird. Die nachsten Experimente
untersuchten deswegen die Aktivitat spannungsabhangiger K* Kanéle in K562-
CML-Zellen.

3.1.3 Ky-Strome in der Plasmamembran von bestrahlten CML-Zellen

Spannungsaktivierte (Kv) K*-Kanale lassen sich in Ganzzell-Patch-Clamp-
Ableitungen durch schnelle depolarisierende Rechteck-Spannungsspriinge von
einem negativen Haltepotential (zum Beispiel -50 mV) aktivieren. Neben der
Pharmakologie kénnen die dabei beobachteten Zeitkonstanten der Aktivierungs-,
eventuell Inaktivierungs- (bei anhaltender Depolarisation) und Deaktivierungs- (bei
Repolarisation des Spannungssprungs) Kinetiken zusammen mit der
Spannungsabhéngigkeit (Spannung der halbmaximalen Aktivierung) zur
Identifizierung der beteiligten Ky-Kanaltypen herangezogen werden. Werden
physiologische Salzldsungen zur Ableitung verwendet (i.e., pH 7.2-gepufferte,
EGTA-gepufferte Ca?*-freie, Mg-ATP-haltige K*-reiche Pipettenldsung mit niedriger
ClI-Konzentration, kombiniert mit einer pH 7.4-gepufferten NaCl-reichen Badlésung
mit D-Glukose und 5 mM KCI), dann erzeugen Kv K*-Kanale deutliche
auswartsrektifizierende Strom/Spannungs-Beziehungen, da sie erst ab einer
bestimmten depolarisierenden Spannung beginnen zu aktivieren und
Auswartsstrome zu generieren. Diese Abhangigkeit der Ky K*-Kandle von der
Spannung kann in der Zelle moduliert werden (Winklhofer et al., 2003) und somit
das Schwellenpotential der Aktivierung veréandert werden. Letzteres bedeutet, dass
die Kanale in anderen Spannungsfenstern aktiv sind, und dies hat wiederum

Auswirkungen auf das Membranpotential.

38



Diese Arbeit untersuchte deswegen zunéchst das Membranpotential von K562-
Zellen 1-3 h nach Bestrahlung mit 0 bzw. 5 Gy (hier und in den allermeisten der
nachfolgenden Experimenten wurden 5 Gy anstelle von 10 Gy als maximale
Strahlendosis verwendet, da 10 Gy-bestrahlte Zellen sich extrem schwer ableiten
lieRen). Hierzu wurde die Membranspannung der Zellen mit physiologischen
Losungen (siehe oben) in der Ganzzell-0 pA-Stromklemme abgeleitet (Abb. 3.3 A).
Durch Auswaschen der NaCl-reichen physiologischen Badlésung mit einer KCI-
reichen Badl6sung wird Ex von ca. -85 mV auf 0 mV experimentell verschoben.
Dabei wird das Membranpotential, das ja zum Grof3teil ein K*-Diffusionspotential
darstellt, genullt, wodurch im Experiment direkt gewahrleistet werden kann, dass

artifizielle Offset-Potentiale vernachlassigbar sind.

Bestrahlung mit 5 Gy induzierte in den K562-CML-Zellen eine Hyperpolarisation
des Membranpotentials, die allerdings nicht ganz das Signifikanzniveau von p <
0.05 erreichte (Abb. 3.3 A, B). Zudem erhdhte die Bestrahlung mit 5 Gy (aber nicht
mit 1 Gy) hauptséchlich die Auswartsstrome (Abb. 3.3 D, E), wenn die Zellen in der
Spannungsklemme abgeleitet wurden. Die Auswarts-Stromdichte (Abb. 3.3 E,
links) und die daraus berechnete Leitfahigkeitsdichte (Abb. 3.3 E, rechts) war bei
den 5 Gy-bestrahlten Zellen etwa um Faktor 2 hoher als bei 0 Gy- (und auch 1 Gy-
) bestrahlten Zellen. Die 5 Gy-strahlungsinduzierte Stromfraktion (Al, graue Kurve
in Abb. 3.3 D) zeigt dabei einen fir Kv-Kanale typischen (siehe oben)
auswartsrektifizierenden Spannungsverlauf mit einem Vrev nahe Ek. Dies weist den
strahlungsinduzierten Strom als K*-selektiv aus. Diese Strome aktivierten dabei
spannungsabhangig mit einer Zeitkonstante von T= 1 ms (gemessen nach
Spannungsspringen auf +25 mV). Bei Spannungen > 0 mV inaktivierten die
Auswartsstrome zeitabhangig (Abb. 3.3 C, rechts) mit einer Zeitkonstante von T =
40 ms (gemessen wiederum bei +25 mV). K*-Selektivitat, spannungsabhangige
Aktivierung und Inaktivieren weisen die radiogenen Strome somit als typische Kv-

Strome aus.
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Zur genaueren Analyse der Spannungsabhangigkeit des radiogenen Ky-Stroms
wurde die Strom/Spannungs-Abhangigkeit von 5 Gy-bestrahlten K562-Zellen
nochmals mit kiirzeren Spannungssprung-Intervallen (5 mV anstelle von 20 mV
Inkrement, Abb. 3.3 F, Box) aufgenommen. Werden nun aus der Steigung der
Strom/Spannungs-Abhéangigkeit fur die Einwartsstrome die biologischen ,Leck®-
Strome (i.e. die Summe aller nicht-Kv-Stromfraktionen) berechnet, diese tber den
gesamten Spannungsbereich extrapoliert und dann die extrapolierten ,Leck®-
Strome von den Gesamtstromen abgezogen, lasst sich die (normalisierte) Kv-
Stromfraktion isolieren (Abb. 3.3 G). Werden nun Uberlappend Uber jeweils 3
benachbarte Spannungspunkte die nun auf den Maximalwert normalisierte
Leitfahigkeit fir den ansteigenden Bereich der Strom-Spannungs-Abhangigkeit
berechnet (Abb. 3.3 H), lassen sich Uber Anpassen einer Boltzmann-Funktion an
die Leitfahigkeit-Spannung-Beziehung eine halbmaximale Aktivierung bei V12 = -44

+ 5 mV (n = 5) berechnen.

Vergleichende Expressionsanalysen in K562-Zellen zeigten eine sehr hohe K.3.4
(kenc4) mRNA-Abundanz (Palme et al., 2013). Inwieweit Kv3.4-Kanéle zu den
strahlungsinduzierten Kv-Stromen beitragen, wurde durch pharmakologische (BDS-
II) Blockade bzw. RNA-Interferenz ermittelt. Hierzu wurden bestrahlte (5 Gy) K562-
Zellen sowie Kv3.4 siRNA- bzw. nontargeting RNA-transfizierte Zellen mit dem
bereits in Abb. 3.3 C beschriebenen Protokoll im Ganzzell-Modus abgeleitet.
Sowohl Bad-Applikation von BDS-II (2 uM, Abb. 3.4 A, B) als auch Knockdown von
Kv3.4 (Abb. 3.4 C, D) erniedrigten die Ganzzell-Strome in 5 Gy-bestrahlten K562-
Zellen. Die BDS-II-sensitive und Kv3.4-abhangige Stromfraktionen (Al, graue Kurve
in Abb. 3.4 B bzw. 3.4 D) zeigten dabei eine ahnliche Spannungsabhéangigkeit wie
die strahleninduzierte Stromfraktion (Al, graue Kurve in Abb. 3.3 D), woraus
geschlossen werden kann, dass Kv3.4-Kanéle zu den radiogenen Ky-Strdmen in
K562-CML-Zellen beitragt. Diese Daten wurden in (Palme et al., 2013) publiziert.
Neben Kv3.4 wurden hERG1-Kanéle in CML-Zellen beschrieben.
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Abb. 3.3. lonisierende Strahlung stimuliert in K562-CML-Zellen spannungsaktivierte Kv K+-Kanéle
und hyperpolarisiert das Membranpotential. A. Membranspannung/Zeit-Verlauf aufgenommen im
Ganzzell-0 pA-Stromklemmmodus mit K-D-Glukonat-Pipetten- und NaCl- sowie KCI-Badlésung
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einer Kontroll- (0 Gy, schwarze Linie) und einer 5 Gy-bestrahlten (rote Linie) K562-Zelle. B.
Membranpotentiale von 0 Gy- (n= 12, offene Kreise) und 5 Gy-bestrahlten (n =8, 1.7 + 0.2 h nach
Bestrahlung, geschlossene Dreiecke) von K562-Zellen abgeleitet wie in (A) mit NaCl-Badlésung
(individuelle Werte und Mediane als rote Linien). C. Ganzzell-Stromspuren einer K562-Kontrollzelle
(0 Gy, linke Stromspuren) und Zellen, die mit 1 Gy (mittlere Stromspuren) oder 5 Gy (rechte
Stromspuren) bestrahlt wurden. Die Strome wurden mit K-D-Glukonat Pipetten- und Na-D-Glukonat-
Badlosung in der Ganzzell-Spannungsklemme abgeleitet. Das Insert und die roten Linien zeigen
das verwendete Pulsprotokoll bzw. den Null-Stromwert. D. Beziehung zwischen mittleren (+ SE, n =
9-26) Spitzen-Stromdichten und der Klemmspannung von Kontroll- (0 Gy) und bestrahlten K562-
Zellen (5 Gy, 2.8 £ 0.4 h nach Bestrahlung), aufgenommen in (A). Die graue Kurve (Al) berechnet
sich aus der Stromspitzen-Dichten-Differenz zwischen 0 Gy- und 5 Gy-bestrahlten Zellen. E.
Dichten der Auswarts-Spitzenstrome (links) und der Leitfahigkeit (rechts) von Kontroll- (0 Gy, offene
Kreise) und 1 Gy- (geschlossene Rauten) bzw. 5 Gy-bestrahlten (geschlossene Dreiecke) K562-
Zellen. Die Stromdichten wurden nach Spannungsspriingen auf 0 mV analysiert, die Leitfahigkeiten
aus den Spitzenstromen der Spannungen -42 bis -2 mV berechnet. Die Symbole und roten Linien
zeigen individuelle Werte (n = 7-26) bzw. Mediane, die 3.2 £ 0.6 h und 2.8 + 0.4 h nach Bestrahlung
mit 0 Gy bzw. 5 Gy wie in (C) abgeleitet wurden. * : p < 0.05, Kruskal-Wallis-Test (nicht-
parametrischer ANOVA). F, G. Beziehung zwischen mittleren (x SE, n = 5) normalisierten
Spitzenstrémen (F) bzw. mittlerer spannungsaktivierte Stromfraktion (G) und der Klemmspannung
von bestrahlten (5 Gy, 1.8 + 0.6 h nach Bestrahlung) K562-Zellen, aufgenommen mit dem
gekennzeichneten Pulsprotokoll mit K-D-Glukonat Pipetten- und NaCl-Badlésung. Die
spannungsaktivierte Stromfraktion wurde aus (F) berechnet durch Subtraktion der extrapolierten
biologischen ,Leck“-Stromfraktion, die in dem Spannungsbereich zwischen -116 und -56 mV durch
lineare Regression definiert wurde, vom Gesamt-Spitzenstrom. E. Beziehung zwischen der
mittleren normalisierten Leitféahigkeit (Gvolt / Gvolt max, £ SE, n = 5) und der Klemmspannung
berechnet aus den Daten in (E) mit Boltzmann-Fit (rote Linie) und halbmaximale
Aktivierungsspannung (Vi2, blaue Linie; nach (Palme et al., 2013), verandert).

3.1.4 hERG-Strome in der Plasmamembran von bestrahlten CML-Zellen

Kv-Kanale vom hERG1 (human ether-a4-go-go-related-1, Kv11.1, kcnh2)-Typ
aktivieren wie Kv3.4-Kanéle durch Depolarisation des Membranpotentials. Im
Gegensatz zu Letzteren inaktivieren hERG-Kanale sofort wieder vollstandig und
bleiben wahrend des gesamten Depolarisationsintervalls inaktiv. Bei der
Repolarisation des Membranpotentials wird die Inaktivierung aufgehoben und dies
mit schnellerer Kinetik als die Repolarisation-bedingte Deaktivierung (i.e., das
Abschalten) der Kanéle. Somit leiten die hERG1-Kanéle wahrend der
Repolarisation des Membranpotentials K*. Bei physiologischer intra-/extrazellularer

K*-Verteilung fuhrt dies zu einer Beschleunigung der Repolarisation.
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Elektrophysiologisch lassen sich hERG1-Kanale nach Repolarisation von
depolarisierenden Pra-Pulsen als deaktivierende ,Tail“-Strome messen. In dieser
Arbeit wurden eine mogliche radiogene Aktivierung von hERGL1 in K562-CML-

Zellen mit zwei verschiedenen Protokollen untersucht.
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Abb. 3.4. Blockade oder Knockdown von Kv3.4 hemmt den strahlungsinduzierten
auswartsrektifizierenden Kv K+-Strom in K562-CML-Zellen. A, B. Stromspuren (A) und mittlere (£
SE, n = 3) normalisierte Spitzen-Stromdichten/Spannungs-Beziehungen (B), die in gepaarten
Experimenten in bestrahlten (5 Gy, 2.6 + 0.8 h nach Bestrahlung) K562-Zellen mit K-D-Gukonat-
Pipetten- und NaCl-Badlosung vor (Kontrolle, A, links, und B, offene Kreise) und wahrend der
Zugabe des Ky3.4 Inhibitors BDS-II (2 uM, A, rechts, und B, geschlossene Dreiecke) zur Badlésung
aufgenommen wurden. Die graue Kurve in (B) zeigt die berechnete BDS-II-sensitive Stromfraktion
Al. Der Abbildungsteil A, unten-links, und die roten Linien zeigen das applizierte Pulsprotokoll bzw.
den Null-Stromwert. C, D. Stromspuren (C) und mittlere (= SE, n = 9-11) Spitzen-
Stromdichten/Spannungs-Beziehungen (D), die in bestrahlten (5 Gy, 2.1 + 0.3 h nach Bestrahlung)
K562-Zellen wie in (A) abgeleitet wurden. Die K562-Zellen waren entweder mit nichtkodierender (nt,
A, links, und B, offene Kreise) oder mit Kv3.4 siRNA (si, A, rechts, und B, geschlossene Dreiecke)
vorbehandelt. Die graue Kurve in (D) zeigt die berechnete durch K.v3.4 Kockdown geminderte
Stromfraktion Al (nach (Palme et al., 2013), verandert).
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Im ersten Protokoll wurden bestrahlte (0, 1 und 5 Gy) K562-Zellen mit K-D-
Glukonat in Bad- und Pipettenldsung im Ganzzell-Modus abgeleitet. Das
Pulsprotokoll (Abb. 3.5 A) wurde entweder von einem Haltepotential von -50 mV
(hERG1 weitestgehend deaktiviert) oder +40 mV (hERG1 weitestgehend aktiv aber
inaktiviert) ausgeldst. Nach hyperpolarisierenden Spannungsspriingen wurden die
schnell deaktivierenden K*-Einwéartsstrome (abgelesen wurden jeweils die
Spitzenwerte) analysiert. Wie in den Originalstromen in Abb. 3.5 A und in der
berechneten Haltepotential-abhangigen Fraktion(Al) der Spitzen-Strom-Dichten im
Einschub von Abb. 3.5 B, rechts, zu sehen, verursacht das Umschalten von einem
-50 mV auf ein +40 mV Haltepotential bei allen Strahlungsdosen deaktivierenden
Einwarts-,Tail“-Strome. In den Originalstromspuren in Abb. 3.5 A ist dies
insbesondere nach Spannungsspringen auf -60 und -80 mV (dargestellt durch die
zweiten und dritten Ubereinandergelagerten Stromspuren von unten) zu sehen, da
bei Spriingen auf -100 mV die ,Tail“-Strome auch schon bei einem Haltepotential
von -50 mV auftraten. Dies bestatigt die beschriebene (Cavarra et al., 2007)
funktionelle Expression von hERG1-Kanalen in K562-Zellen. Vorbestrahlung mit 1
und 5 Gy erhdéhten diese ,Tail“-Strome (Abb. 3.5 A) und die daraus berechneten
Spitzen-Strom-Dichten (Abb. 3.5 B) und Spitzen-Leitfahigkeit-Dichten (Abb. 3.5 C)
, wobei dieses Phanomen bei 5 Gy-vorbestrahlten Zellen auch bei einem
Haltepotential von -50 mV (Abb. 3.5 B,C, jeweils links) beobachtet werden konnte.
Dies kdnnte auf eine veranderte Spannungsabhangigkeit der hERG1-Kanéle nach

Bestrahlung hindeuten.

Zur genaueren Analyse der Spannungsabhangigkeit der hnERG1-Kanéle mit einem
zweiten Protokoll wurden O bzw. 5 Gy- vorbestrahlte K562-Zellen im Ganzzell-
Modus wiederum mit K-D-Glukonat in Bad- und Pipettenldsung abgeleitet und die
Membranspannung ausgehend von Pra-Pulsen zwischen -100 mV und +40 mV (5
mV Inkrement) auf -100 mV hyperpolarisiert (Pulsprotokoll in Abb. 3.6 A, Box) und
die deaktivierenden Einwarts-, Tail“-Strome vor (Abb. 3.6 A, links), wahrend (Abb.
3.6 A, Mitte) und nach (Abb. 3.6 A, rechts) Bad-Applikation des hERG1-Inhibitors
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E4031 (1 uM) gemessen. In Ubereinstimmung mit dem vorhergehenden
Experiment, erhdhte Vorbestrahlung die E4031-sensitiven Einwarts-, Tail“-Strome
in den K562-Zellen (Abb. 5.6 B, C). Werden nun die E4031-sensitiven Einwarts-
»1ail“-Strome von 0 Gy- (Abb. 5.6 C, schwarz) und 5 Gy- vorbestrahlten (Abb. 5.6
C, rot) K562-Zellen Ubereinander gegen die Pra-Puls-Spannung aufgetragen, zeigt
sich eine deutliche Verschiebung der spannungs-induzierten Aktivierung um etwa -
20 mV. Dies bedeutet, dass hERGL1 ahnlich wie Kv3.4 durch ionisierende Strahlen
in ihrer Aktivitat erhdht werden. Die Daten zu hERG1 wurden in (Palme et al.,
2020) veroffentlicht.

3.1.5 T-Zell Leukamie

Die T-Zell akute lymphatische (lymphoblastische) Leukadmie (T-ALL) ist eine T-Zell-
Vorlaufer-Neoplasie, die 25% aller ALL im Erwachsenenalter zugrunde liegt (Cahu
et al., 2016). Die T-ALL-Therapie beinhaltet intensive Chemotherapie mit
wechselnden Zytostatika-Kombinationen und gegebenenfalls Strahlentherapie und
Stammzelltransplantation. Bei Letzterer kommt auch myeloablative Konditionierung
durch TBI zum Einsatz (Cahu et al., 2016). In der Jurkat-Zelllinie, die aus
peripheren Blut eines 14 Jahrigen mit T-ALL etabliert werden konnte (Schneider et
al., 1977), wurden nicht-selektive TRPM2 (Melastatin-Familien-Mitglied-2 der
transient receptor potential-Superfamilie)-Kanéle beschrieben (Sano et al., 2001).
TRPM2-Kanale sind deswegen interessant, weil sie initial als ,Todeskanale*
klassifiziert wurden (Hara et al., 2002) (Ishii et al., 2007). Mechanistisch wurde
dabei eine Aktivierung der Ca?*-permeablen TRPM2-Kanéale durch reaktive
Sauerstoffspezies (ROS) beschrieben, die dann Ca?*-vermittelt Apoptose in den

Zellen ausloste.
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Abb. 3.5. lonisierende Strahlung modifiziert spannungsaktivierte hERG1-ahnliche K+ Kanéle in
K562-CML-Zellen. A. Stromspuren, aufgenommen mit K-D-Gukonat-Pipetten- und Badlésung im
Ganzzell-Modus von einer Kontroll- (obere Spuren) und zwei mit 1 Gy- (mittlere Spuren) bzw. 5 Gy-
(untere Spuren) vorbestrahlten K562-Zellen. Das Pulsprotokoll (A, oben) wurde entweder von
einem Haltepotential von -50 mV (jeweils linke und rechte Spuren) oder nach Depolarisation der
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Membran durch ein Haltepotential von + 40 mV (jeweils mittlere Spuren) aus appliziert. Rote Linien
zeigen den Null-Stromwert. B. Beziehung zwischen mittlerer (+ SE, n = 6-15) Spitzen-Stromdichte
und Klemmspannung in Kontroll- (O Gy, offene Kreise) und bestrahlten K562-Zellen (1 Gy,
geschlossene Dreiecke und 5 Gy, geschlossene Rechtecke) abgeleitet wie in (A) mit -50 mV (links)
und +40 mV (rechts) Haltepotential. Das Insert zeigt die berechnete mittlere (+ SE) Haltepotential-
abhangige Fraktion der Spitzenstromdichte von Kontroll- (offene Kreise), 1 Gy- (geschlossene
Dreiecke) und 5 Gy- (Geschlossene Rechtecke) vorbestrahlten K562 Zellen. C. Spitzen-
Leitfahigkeitsdichte (Symbole und rote Linien zeigen individuelle Werte bzw. Mediane, n = 6-15) in
Kontroll- (0 Gy, offene Kreise) und bestrahlten K562-Zellen (1 Gy, geschlossene Dreiecke und 5
Gy, geschlossene Rechtecke) abgeleitet wie in (A) mit -50 mV (links) und +40 mV (rechts)
Haltepotential. Die Leitfahigkeiten wurden aus den Daten in (B) fur die Spitzen-Stromdichten im
Spannungsbereich zwischen -20 und -60 mV berechnet. **: p £ 0.01, ANOVA (nach (Palme et al.,
2020), verandert).

Neben der direkten Radikalbildung wahrend Energieabsorption durch vornehmlich
Wasser-Molekile in bestrahlen Zellen, verursacht ionisierende Strahlung noch
Stunden nach der eigentlichen Bestrahlung die Bildung von ROS durch
Mitochondrien in einem Ca?*-abhangigen Prozess. Diese verspatete ROS-Bildung
tragt auch zur DNA- und Zellschadigung bei (Eckert et al., 2019). Der zweite
Themenkomplex dieser Arbeit untersuchte deswegen die Fragestellung, inwieweit
ionisierende Strahlung Ca?*-permeable TRPM2-Kanéle aktiviert, als einen
moglichen initialen Schritt bei der verspateten mitochondrialen Sauerstoffradikal-
Bildung in bestrahlten Zellen. In der Arbeitsgruppe Experimentelle Radioonkologie
waren neben den parentalen Jurkat T-ALL-Zellen auch Bcl-2 (B-cell ymphoma 2)-
Uberexprimierende, Apoptose-resistente Jurkat-Zellen verfligbar. Bcl-2 hemmt in
der aul3eren mitochondrialen Membran die Apoptose und sollte gemaf3 der
angenommen ,Todeskanal“-Funktion von TRPM2 ein Gegenspieler des Kanals

sein.

3.1.6 Funktionelle Expression von TRPM2 in T-ALL-Zellen

TRPM2-Kanéle werden vermutlich nicht direkt durch ROS, sondern indirekt Uber

Adenosindiphosphat-Ribose (ADPR) aktiviert, das C-terminal an den Kanal bindet
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(Perraud et al., 2005). ADP-Ribose entsteht nach DNA-Schadigung durch die
Aktivierung von Poly-(ADP-Ribose)-Polymerasen(PARPSs)-Reparaturenzymen mit
anschlieBender Freisetzung von ADP-Ribose aus den ADPR-Polymeren durch
Glykohydrolasen (Eisfeld and Lackhoff, 2007, Fonfria et al., 2004). Mitochondrien
stellen eine weitere Quelle von ADP-Ribose dar (Dolle et al., 2017). In dem
Experiment wurden die Ganzzell-Strome von Jurkat-Zellen mit physiologischen
Bad- und Pipetten-Losungen (wie in Abb. 3.3 A beschrieben) mit dem in Abb. 3.7
A, rechts, gezeigten Pulsprotokoll abgeleitet. Dabei wurde die Pipettenldosung
entweder mit dem TRPM2-Aktivator ADP-Ribose (1 uM) oder der entsprechenden
Menge an Vehikel supplementiert. Zur pharmakologischen Hemmung der TRPM2-

Kanale wurde der Kationenkanal-Inhibitor ACA (20 uM) im Bad appliziert.

Im Vergleich der ungepaarten Experimente waren die Ganzzell-Strome (Abb. 3.7
A,B) und die ACA-sensitive Stromfraktion (Differenz zwischen offenen Kreisen und
geschlossenen Dreiecken in Abb. 3.7, B) in den mit ADP-Ribose abgeleiteten
Jurkat-Zellen (Abb. 3.7 A, 2. bis 4. Stromspur und 3.7 B, rechts) deutlich grol3er als
die der mit Kontroll-Vehikel gemessenen Zellen (Abb. 3.7 A, 1. Stromspuren und
3.7 B, links). Die ACA-sensitive Stromfraktion in den ADPR-stimulierten Zellen
(Abb. 3.7 B, rechts) zeigte ein Vrev im Bereich von -25 mV, ein Wert, der auf eine
zu K* relativen Na*-Permeabilitdt von Pna/Pk = 0.4 hindeutet. Die Analyse der
Beziehung zwischen unitaren Stromtbergangen und Spannung (Abb. 3.7 C) ergab
eine Einzelkanal-Leitfahigkeit im Bereich von 50 pS fur die ADPR-stimulierbaren
und ACA-inhibierbaren Kationenkanale. Da eine Einzelkanalleitfahigkeit in diesem
Bereich und eine leicht niedrigere Na*-Permeabilitat bezogen auf K* fur TRPM2-
Kanale beschrieben sind (Jiang et al., 2010), lassen sich aus diesen Daten eine
funktionellen Expression von TRPM2-Kanélen in Jurkat T-ALL-Zellen

schlussfolgern.
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Abb. 3.6. lonisierende Strahlung modifiziert spannungsaktivierte hERG1-ahnliche K+ Kanale in
K562 CML Zellen: Alternatives elektrophysiologisches Ableitprotokoll A. Stromspuren
aufgenommen im Ganzzellmodus von einer Kontroll- (O Gy, obere Linie) und einer 5 Gy-
vorbestrahlten (untere Linie) K562 Zelle. Die Stréme wurden wie in dem Insert (A, links) dargestellt
mit K-D-Glukonat Pipetten- und Badlésung wahrend eines hyperpolarisierenden Spannungssprungs
ausgehend von Pra-Pulsen zwischen -100 und +100 mV (5 mV Schritte) auf eine Klemmspannung
von -100 mV aufgenommen. Die dabei hervorgerufenen deaktivierenden Einwarts-,Tail*-Strome
wurden vor (Kontrolle), wahrend (E4031) und nach (Auswaschen) Bad Applikation des hERG1
Inhibtors E4031 (1 puM) aufgenommen. Rote Linien zeigen den Null-Stromwert. B. Beziehung
zwischen mittleren (£ SE, n = 9-16) Spitzen-Stromdichte der deaktivierenden Einwartsstrome bei
-100 mV Klemmspannung und Pré-Puls-Spannung Kontroll- (0 Gy, links) und 5 Gy-vorbestrahlten
(rechts) K562 Zelle aufgenommen wie in (A) vor (offene Kreise) und wahrend Applikation von
E4031 (geschlossene Dreiecke). C. Aus (B) berechnete Beziehung zwischen mittlerer (+ SE, n = 6-
9) E4031-sensitiver Fraktion des deaktivierenden Einwérts-“Tail’-Stroms und der Pra-Puls-
Spannung in Kontroll- (0 Gy, schwarz) und 5 Gy-vorbestrahlten (rot) K562 Zellen aufgenommen wie
in (A). *: p £0.05, zweiseitiger (Welch-korrigierter) t-Test (nach (Palme et al., 2020), veréndert).
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Das nachste Experiment untersuchte, inwieweit die Aktivitat von TRPM2 in Jurkat-
Zellen durch ionisierende Strahlung moduliert wird, und ob dies von dem

Expressionslevel des anti-apoptotischen Proteins Bcl-2 abhéangt.

3.1.7 lonisierende Strahlung erhéht die TRPM2-ahnliche Stréme insbesondere in
Bcl-2 Uberexprimierenden Zellen.

Der Vergleich von 0 bzw. 5 Gy bestrahlten Kontroll-Vektor mit Bcl-2-transfizierten
Zellen (2-5 h nach Radiatio) zeigt eine strahlungsinduzierte ACA-sensitive
Ganzzell-Stromfraktion in den Bcl-2-Uberexprimierenden Zellen (Abb. 3.8 A,B). In
den Kontroll-Vektor transfizierten Jurkat-Zellen dagegen — das zeigen die fur die
Auswartsstrome berechneten Leitfahigkeitsdichten in Abb. 3.8 C — waren die
basalen ACA-sensitiven Strome grof3er als in den Bcl-2-Uberexprimierenden
Zellen, wurden aber im Gegensatz zu den letzteren Zellen durch Bestrahlung mit 5
Gy nicht signifikant erhoht. Die strahlungsinduzierte Stromfraktion in den Bcl-2-
Uberexprimierenden Zellen (Differenz zwischen geschlossenenen Dreiecken und
offene Kreisen in Abb. 3.8 B) hatte ein Vrev, das negativer als -40 mV und damit
auch deutlich negativer als das Vrev der ADPR-stimulierten und ACA-sensitiven
TRPM2-Strome (vergleiche Abb. 3.7 B, rechts) lag. Dies kann nur dadurch erklart
werden, dass neben ACA-sensitiven TRPM2-ahnliche Stromen ionisierende
Strahlung auch K*-selektive Strome aktivierte, welche das Vrev des Gesamtstroms
in Richtung Ex verschoben. Diese Mdglichkeit wurde im nachsten Experiment

getestet.
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Abb. 3.7. T-Zell Leukéamie-Zellen exprimieren funktionelle TRPM2-ahnliche Ca2+-permeable
Kationenkanéle. A. Ganzzell-Stromspuren, abgeleitet in Bcl-2 Giberexprimierenden Jurkat T-ALL-
Zellen mit NaCl-Bad- und K-D-Glukonat-Pipetten-Ldsung (A, rechts oben, zeigt das verwendete
Pulsprotokoll, die roten Linien geben den Nullwert des Stromes an). Die Strome wurden entweder
mit Vehikel (aufl3en links) oder mit dem TRPM2-Agonisten ADPR (1 uM, Mitte links bis aul3en
rechts) in der Pipettenldsung vor (Mitte links), wahrend (ACA, Mitte rechts) und nach (Auswaschen,
aul3en rechts) Bad-Applikation des Kationenkanal-Inhibitors ACA (20 uM) aufgenommen. B.
Beziehung zwischen mittlerer (+ SE, n = 3) Stromdichte und der Klemmspannung, abgeleitet wie in
(A) von Bcl-2 Uberexprimierenden Jurkat Zellen ohne (links) und mit (rechts) TRPM2-Agonist ADPR
in der Pipettenldsung vor (offene Kreise) und nach Zugabe des Kationenkanal-Inhibitors ACA
(geschlossene Dreiecke). C. Einzelkanaleigenschaften, die wie in (A, Mitte links) mit ADPR in der
Pipettenlésung im outside-out exzidiertem Patch abgeleitet wurden. Reprasentative Stromspuren
bei +92 und -108 mV Klemmspannung (oben) und Kanalamplitude/Spannungs-Beziehung (unten).
Letztere deutet auf eine Einzelkanalleitfahigkeit im Bereich von 50 pS (Steigung der
Regressionsgeraden) hin.
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Abb. 3.8. lonisierende Strahlung stimuliert die TRPM2-&hnlichen Kanéle in Bcl-2-
Uberexprimierenden Jurkat-T-Zell Leuk&mie-Zellen. A. Ganzzell-Strome abgeleitet mit K-D-
Glukonat-Pipetten- und NaCl-Bad-Ldsung in einer 0 Gy- (erste und zweite Spuren) und einer 5 Gy-
vorbestrahlten (dritte und vierte Spuren) Bcl-2-Uberexprimierenden Jurkat-Zelle vor (erste und dritte
Spur) und nach Einwaschen des Kationenkanal-Inhibitors ACA (20 pM, zweite und vierte Spuren).
Das verwendete Pulsprotokoll wird in (A, links oben, und die Nullstrom-Werte durch rote Linien
angezeigt). B. Beziehung zwischen mittlerer (+ SE, n = n = 7-10) Stromdichte und der
Klemmspannung, abgeleitet wie in (A) von 0 Gy-(offene Kreise) und 5 Gy-vorbestrahlten
(geschlossene Dreiecke) Bcl-2-Uberexprimierenden Jurkat-Zellen. C. Mittlere (+ SE, n = 6-12)
Leitfahigkeitsdichten von 0 Gy- (offene Balken) und 5 Gy- (geschlossene Balken) vorbestrahlten
Kontroll-Vektor transfizierten (links) und Bcl-2- (rechts) Uberexprimierenden Jurkat-Zellen abgeleitet
vor und wahrend Bad-Applikation von ACA. Die Leitfahigkeitsdichten wurden fiir die
Auswartsstrome aus den Daten in (B) in dem mit der blauen und roten Linie gekennzeichneten
Spannungsbereich durch lineare Regression berechnet. ***: p < 0.001, ANOVA (nach (Klumpp et
al., 2016), verandert).

52



3.1.8 Radiogene K*-Kanale in T-ALL-Zellen

Lymphozyten exprimieren intermediar leitende Ca?*-aktivierte K*-Kanale vom IKca
(Kca3.1, SK4, Gardos, kcnn4)-Typ (Grgic et al., 2009)). Die Ca?*-Permeabilitat der

TRPM2-Kanéle lasst vermuten, dass ionisierende Strahlung in den Jurkat T-ALL-
Zellen auch zu Aktivierung von IKca-Kanalen fuhrt. IKca-Kanéle zeigen eine
einwartsrektifizierende Strom-Spannungs-Beziehung und wurden deswegen in
dieser Arbeit mit physiologischer K-D-Glukonat-Pipettenldsung in Kombination mit
KCI-Badlosung im Ganzzell-Modus in bestrahlten (0 bzw. 10 Gy) Bcl-2-
Uberexprimierenden und Kontroll-Vektor transfizierten Jurkat-Zellen mit dem in
Abb. 3.9 A gezeigten Pulsprotokoll abgeleitet. IKca-Kanéle generieren aufgrund
ihrer Rektifizierung in dieser Ableitkonstellation gro3ere K*-Einwarts- als K*-
Auswartsstrome. Als spezifischer IKca-Inhibitor wurde TRAM-34 (10 uM (Brown et
al., 2018)) in der Badlésung verwendet. In bestrahlte (10 Gy) Bcl-2-
Uberexprimierenden Jurkat-Zellen waren TRAM-34-sensitive Ganzzell-Stréme
nachweisbar (Abb. 3.9 B), nicht aber in bestrahlten Kontroll-Vektor transfizierten
Zellen (Abb. 3.9 C) oder in den unbestrahlten Zellen beider Genotypen. Letzteres
geht aus dem Vergleich der fur die TRAM-34-sensitiven Einwartsstrome
berechneten Leitfahigkeitsdichten zwischen allen 4 experimentellen Bedingungen
hervor (Abb. 3.9 D).

Zusammenfassend lassen sich die Befunde in den Jurkat T-ALL Zellen wie folgt
interpretieren: lonisierende Strahlung fiihrt zur Aktivierung von ACA-sensitiven
TRPM2-ahnlichen nichtselektiven Ca?*-permeablen Kationenkanalen und TRAM-
34-sensitiven IKca-ahnlichen Ca?*-aktivierten K*-Kanalen in Bcl-2-
Uberexprimierenden Apoptose-resistenten Zellen, so dass auf eine Interaktion von
Mitochondrien und Plasmamembran wéhrend der DNA-Schadensantwort

geschlossen werden kann. Diese Daten wurden in (Klumpp et al., 2016) publiziert.
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Abb. 3.9. lonisierende Strahlung stimuliert TRAM-34-sensitive einwartsrektifizierende IKCa-
ahnliche K+ Kanale in Bcl-2-Uberexprimierenden Jurkat-T-Zell Leukamie-Zellen. A. Beziehung
zwischen mittlerer (+ SE, n = n 10) Stromdichte und der Klemmspannung, abgeleitet mit K-D-
Glukonat-Pipetten- und KCI-Bad-L6sung von 10 Gy- vorbestrahlten Bcl-2-Uberexprimierenden
Jurkat-Zellen vor (offene Kreise) und wahrend (geschlossene Dreiecke) Bad-Applikation des IKca-
Inhibitors TRAM-34 (10 pM; verwendetes Pulsprotokoll siehe links unten). B. Mittlere (+ SE, n = 4-
10) TRAM-34-sensitive Stromdichte-Fraktion in 10 Gy-vorbestrahlten Kontroll-Vektor transfizierten
(offene Kreise) und Bcl-2-tberexprimierenden (geschlossenen Dreiecke) Jurkat-Zellen. C. Mittlere
(x SE, n = 4-10) TRAM-34-sensititive Fraktion der Leitfahigkeitsdichten von 0 Gy- (offenen Balken)
und 10 Gy- (geschlossene Balken) vorbestrahlten Kontroll-Vektor transfizierten (links) und Bcl-2-
(rechts) Uberexprimierenden Jurkat-Zellen. Die Leitfahigkeitsdichten wurden fir die Einwértsstrome
aus den Daten in (B) in dem mit der blauen und roten Linie gekennzeichneten Spannungsbereich
durch lineare Regression berechnet. * zp < 0.05, zweiseitiger Einproben t-Test zeigt signifikanten
Unterschied zu 0 pS/pF, Bonferroni-korrigiert fiir z = 4 Tests (nach (Klumpp et al., 2016), Suppl. Fig.
B., veréandert).
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3.2 Radiogene Glukoseaufnahme in Karzinomzellen

3.2.1 SGLT-Ko-Transporter in nichtkleinzelligen Lungenkarzinomzellen

Solide Tumoren kénnen Uber Na*-gekoppelte Glukose-Aufnahme Glukose selbst
bei niedrigen interstitiellen Glukose-Konzentrationen im Zytoplasma akkumulieren.
Dieser Transport wird Gber die einwartsgerichtete elektrochemische Triebkraft von
Na* angetrieben und erméglicht Tumorzellen auch in unzureichend perfundierten,
hypoxischen Arealen ihren Energiestoffwechsel tiber Glykolyse und
Milchsauregérung aufrechtzuerhalten. Tumorhypoxie vermindert jedoch die
tumorizide Wirkung ionisierender Strahlung um einen Faktor bis zu 3 und kann
somit zum Verlust der lokale Tumorkontrolle wahrend der Radiotherapie fihren.
Damals noch nicht veréffentlichte Aufnahme-Studien mit radioaktiver Glukose der
Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Klaus Dittmann in der Sektion fir Strahlenbiologie und
Molekulare Umweltforschung, Klinik fir Radioonkologie, Universitat Tubingen)
deuteten auf eine strahlungsinduzierte Glukoseaufnahme von A549-
Lungenadenokarzinomzellen (Lieber et al., 1976) hin. Gleichzeitig zeigte diese
Arbeitsgruppe auch hohe Protein-Abundanzen des 2Na*/Glukose-Ko-Transporters
SGLT1 (Sodium glucose transporter-1) in diesen Zellen. Inoperable, lokal
fortgeschrittene nichtkleinzellige Lungenkarzinome wie Adenokarzinome werden
mit Radiochemotherapie behandelt (zum Beispiel 70 Gy in 35 Fraktionen) (Osti et
al., 2013) und radiogene Na*-gekoppelte Glukose-Aufnahme kdnnte dabei zur
Radioresistenz beitragen. Der nachste Themenkomplex dieser Arbeit untersuchte
deswegen die Modulation des SGLT-Transporters durch ionisierende Strahlung in
A549-Lungenadenokarzinom-Zellen. Da die Na*-gekoppelte Glukose-Aufnahme
einen elektrogenen Transport darstellt, der zur Depolarisation des
Membranpotentials fuhrt, kann dieser Prozess elektrophysiologisch beschrieben

werden.

55



3.2.2 Radiogene Depolarisation des Membranpotentials von A549-

Lungenadenokarzinomzellen

Wie fur Abb. 3.3 A wurde das Membranpotential der apikalen Membran von

bestrahlten (0 bzw. 4 Gy) A549-Zellen mit der O pA-Stromklemme unter

Verwendung von physiologischen K-p-Glukonat-Pipetten- und p-Glukose (5 mM)-

enthaltenden NaCl-Bad-Losungen abgeleitet. Die Zellen waren hierzu zu

konfluenten Monolayern in Kontaktinhibition geziichtet. Im Monolayer sind die

A549-Zellen elektrisch gekoppelt, so dass bei diesen Ableitungen das

Membranpotential Gber die apikalen Membranen mehrerer Zellen abgegriffen

wurde, woraus sehr stabile Messungen resultierten. Bestrahlung mit 4 Gy

verursachte initial (etwa 40 min nach Bestrahlung) eine transiente, nicht

signifikante Hyperpolarisation des Membranpotentials, die dann etwa 3 h nach

Bestrahlung in eine signifikante Depolarisation um etwa 15 mV Uberging (Abb.

3.10).
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Abb. 3.10. lonisierende Strahlung depolarisiert das Plasmamembranpotential von A549-

Lungenadenokarzinom Zellen. Mittleres (+ SE, Zellzahl wie angegeben) Membranpotential von

Kontroll- (offene Kreise) und 4 Gy-bestrahlten A549-Zellen (geschlossene Dreiecke), abgeleitet in
der 0 pA-Stromklemme mit D-Glukose-haltiger NaCl-Losung im Bad und und K-D-Glukonat-L6sung
in der Pipette zu unterschiedlichen Zeiten nach Bestrahlung. **: p £ 0.01, ANOVA (nach (Huber et

al., 2012), verandert).
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Im nachsten Experiment wurde die Abhangigkeit dieser radiogenen Depolarisation
von der extrazellularen Glukose-Konzentration untersucht, indem das
Membranpotential von 0 und 4 Gy-bestrahlter A549-Zellen wiederum mit
physiologischen Pipetten- und Bad-Losungen vor und wahrend Wegnahme der
Glukose aus der Bad-Superfusion sowie nach deren Wiederzugabe kontinuierlich
abgeleitet wurde. Zum Ende des Experiments wurde wie zu Abb. 3.3 A
beschrieben als interne Kontrolle die NaCl-Badlésung zum Nullen des
Membranpotentials durch KCI ersetzt. Wie Abb. 3.11 A, B zeigt, haben die
bestrahlten A549-Zellen in Glukose-haltiger Badlésung ein niedrigeres
Membranpotential (rote Linie bzw. geschlossene Dreiecke) als die unbestrahlten
Zellen (blaue Linie und offene Kreise). Glukose-Wegnahme im Superfusat
hyperpolarisierte die bestrahlten wie unbestrahlten Zellen. Dabei fiel diese
Hyperpolarisation in den bestrahlten Zellen signifikant gréRer aus als in den
unbestrahlten Zellen (Abb. 3.11 C, oben), so dass sich die Membranpotentiale
bestrahlter und unbestrahlter Zellen in der Abwesenheit extrazellularer Glukose
annaherten (Abb. 3.11 B, Mitte). Auffallend war auch, dass die durch Glukose-
Wegnahme evozierte Hyperpolarisation des Membranpotentials in den bestrahlten
Zellen signifikant spater eintrat als in den unbestrahlten A549-Zellen (Abb. 3.11 A
und C, unten). Interessanterweise war dieses Phanomen nicht bei der

Wiederzugabe von Glukose zur Badlésung zu beobachten (Abb. 3.11 A).

Die Beobachtung, dass sich unter extrazellularer Glukose-Depletion die
Mebranpotentiale bestrahlter und unbestrahlter A549-Zellen nicht mehr
unterschieden, deutet auf eine SGLT-Aktivierung in den bestrahlten Zellen. Im
nachsten Experiment wurde mit derselben Versuchsanordnung der Effekt des
SGLT-Inhibitors Phlorizin (500 uM (Nilsson et al., 2019)) auf das Membranpotential
bestrahlter und unbestrahlter A549-Zellen untersucht. Wie Abb.3.12 zeigt, hatte
Phlorizin-Applikation in der Badlésung die identischen Effekte wie extrazellulare

Glukose-Wegnahme. Auch hier sprachen die bestrahlten A549-Zellen signifikant
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spater als die unbestrahlten Zellen auf die Zugabe, jedoch nicht auf das

Auswaschen von Phlorizin an (Abb. 3.12 B, unten bzw. 3.12 A).
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Abb. 3.11. Abhangigkeit des Plasamamembran-Potentials von der extrazellularen d-Glukose-
Konzentration in Kontroll- und vorbestrahlten A549-Lungenadenokarzinom-Zellen. A. Zeitverlauf
des Plasmamembran-Potentials vor und wahrend der Wegnahme von D-Glukose (5 mM) aus der
NaCl-Badlésung, sowie nach Wiederzugabe von D-Glukose (5 mM) zur NaCl-Badlésung und nach
Austausch von NaCl im Bad durch KCI (zur Nullung des Membranpotentials) in einer Kontroll- (blau)
und 4 Gy-vorbestrahlten A549-Zelle (Ableitkonfiguration wie in Abb. 20). B. “Steady-State”-
Membranpotential vor, wahrend und nach Wegnahme der D-Glukose (5 mM) in der NaCl-
Badltsung, sowie nach Wiederzugabe von D-Glukose (5 mM) zur NaCl-Badldsung in Kontroll-
(offene Kreise) und 4 Gy-vorbestrahlten (3.3 £ 0.2 h nach Bestrahlung, geschlossene Dreiecke)
A549-Zellen (gezeigt sind individuelle Daten Punkte gepaarter Experimente). C. Mittlere (£ SE, n =
7) Hyperpolarisation des Membranpotentials (oben) und Zeitverzégerung der Antwort (unten) nach
Wegnahme der extrazellularen b-Glukose (5 mM) in Kontroll- (offene Balken) und 4 Gy-bestrahlten
(geschlossene Balken) A549-Zellen. * und ***: p < 0.05 bzw. p < 0.001, Welch-korrigierter
zweiseitiger t-Test (nach (Huber et al., 2012), verandert).

Vorarbeiten der Arbeitsgruppe von Prof. Klaus Dittmann legten nahe, dass die
SGLT-Transporter in einem Komplex mit EGFR in der Plasmamembran von A549-
Zellen vorliegt. EGFR wird beschriebenerweise durch ionisierende Strahlung
aktiviert (Rodemann et al., 2007), so dass die Mdglichkeit eine SGLT-Aktivierung
Uber die Tyrosinkinase-Funktion aktiver EGFR-Rezeptoren besteht. Um dies zu
testen, wurden analoge Experimente mit dem selektiven Inhibitor der

Tyrosinkinase-Doméne des EGF-Rezeptors Erotinib (1 uM, (Pollack et al., 1999))
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durchgefiht. Erlotinib-Applikation im Superfusat hatte idenitsche
hyperpolarisierende Effekte auf das Membranpotential von bestrahlten und
unbestrahlten A549-Zellen wie extrazellulare Glukose-Wegnahme oder Phlorizin
(Abb. 3.13). In der Zusammenschau deuten die Experimente somit auf eine
radiogene EGFR-vermittelte Aktivierung von SGLT-Na/Glukose-Ko-Transporter in
A549-Lungenadenokarzinomzellen hin, die etwa 3 h nach Bestrahlung ihr

Maximum erreicht.
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Abb. 3.12. Abhangigkeit des Plasmamembran-Potentials von der Aktivitdt des Phlorizin-sensitiven
Na+/Glukose-(SGLT)-Ko-Transports in Kontroll- und vorbestrahlten A549-Lungenadenokarzinom-
Zellen. A. Zeitverlauf des Plasmamembran-Potentials vor, wahrend und nach Bad-Applikation des
SGLT-Inhibitors Phlorizin (500 uM), sowie nach Austausch von NaCl im Bad durch KCI (zur Nullung
des Membranpotentials) in einer Kontroll- (blau) und 4 Gy-vorbestrahlten A549-Zelle
(Ableitkonfiguration wie in Abb. 20). B. Mittlere (+ SE, n = 8-20) Hyperpolarisation des
Membranpotentials (oben) und Zeitverzégerung der Antwort (unten) nach Zugabe von Phlorizin
(500 pM) in Kontroll- (offene Balken) und 4 Gy-bestrahlten (3.4 £ 0.3 h nach Bestrahlung,
geschlossene Balken) A549-Zellen. * und ***: p < 0.05 bzw. p < 0.001, Welch-korrigierter

zweiseitiger t-Test (nach (Huber et al., 2012), verandert).
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Abb. 3.13. Abhangigkeit des Plasmamembran-Potentials von der Aktivitat der Erlotinib-sensitiven
EGFR-Tyrosin-Kinase in Kontroll- und vorbestrahlten A549-Lungenadenokarzinom-Zellen
(Ableitkonfiguration wie in Abb. 20). A. Zeitverlauf des Plasmamembran-Potentials vor, wahrend
und nach (Auswaschen) Bad-Applikation des EGFR-Tyrosin-Kinase-Inhibitors Erlotinib (1 uM),
sowie nach Austausch von NaCl im Bad durch KCI (zur Nullung des Membranpotentials) in einer
Kontroll- (blau) und 4 Gy-vorbestrahlten A549-Zelle. B. Mittlere (x SE, n = 7-12) Hyperpolarisation
des Membranpotentials nach Zugabe von Erlotinib (1 uM) in Kontroll- (offene Balken) und 4 Gy-
bestrahlten (geschlossene Balken) A549-Zellen. ***: p < 0.001, Welch-korrigierter zweiseitiger t-
Test (nach (Huber et al., 2012), verandert).

3.2.3 Radiogene SGLT-vermittelte Depolarisation des Membranpotentials von

FaDu-Kopf-Hals-Plattenepithelkarzinomzellen

Um herauszufinden, ob sich die Befunde an den A549-Lungenadenokarzinom-
Zellen auch auf andere Karzinom-Entitaten Gbertragen lassen, wurden die
Glukose-Depletion/Repletions-Experimente an FaDu-Kopf-Hals-
Plattenepithelkarzinom(HNSCC, (Giard et al., 1973))-Zellen wiederholt. Die
Therapie von HNSCC beinhaltet auch Radiotherapie. So werden inoperable, lokal
fortgeschrittenen HNSSC mit definitiver (alleiniger) Radiochemotherapie (zum
Beispiel mit 70 Gy) behandelt (Schuttrumpf et al., 2020). Auch in den FaDu-
HNSSC-Zellen bewirkte Glukose-Wegnahme eine Hyperpolarisation des
Membranpotentials (Fig. 3.14 A), die signifikant héher in 4 Gy-vorbestrahlten

Zellen ausfiel als in unbestrahlten FaDu-Zellen (Fig. 3.14 B).
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Abb. 3.14. SGLT-Aktivitat und Funktion in bestrahlten FaDu-Kopf-Hals-Karzinomzellen. A. Mittleres
(x SE, n = 13-15) Plasmamembran-Potential von Kontroll- (offene Kreise) und 4 Gy-vorbestrahlten
(2.5 £ 0.3 h nach Bestrahlung, geschlossene Dreiecke) FaDu-Zellen, aufgenommen in gepaarten
Experimenten (wie in Abb. 21) vor und wahrend der Wegnahme von D-Glukose (5 mM) aus der
NaCl-Badlosung, sowie nhach Wiederzugabe von D-Glukose (5 mM) zur NaCl-Badldsung. B. Mittlere
(x SE, n = 13-15) Hyperpolarisation des Membranpotentials nach Wegnahme der extrazellularen p-
Glukose (5 mM) in Kontroll- (offener Balken) und 4 Gy-bestrahlten (geschlossener Balken) FaDu-
Zellen. *: p <0.05, zweiseitiger t-Test (nach (Huber et al., 2012), verandert).

Diese Daten, die in (Huber et al., 2012) publiziert wurden, deuten also darauf hin,
dass radiogene Hochregulation der SGLT-vermittelten Glukose-Aufnahme ein
generelleres Phanomen bei Karzinomzellen sein kénnte. Der letzte
Themenkomplex dieser Arbeit untersucht die strahlungsinduzierte Modulation von

lonenkanélen in Glioblastom Hirntumoren.
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3.3 Strahleninduzierte Aktivierung von lonekanalen im Glioblastom

3.3.1 Migration von Glioblastomzellen

Das Glioblastoma multiforme ist der haufigste primére Hirntumor bei Erwachsenen.
Die Standardtherapie beinhaltet chirurgische Resektion gefolgt von konkomitanter
fraktionierter Radiotherapie (60 Gy in 30 Fraktionen), Temozolomid-
Chemotherapie und anschliel3end 6-12 Zyklen Temozolomid-
Erhaltungschemotherapie sowie optionaler Elektrotherapie. Trotz dieser tri- bzw.
tetramodaler Therapie betragt das mediane Geamtiiberleben immer noch unter 2
Jahren (Stupp et al., 2017). Eine Ursache des Therapieversagens liegt in der
starken Streuung der Glioblastomzellen im Gehirn (Sontheimer, 2008) wodurch
eine chirurgische Komplettresektion oder ein Erfassen aller verbliebenen
Tumorzellen durch das Zielvolumen der Strahlentherapie sehr unwahrscheinlich

ist.

Glioblastom-Zellen invadieren in das Gehirn, indem sie sich entlang von
Blutgefal3en oder Axonbindeln durch kleinste Interzellular-Spalten zwangen.
Hierzu bendétigen sie eine hocheffektive Zellvolumen-Regulation (Watkins and
Sontheimer, 2011). Glioblastomzellen akkumulieren hohe Cl-Konzentrationen im
Zytosol. Diese Konzentrationen liegen weit tber dem elektrochemischen
Gleichgewicht zwischen intrazellularem und extrazellularem ClI-, so dass CI- als
Osmolyt verwendet werden kann. Schnelle lokale Zellvolumen-Abnahmen werden
durch Efflux von CI- und dem Gegenion K* sowie iso-osmotisch nachfolgendem
Wasser angetrieben. (siehe 1.2). Dabei spielen Ca?*-aktivierte K*-Kanéle vom
IKca- (Ruggieri et al., 2012) und BKca (Kcal.1, MaxiK, Slol, kcnmal, (Sontheimer,
2008)-Typ sowie CIC-3 (clcn3) CI Kanéle bzw. Cl/H*-Austauscher (Cuddapah et
al., 2013) eine wichtige Rolle, da Hemmung dieser Proteine die Migration von

Glioblastomzellen unterbindet.
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3.3.2 Strahleninduzierte Aktivierung von IKca- und BKca-Kanélen in

Glioblastomzellen.

Frihere Arbeiten aus dem Labor fur Experimentelle Radioonkologie in Tubingen
belegten zudem eine strahlungsinduzierte Hypermigration/-invasion von T98G-
(Stein, 1979) und U-87 MG-Glioblastemzellen (Pontén and Macintyre, 1968) in
vitro (Edalat et al., 2016, Steinle et al., 2011) bzw. in einem orthotopen
Glioblastommausmodell (Edalat et al., 2016). Dartber hinaus konnte auch eine
radiogene Aktivierung von IKca-Kanélen in T98G- und U-87 MG- (Stegen et al.,
2015) demonstriert werden, die zur Radioresistenz der T89G- und U-87 MG-
Glioblastomzellen in vitro bzw. in einem ektopen Glioblastom-Mausmodell (Stegen
et al., 2015) beitrugen. Der letzte Themenbereich dieser Arbeit erweiterte diese
Experimente an U251-Glioblastomzellen (Vaheri et al., 1976), die Uber 5 Tage
fraktioniert mit einer taglichen Einzeldosis von 0 bzw. 2 Gy betrahlt wurden. 24 h
nach der letzten Bestrahlung wurden die Zellen im Cell-attached (On Cell)-Modus
in physiologischer NaCl-Badlosung und mit KCI-Extrazellularldsung (1 mM CaClz,
5 mM D-Glukose) in der Pipette abgeleitet (Pulsprotokoll in Abb. 3.15 A). Beim
Cell-attached-Modus bleibt die Zelle intakt und die applizierten Klemmspannungen
addieren sich zu dem physiologischen Membranpotential der Plasmamembran, auf
welches der Experimentierende keinen Einfluss hat (siehe 1.3.2). Strome werden
im ,Cell-attached“-Modus nur durch Kanale des in die Pipettenspitze eingesaugten
und so elektrisch isolierten Membranflecks generiert, so dass die abgeleiteten
,makroskopischen® Strome (i.e., der Gesamtstrom Uber den eingesaugten
Membranfleck) so gering sind, dass Einzelkanalereignisse aufgeldst werden
konnen. Abb. 3.15 B zeigt Original-Strompuren zweier Kontrollzellen (5 x 0 Gy,
links) und zweier fraktioniert bestrahlter (5 x 2 Gy) U251-Zellen (zur besseren
Ubersicht sind nur 5 der insgesamt 41 Stromspuren iibereinandergelagert
dargestellt. In den oberen linken Stromspuren sind bei der héchsten Spannung
(+110 mV, oberste Stromspur) deutliche auswarts (i.e. nach oben )-gerichtete

,2Unitary current transitions” (i.e., rechteckformige Stromexkursionen) mit zwei
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verschiedenen Amplituden zu erkennen. Die Stromexkursionen mit der gréf3eren
Amplitude fehlten dagegen bei der zweiten unbestrahlten U251-Zelle (Abb. 3.15 B,
links unten). Hier nicht gezeigte, weiterfihrende Analysen identifizierten die diesen
Stromexkursionen zugrundeliegende Kandle als IKca (kleinere Amplitude) und
BKca (grof3ere Amplitude).

Fraktionierte Bestrahlung erhéhte die Aktivitat sowohl von IKca- als auch von
BKcaKanalen, wie in den reprasentativen Original-Stromspuren in Abb. 3.15 B,
rechts, dargestellt. Auch hier sind wieder ein Membranfleck mit beiden Kanaltypen
(oben) und einer mit nur IKca-Kanalen dargestellt (unten). Da IKca
einwartsgleichrichtend Strome leiten, sind in der bestrahlten Zelle mit
ausschlielllich IKca-Kanalen im abgeleiteten Membranfleck (Abb. 3.15 B, rechts
unten) die Einwartsstréome (i.e., Strome unterhalb der roten 0 pA Linie) gegenuber
der nichtbestrahlten Zelle (Abb. 3.15 B, links unten) erhoht. In der bestrahlten Zelle
mit beiden Kanaltypen im abgeleiteten Membranfleck (Abb. 3.15 B, rechts oben)
sind dagegen sowohl die hauptsachlich IKca-generierten Einwarts- als auch die
hauptsachlich BKca-generierten Auswartsstrome (i.e., Strome oberhalb der roten O
pA Linie) gegenlber der nichtbestrahlten Zelle mit beiden Kanaltypen (Abb. 3.15 B,
links oben) erhéht aufgrund der typischerweise durch BKca-verursachten

auswartsgleichrichtenden Strom-Spannungs-Beziehung.

Die Beziehung der gemittelten makroskopischen Stréme und der applizierten
Spannung in Abb. 3.15 C fassen diese Experimente zusammen. Die
makroskopischen Cell-attached Strome von unbestrahlten (offene Kreise) und
fraktioniert bestrahlten U251-Zellen (geschlossene Dreiecke) zeigen ein mittleres
Vrev VON etwa +35 mV (unbestrahlte Zellen) bzw. ein Viev von etwa +45 mV
(bestrahlte Zellen). Unter der Annahme, dass die makroskopischen Strome
hauptsachlich K*-Stréme sind, und dass sich in der Zelle eine ahnlich hohe K*-
Konzentration wie in der KCI-Pipettenldsung befindet und somit sich ein Ex = 0 mV

Uber den in die Pipettenspitze eingesaugten Membranfleck einstellt, kann das
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physiologische Membranpotential der Zellen abgeschétzt werden. Unter diesen
beiden Annahmen wirde namlich die Klemmspannung bei Vrev den negativen Wert
des physiologische Membranpotentials anzeigen. Oder in anderen Worten, diese
Klemmspannung wird benétigt um das physiologische Membranpotential zu nullen
und somit die Gesamtspannung (physiologisches Membranpotential +

Klemmspannung) auf Ex = 0 mV zu bringen.

Der Vergleich der makrosopischen Einwarts- (i.e., negativen) und Auswarts- (i.e.,
positiven) Strome zwischen den unbestrahlten (offene Kreise in Abb. 3.15 C) und
fraktioniert bestrahlten (geschlossene Dreiecke in Abb. 3.15 C) U251-Zellen
bestatigt eine radiogene Aktivierung von sowohl BKca (Erhéhung der
Auswartsstrome) als auch besonders deutlich von IKca (Erh6hung der
Einwartsstrome). Die radiogene IKca-Aktivierung wird auch noch tber die fur die
Einwartsstome berechneten makroskopischen Leitfahigkeiten in Abb. 3.15 D
verdeutlicht. Die radiogene Aktivierung von K*-Kanélen erklart auch die leichte
strahlungsinduzierte Rechtsverschiebung von Vrev in Abb. 3.15 C, welche gemali
der oben erlauterten Argumentationslinie auf eine Hyperpolarisation des
Membranpotentials hinweist. Somit lassen diese Daten darauf schlieRen, dass
ionisierende Strahlung in Glioblastomzellen gleichzeitig die Aktivitat von IKca- und
BKca-Kanalen stimuliert. Da die beiden Kanaltypen in unterschiedlichen
Spannungsfenstern arbeiten, kann spekuliert werden, dass beide Kanaltypen
unterschiedliche Funktionen in der bestrahlten Glioblastomzelle ausuben.

Frahere Arbeiten des Labors Experimentelle Radioonkologie in TUbingen zeigen
auch eine radiogene Aktivierung der Ca?*/Calmodulin-abhangigen Kinase-II-
Isoformen (CaMKIIs) in Glioblastomzellen (Steinle et al., 2011). Interessanterweise
bendtigt diese Aktivierung funktionelle BKca-Kanale. Letztere scheinen also
vorgeschaltet der Kinasen fiir die Ca?*-Signale benétigt zu werden, die zur
CaMKIlI-Aktivierung fuhrt. Da — wie bereits in 3.3.1 beschrieben — die Migration der
Glioblastomzellen CIC-3-Kanalaktivitat involviert (Cuddapah et al., 2013,
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Sontheimer, 2008) und CaMKIllIs direkt CIC-3-Kanéle aktivieren (Cuddapah and

Sontheimer, 2010), untersuchte der letzte Projektteil dieser Promotionsarbeit die

radiogene Aktivierung von Cl-Kanalen in Glioblastomzellen und die Rolle der
BKca-Kanéle hierin.
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Abb. 3.15. Fraktionierte Bestrahlung induziert/selektioniert Glioblastomzellen mit hoher Expression
BKCa- und IKCa-ahnlicher K+-Kanale. A, B. Patch-Clamp-Ableitungen mit KCl in Pipette und NaCl
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im Bad (A) makroskopischer Cell-attached (On Cell) Stréme von 4 humanen U251
Glioblastomzellen (B). Zur verbesserten Lesbarkeit werden nur 5 evozierten Stromspuren (B)
gezeigt, welche von den in roter Farbe hervorgehobenen Klemmspannung im applizierten
Spannungsprotokoll (A) evoziert wurden. Die roten Linien in den Stromspuren (B) kennzeichnen
den Null-Stromwert. Zwei Kontroll-Zellen (5x0 Gy, B, links) und zwei fraktioniert-vorbestrahlte Zellen
(5x2 Gy, B, rechts) werden exemplarisch gezeigt, von denen je in einer unbestrahlten und einer
bestrahlten Zelle BKca- und IKca- (gro3e Auswartsstrom-und kleinere Einwartsstrom-
Einzelkanalamplituden, B, oben) bzw. nur IKca-&hnliche Kanale (B, unten) in dem
spannungsgeklemmten Membranfleck aktiv waren. In den ungepaarten Experimenten in (B) deutet
sich eine erhéhte Aktivitat dieser Kanale in den beiden bestrahlten Zellen (rechts) verglichen zu den
unbestrahlten Zellen (links) an. C. Abhangigkeit der mittleren (£ SE, n = 10) makroskopischen On
Cell-Stréme von der applizierten Spannung in Kontroll- (5 x 0 Gy, offene Kreise) und fraktioniert
vorbestrahlten (5 x 2 Gy, geschlossene Dreiecke) U251-Zellen. D. Mittlere On Cell-Leitfahigkeit
(berechnet fur die Einwartsstrome in (C), in dem durch die graue Linie angezeigten
Spannungsbereich) von Kontroll- (5 x 0 Gy, offener Balken) und fraktioniert vorbestrahlten (5 x 2
Gy, geschlossener Balken) U251-Zellen. ***: p < 0.001, zweiseitiger Welch-korrigierter t-Test (nach
(Stegen et al., 2016), veréndert).

3.3.3 Radiogene BKca-abhéngige Aktivierung von Cl-Kanalen in

Glioblastomzellen.

Die Modulation der ClI-Ganzzell-Stréme durch ionisierende Strahlung wurde in
T98G-Zellen gemessen, fur die die radiogene Aktivierung der CaMKII-Kinasen
gezeigt wurde (Steinle et al., 2011). Hierzu wurde die Zellen mit 0 bzw. 2 Gy
bestrahlt und dann fur 1-3 h nachinkubiert im Medium, das entweder den BKca-
Kanalinhibitor Paxilline ( 5 uM (Strgbaek et al., 1996)) oder die entsprechende
Menge Vehikel enthielt, bevor sie dann elektrophysiologisch abgeleitet wurde.
Diese Messungen wurden in Paxilline-freien Cl- Losungen mit dem in Abb. 3.16 A
abgebildeten Pulsprotokoll durchgefuihrt. Als Gegenion diente das impermeable
Kation N-Methyl-D-Glukamin* (NMDG™), so dass die gemessenen Ganzzell-Strome
groRtenteils durch CI-Flisse verursacht wurden. Bestrahlung mit 2 Gy (Abb. 3.16
B, 1. und 2. Stromspuren) induzierte in den T98G-Zellen eine Erhéhung sowohl der
Einwarts- (unterhalb der roten Linie) als auch Auswartsstréme (oberhalb der roten
Linie). Nachinkubation mit Paxilline verhinderte diese Induktion (Abb. 3.16 B, 3.
und 4. Stromspuren), woraus sich ableiten lasst, dass die radiogene CI-

Kanalaktivierung funktionelle BKca-Kanale bendtigt. Dies zeigen auch noch einmal
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in der Zusammenschau aller Experimente die fur die Auswartsstrome berechneten
Leitfahigkeitsdichten unter allen vier experimentellen Bedingungen (Abb. 3.16 C).
Die radiogenen CI-Strome waren durch den Anionkanal-Blocker NPPB (50 puM
(Hayslett et al., 1987)) hemmbar. Dies zeigen die Original-Stromspuren in Abb.
3.16 D und die fur die NPPB-sensitive Stromfraktion berechneten
Leitfahigkeitsdichten (AGneps) in Abb. 3.16 E. Diese Experimente bestatigen somit
die CI-Selektivitat der mit den NMDG-CI-Bad- und Pipettenldsung abgeleiteten
strahleninduzierten und BKca-abhéngigen Strome in den T98G-Zellen.
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Abb. 3.16. Radiogene Aktivierung von Cl--Kanalen in der Plasmamembran von Glioblastomzellen
bendtigt die Aktivitdt von Paxilline-sensitiven BKCa K+-Kandlen. A. Die Ganzzell-Strdme wurden in
vorbestrahlten humanen T98G-Glioblastomzellen unter Verwendung von CI- in Bad- und
Pipettenlésung abgeleitet. Als Gegenion diente in beiden Losungen das impermeable grof3e Kation
NMDG*. Die Zellen wurden bestrahlt (0 bzw. 2 Gy) und 3-5 h nachinkubiert im Zellkulturmedium,
welches den BKca K+ Kanalblocker Paxilline (0 or 5 uM in 0.1% DMSO) enthielt, bevor die
Aufnahmen der Ganzzell-Stréme ohne Paxilline erfolgten. Der untere Abbildungsteil zeigt das
verwendete Pulsprotokoll. B. Ganzzell-Stromspuren einer 0 Gy- (1. und 3. Spuren) und einer 2 Gy-
(2. und 4. Spuren) vorbestrahlten T98G-Zelle, die mit Vehikel alleine (links) oder mit Paxilline
(rechts) vorbehandelt waren (die rote Linie kennzeichnet den Null-Stromwert). C. Mittlere (+ SE, n =
9-27) Leitfahigkeits-Dichten (berechnet fir die Auswartsstréme zwischen -13 mV and +67 mV
Klemmspannung) von 0 Gy- (links) und 2 Gy- (rechts) vorbestrahlten T98G-Zellen, die mit Vehikel
alleine (offenen Balken) oder mit Paxilline (geschlossene Balken) bestrahlt und vorinkubiert wurden.
D. Ganzzell-Stromspuren einer 2 Gy-vorbestrahlten, Vehikel-behandelten Zelle, wie in (A) vor
(Kontrolle, links), wahrend (NPPB, Mitte) und nach (Auswaschen, rechts) Bad-Applikation des
Anion-Kanal-Inhibitors NPPB,(50 pM, die rote Linie kennzeichnet den Null-Stromwert). E. Mittlere (£
SE, n = 7-17) NPPB-sensitive Fraktion der Leitfahigkeitsdichte (AGneps) von 0 Gy- (links) und 2 Gy-
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(rechts) vorbestrahlten T98G-Zellen, die mit Vehikel alleine (offenen Balken) oder mit Paxilline
(geschlossene Balken) bestrahlt und vorinkubiert wurden. *, **: p < 0.05 bzw. p £ 0.01, ANOVA
(nach (Stegen et al., 2016), veréndert).

Die Ergebnisse dieser Arbeit lassen sich wie folgt zusammenfassen: ionisierende
Strahlen in Dosen, wie sie bei der Ganzkorperbestrahlung (TBI) oder einzelnen
Fraktion der fraktionierten Strahlentherapie Verwendung finden, moduliert die
Aktivitat von lonenkanélen und Transportern in der Plasmamembran von
Tumorzellen. Dies konnte in Tumoren mesenchymalen (CML, T-ALL), epithelialen
(HNSCC, NSCLC) und glialen (Glioblastoma) Ursprungs beobachtet werden. Das
deutet darauf hin, dass die beobachtete radiogene lonenkanal/Transporter-
Modulation ein generelleres Phdnomen sein kdnnte. Die Anzahl der beteiligten
lonenkanal/Transporter-Typen (Ca?*-permeable Kationenkanale, TRPM2, K\3.4,
hERG, BKca, IKca, Cl-Kanéale, SGLT) deutet zudem auf verschiedenen Funktionen,
die diese lonenkanal/Transporter-Typen in der DNA-Schadensantwort der
bestrahlten Zelle austiben. Die funktionelle Signifikanz der radiogenen
lonenkanal/Transporter-Modulation fiir das Uberleben der bestrahlten Tumorzellen
wurde in parallelen Projekten des Labors flr Experimentelle Radioonkologie und
der Sektion fur Strahlenbiologie und Molekulare Umweltforschung in Tubingen
untersucht und zusammen mit Befunden anderer Labore im nachsten Abschnitt

vorgestellt.
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4 Diskussion

4.1 Biologische Strahlenwirkung

Das biologiche Losungsmittel Wasser ist mit einer Konzentration von fast 60 M das
weitaus haufigste Molekil in einer Zelle. Die meiste Energie der ionisierenden
Strahlung wird somit von Wassermolekulen absorbiert, wodurch Wasser in ein
Wasserstoff-Radikal (H-) und das zu den reaktiven Sauerstoff-Spezies (ROS)
z&hlenden Hydroxyl-Radikal (HO-) gespalten wird. HO--Radikale reagieren mit
weiteren Molekilen, unter anderem mit dem DNA-Rickgrat und richten so DNA-
Strangbriiche an. lonisierende Strahlung kann mit geringerer Wahrscheinlichkeit
direkt auch DNA schadigen. Inwieweit ein durch direkte Absorption der
Strahlenenergie oder sekundar tiber HO- gebildete DNA-Radikal tatsachlich zu
DNA-Strangbrichen fuhrt, hangt nun wiederum von dem ,Oxidative Defense“ und
Redox-Status einer Zelle ab. In hypoxischen Arealen, die sich in allen soliden
Tumoren ab einer bestimmten Grol3e bilden, werden DNA-Radikale aufgrund des
niedrigen Sauerstoffpartialdrucks nicht zu Strangbriichen aufoxidiert, sondern
,chemisch® repariert, wodurch in diesen Arealen die Effizienz der Strahlentherapie

um bis zu einem Faktor von 3 (,Oxygen enhancement factor®) erniedrigt ist.

Neben diesem, aus der Absorption der Strahlenenergie resultierenden, oxidativen
Stress, der wahrend der Bestrahlung gemessen werden kann (Gibhardt et al.,
2015) und die Zelle direkt schadigt, verursacht ionisierende Strahlung mit einer
Zeitverzogerung von mehreren Stunden weitere Zell-Schaden, die auch in
benachbarten, nicht-bestrahlten ,Bystander®-Zellen auftreten konnen. Diese
Schaden werden durch Ca?*-stimulierte Bildung von Superoxid-Anionen (Oz™) in
den Mitochondrien hervorgerufen, ahnlich den Reperfusionssschéaden

ischamischer Geweben.
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4.2 Hypoxie-Anpassung und Radioresistenz

Bei den Letzteren kann eine ischamische Préakonditionierung (i.e. ein kurzes
ischamisches Intervall Stunden vor dem eigentlichen ischamischen Insult) die
Ischamie/Reperfusionsschaden zum Beispiel im Herzmuskel lindern. Eine wichtige
Komponente dieser Prakonditionierung beinhaltet das Kurzschlie3en des
innermitochondrialen Membranpotentials (AWm) durch mitochondriale Uncoupling
Proteine oder mitochondriale K*-Kanale. Hierdurch wird einer Hyperpolarisation

von AWn und direkt damit gekoppelt die Bildung von Oz abgeschwacht.

Wahrend Hypoxie fehlt der Zelle die Energie fiir den Betrieb der Na*/K*- und Ca?*-
ATPase um damit die chemischen Gradienten fir Na* und Ca?* tber die
Plasmamembran aufrechtzuerhalten und - daran gekoppelt - einen neutralen pH-
Wert zu stabilisieren. Die unter Normoxie gedrosselte mitochondriale Atmungskette
wird in Hypoxie Uber ein niedriges ATP/ADP-Ratio und dem zunehmenden
Volllaufen der Mitochondrien mit Ca?* disinhibiert. Bei der Reoxygenierung erhoht
die daraus resultierende Hyperpolarisation von AWm die Wahrscheinlichkeit der
Ubertragung eines Elektrons vom Semichinon im Komplex 1 auf O2 und damit zur
Bildung von Oz-. Interessanterweise fuhrt die Adaptation an
Hypoxie/Reoxygenierung durch Hochregulation von zum Beispiel mitochondrialen
Uncoupling Proteinen auch zur Strahlenresistenz. Diese wird vermutlich durch
Minderung der spaten, Mitochondrien-vermittelten Strahlenschéden hervorgerufen.
Zwei Mechanismen kdnnten somit bei an chronische oder intermittierende Hypoxie
angepasste Tumorzellen zu einem Versagen der Strahlentherapie fuhren: die
niedrige Effizienz ionisierender Strahlung in Hypoxie und eine Verminderung der
spaten, Mitochondrien-vermittelten Strahlenschaden in Normoxie.
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4.3 Radiogene Ca?*-vermittelte O2"--Bildung der Mitochondrien

In dem Labor fiir Experimentelle Radioonkologie in Tubingen durchgefuhrte
Experimente (Klumpp et al., 2016) zeigten, dass ionisierende Strahlung in der
Jurkat-T-ALL-Zelllinie innerhalb weniger Stunden nichtselektive Ca?*-permeable
Kationenstromen aktiviert, den Ca?*-Einstrom in die Zellen erhoht, die
mitochondriale Oz--Bildung steigert, und Zelltod induziert. Der nichtselektive
Kationenkanalinhibitor (ACA) hemmte den Ca?*-Einstrom und die O2"--Bildung. Da
- wie in dieser Promotionsarbeit gezeigt (siehe Abb 3.7)- Jurkat-T-ALL-Zellen
ADPR-induzierbare und ACA-inhibierbare Kationenkanéle exprimieren, ware
folgender zugrundeliegender Mechanismus denkbar: Aus der Reparatur der DNA-
Strahlenschaden stammendes ADPR aktiviert Ca?*-permeable TRPM2-Kanéle in
der Plasmamembran, Ca?*-Einstrom und Uberlaufen der Mitochondrien mit Ca?*
fuhrt zur Oz --Bildung und damit zur zusatzlichen Schéadigung der Zelle und
vermehrten Zelltod. Unerwarteterweise verringerte aber der TRPM2-Inhibitor ACA
den Zelltod bestrahlter Jurkat-Zellen nicht, sondern erhéhe diesen signifikant
(Klumpp et al., 2016).

In Bcl-2-Uberexprimierenden, apoptoseresistenten Jurkat-T-ALL-Zellen war die
TRPM2-Protein-Abundanz und der basale Ca?*-Einstrom niedriger als in den
Kontroll-Zellen (Klumpp et al., 2016). Bestrahlung erhohte - wie die Ergebnisse
dieser Promotionsarbeit zeigen- die ACA-inhibierbaren Kationenstrome (siehe Abb.
3.8) und den ACA-sensitiven Ca?*-Einstrom (Klumpp et al., 2016) dagegen deutlich
starker in den Bcl-2-Uberexprimierenden Jurkat-Zellen als in den Kontroll-Zellen.
Dennoch war in den Bcl-2-Uberexprimierenden Jurkat-Zellen die radiogene
mitochondriale O2™--Bildung und der radiogene Zelltod niedriger als in den
Kontrollzellen (Klumpp et al., 2016). Dies deutet darauf hin, dass der radiogene,
vermutlich TRPM2-vermittelte Ca?*-Einstrom gleichzeitig zur Erhéhung der
mitochondrialen Oz --Bildung auch zur DNA-Schadensantwort beitragen konnte,
die das Uberleben der bestrahlten Zelle sichert. Apoptose-resistente Bcl-2-
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Uberexprimierende Jurkat-Zellen scheinen hierbei verglichen zu den Kontrollzellen
verstarkt diese Ca2*-vermittelte Uberlebens-Signale zu aktivieren, ohne in die

Gefahr zu geraten, durch Ca?*-Uberflutung zu sterben.

Die in dieser Promotionsarbeit beobachtete radiogene Aktivierung von IKca-
Kanalen (siehe Abb. 3.9) kdnnte dabei im Zusammenspiel mit den TRPM2-
Kanalen zur DNA-Schadensantwort beitragen, da Hemmung der IKca-Kanélen
durch Clotrimazol das Uberleben der bestrahlten Jurkat-Zellen ahnlich vermindert
wie die Hemmung der TRPM2-Kanale durch ACA (Klumpp et al., 2016). Einen
moglichen Mechanismus, wie IKca und TRPM2 zum Uberleben der T-ALL-Zellen

beitragen kdnnte, schildert das nachste Kapitel.

4.4 Ca?*-vermittelter Zellzyklusarrest

Zur Reparatur von DNA-Schéaden insbesondere von DNA-Doppelstrangbriichen
missen bestrahlte Tumorzellen den Zellzyklus arretieren, um zu vermeiden, mit
unreparierter DNA in die Mitose einzutreten (siehe Kapitel 1.2). Zellzyklusanalysen
an den bestrahlten Jurkat-Zellen (Klumpp et al., 2016) zeigten, dass sowohl
Hemmung von TRPM2 durch ACA als auch Inhibition von IKca durch Clotrimazol
die Anzahl der bestrahlten Zellen im G2/M-Zellzyklusarrest vermindert. Dies deutet
auf eine Beteiligung von Ca?*-Signalen an der Induktion des G2/M-
Zellzyklusarrests hin. Proteinbiochemische Analysen untermauerten diese
Hypothese: TRPM2-Inhibition verhinderte in Jurkat-Zellen die radiogene
Aktivierung von Isoformen des Ca?*-Zielproteins CaMKII und die radiogene
Inhibiton von Cdc-2 (Cyclin-dependent kinase-1, CDK1), eine Untereinheit des
Mitose-Promoting-Faktors (Klumpp et al., 2016). Hemmung von TRPM2 scheint
somit tiber Uberschreiben des radiogenen G2/M-Zellzyklusarrests die

Uberlebenswahrscheinlichkeit bestrahlter Jurkat T-ALL-Zellen zu mindern.
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Ganz analoge Prozesse konnten in dieser Promotionsarbeit (siehe Abb. 3.1 bis
3.6) und in begleitenden Experimenten des Labors fiir Experimentelle
Radioonkologie in Tubingen (Heise et al., 2010, Palme et al., 2020, Palme et al.,
2013) an der K562-CML-Zelllinie beobachtet werden. Die radiogenen Aktivierung
von CaMKIls und die nachgeschaltete Phophorylierung des CaMKII-Zielproteins
Cdc-25B, einer Phosphatase, und die daraus resultierende Hemmung von Cdc-2
sowie der Mitose bendotigte die Aktivierung der nichtselektiven Kationen- und K*-
Kanale in der Plasmamembran (Abb. 4.1)

Cdc-2 wird bei DNA-Schaden durch Phosphorylierung an Tyrl5 durch die Kinase
Weel inaktiviert und durch Cdc-25 Phosphatasen aktiviert. Bei DNA-
Doppelstrangbrichen aktiviert Checkpoint Kinase-1 (Chk-1) Wee-1 und inaktiviert
Cdc-25 (Patil et al., 2013). Die Experimente an den bestrahlten K562-CML-Zellen
zeigen, dass CaMKlIs zur Inaktivierung von Cdc-25B und nachgeschalten von
Cdc-2 beitragen. Die Rolle der radiogenen Ca?*-Signale fur diesen Signalweg wird
noch einmal durch die Tatsache verdeutlicht, dass der radiogene G2/M-
Zellzyklusarrest durch intrazellulare Ca?*-Komplexierung mittels BAPTA-AM
(Azetoxymethylester, N,N'-[1,2-Ethanediylbis(Oxy-2,1-Phenylen)]bis[N-[2-
[(Azetyloxy)Methoxy]-2-Oxoéathyl]-1,1'-bis[(Azetyloxy)Methyl] Ester-Glyzin) in

bestrahlten Zellen tberschrieben werden konnte (Heise et al., 2010).

Uberraschenderweise wirkten sich die in dieser Promotionsarbeit (siehe Abb. 3.3,
3.5 und 3.6) beobachten radiogen-aktivierten Kv3.4- und hERG1-Kandle
antagonistisch auf die zytosolische freie Ca?*-Konzentration der K562-Zellen aus,
wie begleitende Fura-2-Ca?*-Imaging-Experimente des Labors Experimentelle
Radioonkologie in Tubingen zeigten: hERG1-Blockade erhéhte und Kv3.4-Inhibition
erniedrigte die zytosolische freie Ca2*-Konzentration insbesondere in den
bestrahlten K562-Zellen (Palme et al., 2020). Sowohl pharmakologische Blockade
oder Knockdown von Ky3.4 (Palme et al., 2013) als auch pharmakologische
Inhibition von hERG1 (Palme et al., 2020) radiosensibilisierte die K562-Zellen
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beziiglich ihres klonogenen Uberlebens in Koloniebildungstests, genauso wie dies
die Hemmung der nachgeschalten CaMKIIs hervorrief (Heise et al., 2010). Dies
deutet darauf hin, dass im Zusammenspiel von mehreren Ca?*-Einstromwegen und
K*-Kanalen in der Plasmamembran komplexe radiogene Ca?*-Signale generiert

werden, die bendtigt werden um Isoformen der CaMKII zu aktivieren (Abb. 4.1).

Arbeiten, die wiederum im Labor Experimentelle Radioonkologie in Tldbingen
durchgefuhrt wurden, belegten, dass ganz ahnliche Prozesse auch in bestrahlten
Glioblastomzellen ablaufen. Der Kalterezeptor TRPMS8, ein Ca?*-permeabler
nichtselektiver Kationenkanal konnte hier in U251- und T98G-Glioblastomzellen als
radiogen-aktivierter Ca?*-Einstromweg identifiziert werden, der zur CaMKII
Aktivierung und nachgeschaltet zur Hemmung von Cdc-25C und Cdc-2 beitragt
und so den Zellzyklus bestrahlter Zellen moduliert (Klumpp et al., 2017). Die in
dieser Promotionsschrift (siehe Abb. 3.15) beobachteten radiogenen Aktivierungen
von IKca- und BKca-K*-Kanélen wirken ganz éhnlich der von Kv3.4- und hERG1-
Kanalen antagonistisch auf die freie zytosolische Ca?*-Konzentration bestrahlter
Glioblastomzellen, wie begleitende Experimente des Labors zeigten (Stegen et al.,
2016). TRPMS8- (Klumpp et al., 2017) oder IKca- (Stegen et al., 2015, Stegen et al.,
2016) -Inhibition bzw. -Knockdown interferieren mit der Zellzykluskontrolle
bestrahlter U251-, T98G- bzw. U-87 MG-Glioblastomzellen, hemmten die DNA-

Reparatur und erniedrigen das klonogene Uberleben.

Die radiosensibilisierenden Effekte eines IKca-Targetings durch systemische
TRAM-34-Gabe konnte auch im ektopen U-87 M-Glioblastom-Mausmodell
demonstriert werden (Stegen et al., 2015). Ahnliche radiosensibilisierende Effekte
des IKca-Targetings konnten auch in Brustkrebszellen in vitro und in einem
syngenen orthotopischen Brustkrebs-Mausmodell gezeigt werden (Mohr et al.,
2019a). Daraus lasst sich schliel3en, dass verschieden lonenkanal-Typen in der
Plasmamembran radiogene Ca?*-Signale ausbilden. Dieses radiogene Ca?*-

Signaling tragt in Tumorentitaten verschiedenen Ursprungs (mesenchymal, glial
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und epithelial) zur DNA-Schadensantwort bei, indem es den Zellzyklus und damit
die DNA-Reparatur bestrahlter Zellen kontrolliert. Die radiogenen Ca?*-Signale,
welche scheinbar entitatstibergreifend die CaMKllIs als gemeinsame Ca?*-
Effektorproteine ansteuert, kdnnen somit als ein genereller Mechanismus in der

Radiobiologie von Tumorzellen betrachtet werden.

? lonisierende

" /;\/ Strahlung

K,3.4 3

CML-Zelle

Abb. 4.1. In bestrahlten CML-Zellen erzeugen radiogen-aktivierte Ca2+-permeable nichtselektive
Kationen-Kanéle im Zusammenspiel mit spannungsaktivierten Kv K+-Kandlen spezifische Ca2+-
Signale, die nukleare Isoformen der CaMKII-Kinase aktivieren. Letztere tragt zur Inaktivierung der
Phosphatase Cdc-25B bei. Als Folge kann das tber Chk-1 und Wee-1 inaktiverte Cdc-2 nicht
dephosphoryliert und somit aktiviert werden, womit der Zellzyklus im G2/M-Ubergang arretiert wird.
DSB: DNA-Doppelstrangbruch, NSK: Nichtselektiver Ca2*-permeabler Kationen-Kanal.

Befunde des Labors Experimentelle Radioonkologie in Tubingen belegen, dass in

Glioblastomzellen BKca-Kanal-Funktion zur radiogenen Aktivierung von Isoformen
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der CaMKIlIs bendtigt wird (Edalat et al., 2016, Steinle et al., 2011). Im Gegensatz
zu TRPMS8 und IKca radiosensibilisiert BKca-Targeting die Glioblastomzellen nicht
(Edalat et al., 2016). Hieraus lasst sich auf eine abweichende Funktion des durch
BKca-vermitteltem radiogenem Ca?*-,Signalings” schlieRen.

4.5 BKca-vermittelte radiogene Hypermigration/-invasion von Glioblastomzellen

Die starke Streuung von Glioblastomzellen im Gehirn erniedrigt die
Wahrscheinlichkeit einer kompletten chirurgischen Resektion des Tumors und der
Erfassung aller residuellen Tumorzellen mit dem Zielvolumen der darauffolgenden
fraktionierten Radiochemotherapie. Arbeiten des Labors Experimentelle
Radioonkologie in Tdbingen zeigten an T98G- und U-87 MG-Zellen in vitro (Steinle
et al., 2011) und im orthotopen Glioblastom-Xenograft-Mausmodell (Edalat et al.,
2016), dass die auch in dieser Promotionsarbeit (siehe Abb. 3.15) beobachtete
strahleninduzierte BKca-Aktivierung die Migration bzw. Gehirninvasion der
Glioblastomzellen zusatzlich verstarkt. Dabei wurde eine strahleninduzierte
(vermutlich direkt Uber radiogene S-Nitrosylierung vermittelte) Stabilisierung des
Transkriptionsfaktor Hypoxyia-inducible factor-1a (HIF-1a (Moeller et al., 2004)),
eine Hochregulation des HIF-1a Target-Chemokins Stromal cell derived factor-1
(SDF-1, CXCL12) und nachfolgendes auto/parakrines Signaling tber den SDF1
Chemokinrezeptor CXCR4 und vermutlich Phospholipase-C und
Inositoltrisphosphat-vermittelte Ca2*-Freisetzung aus dem Enoplasmatischen
Retikulum als ein dem BKca-Kanal vorgeschalteter Signalweg beobachtet (Edalat
et al., 2016). Zudem steigern TRPM8-Agonisten die BKca-Kanal-Aktivitét in
Glioblastomzellen (Klumpp et al., 2017), so dass auch ein Beitrag zur BKca-
Aktivierung durch radiogene TRPM8-Stimulation denkbar ware. Letztendlich
konnte eine Ca?*-abhangige Tyrosin-Kinase, die Proline-rich tyrosine kinase-2
(Pyk-2, FAK-2, PTK-2b), identifiziert werden, die durch Bestrahlung stimuliert wird,
uber vermutlich direkte Kanal-Phosphorylierung zur radiogenen BKca-Aktivierung
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beitragt und zur radiogenen Hypermigration benétigt wird (Stegen et al., 2016). Fur
Pyk-2 wurde gezeigt, dass die Phosphorylierung von BKca seine Ca?*-Sensitivitat
erhoht (Ling et al., 2004).

CIC-3 CI-Kanéle- bzw. CI/H*-Antiporter lokalisieren in nicht-Tumorzellen in
intrazellularen Membranen, kdnnen aber induziert durch oxidativen Stress auch in
die Plasmamembran transloziert werden (Kasinathan et al., 2007). Die hohe
Plasmamembran-Expression von CIC-3 in Glioblastomzellen kann zur Glioblastom-
Szintigraphie mit 31I-Chlorotoxin als Tracer verwendet werden. Der CIC-3- und
Matrix Metalloproteinase-2 (MMP-2)-Inhibitor Chlorotoxin bindet dabei hochselektiv
an Glioblastomzellen (Hockaday et al., 2005). Wie bereits erwéhnt, belegen
funktionelle Daten, dass CIC-3 fur die Volumenregulation wahrend der Migration
und Gehirninvasion von Glioblastomzellen benotigt werden (Cuddapah et al., 2013,
Sontheimer, 2008) und dass CIC-3 dabei tber direkte Interaktion mit CaMKIlIs
reguliert wird (Cuddapah and Sontheimer, 2010). In der vorliegenden
Promotionsarbeit bendétigte die radiogene Aktivierung von NPPB-sensitiven Cl--
Stromen in den bestrahlten Glioblastomzellen die Funktion von BKca-Kanalen
(siehe Abb. 3.16). Zusammen mit friheren Befunden, die eine BKca-Abhangigkeit
der radiogenen Aktivierung von Isoformen der CaMKII zeigen (Edalat et al., 2016,
Steinle et al., 2011), bestatigen diese Beobachtungen die Beteiligung von BKca an
einem radiogenen Ca?*-Signaling. Zudem zeigen die Befunde dieser
Promotionsarbeit eine strahleninduzierte Aktivierung von Cl-Kanélen in der

Plasmamembran von Glioblastomzellen (Abb. 4.2).

Stressfaktoren wie Tumorhypoxie kénnen beschriebenermafen einen Anderung
von einem proliferierenden ,Grow*- in einen Gewebe-invadierenden bzw.
metastasierenden ,,Go“-Phéanotyp induzieren (Giese et al., 1996) und so durch
Auswandern aus dem hypoxischen Areal das Uberleben der Tumorzelle in einer
wenigen feindlichen Mikroumgebung gewéahrleisten. Zur Annahme dieses

migrierenden/metastasierenden Phanotyps durchlaufen Karzinomzellen und
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Glioblastomzellen dabei wahrscheinlich eine epithelial-mesenchymale bzw. glial-

mesenchymale Transformation (Hay, 1995).

/—\
TRPM8 | ca2+ radiogene Hypermigration

Vm
lonisierende o K*
Strahlung ~_, /V BK,,
| A pyk2 |
K+ Ca2* — Cl-

~—
e T K

Glioblastomzelle

Abb. 4.2. Radiogene Hypermigration in Glioblastomzellen wird wahrscheinlich durch Aktivierung
von Ca2+-permeablen TRPM8-Kationenkanélen und Stabilisierung von HIF-1a ausgeldst.
Hochregulation des HIF-1a-Ziel-Gens SDF1 und auto/parakrines SDF1/CXCR4 Chemokin-
Signaling fuhrt vermutlich zu Ca?*-Freisetzung aus dem Endoplasmatischen Retikulum. Ca?*-
Freisetzung und TRPM8-vermittelter Ca?*-Einstrom bilden in Zusammenspiel mit Ca2*-aktivierten
K*-Kanalen vom BKca uns IKca Typ spezifische Ca?*-Signale, die nachgeschaltet Pyk-2- und
CaMKiII-Kinasen aktivieren, was zu einer Verstarkung der BKca-Aktivitat bzw. Aktivierung von
vermutlich CIC-3-Cl-Kanéle in der Plasmamembran fuhrt. Ausstrom von K* und CI- und
isoosomotisches Nachfolgen von Wasser durch Aquaporine (nicht dargestellt) bewirken eine lokale
Volumenabnahme, die zusammen mit Volumenzunahme am Lammellipodium (nicht dargestellt) die
gerichtete Migration der Glioblastomzelle antreibt.

Der Vergleich von Transkiptomdaten aus Glioblastomresektaten vor Therapie und
nach Rezidivierung deutet darauf hin, dass die molekularen
Glioblastomsubgruppen (klassisch, proneural, neural und mesenchymal (Verhaak
et al., 2010)) wahrend der fraktionierten Radiochemotherapie haufig

mesenchymale, proinvasive Marker hochregulieren (Phillips et al., 2006, Wang et
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al., 2017). Die radiogene Hypermigration/Invasion von Glioblastomzellen und die
zugrundeliegenden Aktivierung der fur die Migration unerlasslichen
lonenkanalleitfahigkeiten, die aul3er im Labor fur Experimentelle Radioonkologie in
Tlbingen (Edalat et al., 2016, Klumpp et al., 2017, Stegen et al., 2016, Steinle et
al., 2011) auch von anderen (aber nicht allen, zum Beispiel (Eke et al., 2012))
Arbeitsgruppen in vitro (D'Alessandro et al., 2019) und im orthotopen Glioblastom-
Mausmodell (Birch et al., 2018) beobachtet wurde, unterstreicht eine derartige
Transformation zu einem migratorischen Phanotyp von Glioblastomzellen wéahrend
der Bestrahlung. Auch fiir Sarkome (Krebs, 1929, Yamamoto, 1936) und
Brustkrebs (Bouchard et al., 2017, Kaplan and Murphy, 1949, Sheldon and Fowler,
1976) wurde in ektopen Xenograft Maustumormodellen eine durch Bestrahlung
geforderte distante Metastasierung beschrieben. Dies deutet darauf hin, dass die
Radiotherapie ahnlich der Hypoxie den ,,Go“-Phénotyp in Tumorentitaten
unterschiedlichen Ursprungs (glial, mesnchymal und epithelial) induzieren kann.
Eine strahleninduzierte Hyperinvasion/Hypermetastasierung konnte in der Theorie
zum Abwandern bestrahlter Tumorzellen aus dem Zielvolumen wahrend
fraktionierter Strahlentherapie fihren und somit zum Therapieversagen beitragen.
Derzeit kann noch nicht abschlieRend beurteilt werden, inwieweit derartige
Prozesse tatsachlich fur die Strahlentherapie des Patienten eine Rolle spielen.
Dagegen spricht, dass in der Klinik zum Beispiel strahleninduzierte Metastasierung
von Karzinomzellen nur sehr spéarlich beschrieben wurden (Jesse and Lindberg,
1975, Martin et al., 2014, Strong et al., 1978).

Neben dem HIF-1a/SDF-1/CXCR4/Ca?*-Signalweg tragt moglicherweise auch
EGFR-Signaling zu einer strahleninduzierten Gewebeinvasion/Metastasierung bei.
EGFR wird nach Bestrahlung vermutlich tber Lipidperoxidation und nachfolgender
Aktivierung von Src-Kinasen aktiviert und in den Zellkern transloziert (Dittmann et
al., 2008, Dittmann et al., 2009). EGFR wiederum reguliert spannungsabhéangige
Nav-Kanéle (Campbell et al., 2013, Gonzalez-Gonzalez et al., 2019, Mohammed et
al., 2016, Uysal-Onganer and Djamgoz, 2007, Zhang et al., 2019) in
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migrierenden/invadierenden Krebszellen: spannungsabhangige Nav-Kanéle wie
Navl.5 (SCN5A), Nav1l.6 (SCN8A), Navl.7 (SCN9A) oder die neonatale Splice-
Variante von Nav1.5 sind in dem Lamellipodium von migrierenden Glioblastom-
(Holley et al., 2014), Melanom- und Karzinom- (Lungen, Mamma- und weitere
Karzinomzellen) Zellen hoch exprimiert (Djamgoz et al., 2019). Pharmakologisches
Targeting oder genetischer Knockdown dieser Kanédle hemmt die Metastasierung
in Brust- und Prostatakrebs-Tiermodellen (Driffort et al., 2014, Nelson et al., 2015a,
Nelson et al., 2015b, Yildirim et al., 2012). Auch zeigen Patientendaten, dass die
Abundanz von Nav-Kanéle in kolorektalen und Brustkrebs-Tumorgeweben mit der
lokalen Tumorkontrolle, der Lymphkotenmetastasierung oder dem
Patientenuiberleben assoziiert sind (Fraser et al., 2005, Lin et al., 2019, Yang et al.,
2012). Mechanistisch scheinen Nav-Kanale in der Lamellipodium-Membran Na*/H*-
Antiporter zu regulieren, die lokal die extrazellulare Perimembran-Raum ansauern
und so den Verdau der extrazellularen Matrix durch Cathepsine und die
Gewebsinfiltration férdern (Brisson et al., 2013, Brisson et al., 2011, Gillet et al.,
2009) (siehe auch Kapitel 1.2.2). Die oben erwahnte Abhangigkeit dieser Prozesse
von dem EGFR-Signaling (Campbell et al., 2013, Gonzalez-Gonzalez et al., 2019,
Mohammed et al., 2016, Uysal-Onganer and Djamgoz, 2007, Zhang et al., 2019)
lasst spekulieren, dass radiogene EGFR-Aktivierung zur Hypermigration/-invasion/-
metastasierung von Krebszellen beitragen kdnnte. Gesichert sind dagegen die
Bedeutung des radiogenen EGFR-Signalings fiir die DNA-Reparatur (Rodemann
et al., 2007) sowie die metabolische Reprogrammierung. Letztere wird im nachsten

Kapitel vorgestellt.
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4.6 Strahleninduziertes Glukose-,Tanken®

Tumoren neigen zu einer vermehrten anaeroben Glukose-Verwertung selbst bei
ausreichendem Sauerstoffpartialdruck. Dieses nach dem Erstbeschreiber Otto
Warburg (Warburg, 1956) genanntes Phdnomen bedingt eine stark verringerte
Energieausbeute (2 mol ATP/ 1 mol Glukose durch Milchsauregarung anstelle von
36 mol ATP/ 1 mol Glukose durch mitochondrialer oxidativer Phosphorylierung).
Milchsauregéarende Tumoren benétigen daher einen viel grol3eren Glukoseumsatz.
Es ist deswegen nicht verwunderlich, dass Tumorzellen Glukoseaufnahme-Wege
wie die Glut-Uniporter (Meng et al., 2019) und/oder (2)Na*/Glukose-Ko-Transporter
SGLTs (Wright et al., 2017) hochregulieren.

Membranpotential-Ableitungen in der vorliegenden Promotionsarbeit (siehe Abb.
3.10 bis 3.14) zeigten in Lungen-Adenokarzinomzellen eine strahleninduzierte,
EGFR-Tyrosinkinase-abhangige, durch extrazellulare Glukose-evozierte und
Phlorizin-sensitive Depolarisation, die auf einen radiogenen, EGFR-regulierten
Na*-gekoppelte Glukose-Aufnahme durch SGLTs hinwies. Diese SGLT-
verursachte Depolarisation erreichte ca. 3 h nach Bestrahlung ihr Maximum. Bis
etwa 1 h nach Bestrahlung hyperpolarisierte das Membranpotential jedoch leicht
(siehe Abb. 3.10). Dies deutete auf eine radiogene Aktivierung von K*-Kanélen,
deren hyperpolarisierende Wirkung auf das Membranpotential initial zu Uberwiegen
schien. Tatsachlich wurde in A549-Zellen eine strahleninduzierte Aktivierung von
IKca-Kanalen beschrieben (Roth et al., 2015). Funktionell wirde eine parallele
Aktivierung von IKca die elektrische Triebkraft fir den einwartsgerichteten
(2)Na*/Glukose-Ko-Transport (welcher ja sehr schnell das Membranpotential lokal
stark depolarisieren wirde) aufrechterhalten. Bei langer anhaltender paralleler
Aktivitat von SGLT und IKca wirde der kontinuierliche Einstrom von Na* und
Ausstrom von K* aber die chemischen Gradienten fur Na* und K* tber die
Plasmamembran abschwachen. Einen Hinweis auf IKca/SGLT-bedingte erhéhte

intrazellulare Na*- und erniedrigte intrazellulare K*-Konzentrationen ergab die
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Beobachtung, dass durch die Wegnahme von extrazellularer Glukose (siehe Abb.
3.11), die Applikation von Phlorizin (siehe Abb. 3.12) oder auch Erlotinib (siehe
Abb. 3.13) das Membranpotential der bestrahlten Zellen deutlich spater
hyperpolarisierte als das der unbestrahlten Zelle. Bei mit Na*-vollgelaufenen Zellen
mit erniedrigter intrazellularer K*-Konzentrationen verschiebt sich Ex zu
depolarisierten Werten. Wird nun der Na*-Einstrom Uber SGLT gestoppt, kdnnen
die Zellen nicht mehr tber ihre K*-Leitfahigkeit das ursprungliche (i.e. vor SGLT-
Aktivierung) negative Membranpotential aufbauen. Vielmehr wird dieses uber den
Na*/K*-Pumpstrom, der gleichzeitig die Gradienten fir Na* und K* wieder
restauriert in Zusammenspiel mit der K*-Leitfahigkeit erreicht und dies dauert viel

langer, als das Aufbauen eines reinen K*-Diffusionspotential.

Begleitende Experimente in der Sektion fur Strahlenbiologie und Molekulare
Umweltforschung in Tubingen zeigten, dass die Hemmung von SGLT die A549-
Lungen-Adenokarzinomzellen sowie zwei HNSCC-Linien radiosensibilisiert. Als
Mechanismus wurde dabei der erhdhte Energie- und Azetyl-CoA-Bedarf der
bestrahlten Zellen identifiziert, der Uber eine verstarkte SGLT-vermittelte Glukose-
Aufnahme gedeckt werden muss. Azetyl-CoA wird fir die Histon-Azetylierung zur
DNA-Dekondensation wahrend der Reparatur der DNA-Strahlenschaden bendtigt
(Dittmann et al., 2013) (Abb. 4.3).
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Abb. 4.3. Radiogene Glukose-Aufnahme in A549-Lungen-Adenokarzinomzellen. A. Bestrahlung
schadigt entweder direkt oder tber ROS-Bildung Zellbestandteile wie die DNA. Bestrahlte Zellen
bendtigen vermehrt Substrate fir zum Beispiel Azetylierung von Histonen zur DNA-
Dekondensierung oder ATP fiir die Histonen-Phosphorylierung zur Rekrutierung von Reparatur-
Enzymen. Dadurch kénnen die Zellen in eine Energiekrise geraten und sterben. B. Durch
strahleninduzierte Verstarkung der Glukoseaufnahme tber EGFR-vermittelte Aktivierung von SGLT
Transportern und paralleler Aktivierung von IKca K*-Kanalen kann die Zellen ausreichende Mengen
an ATP und Azetyl-CoA bilden, ihre oxidative Abwehr erh6hen und die Strahlenschaden reparieren.
DSB: DNA-Doppelstrangbruch.

4.7 Schlussfolgerung und Ausblick

Diese Promotionsarbeit konnte zeigen, dass ionisierende Strahlung in Dosen, wie
sie bei myeloablativer Ganzkdrperbestrahlung zur Konditionierung vor allogener
Knochenmarkstransplantation oder zur normofraktionierten Strahlentherapie in der
Klinik angewendet werden, lonenkanale und Transporter in der Plasmamembran
von Krebszellen stimuliert. Diese daraus resultierenden radiogenen Transporte
lassen sich sowohl in mesenchymalen, epithelialen als auch glialen Tumorentitaten
beobachten und scheinen somit ein generelleres Phanomen in der Radiobiologie
zu sein. Diese Promotionsarbeit begleitende Experimente des Labors fur
Experimentelle Radioonkologie und der Sektion fur Strahlenbiologie und

Molekulare Umweltforschung, beide in Tlbingen, zeigten, dass die radiogenen
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Transporte zu der DNA-Schadensantwort beitragen und das klonogene Uberleben
der bestrahlten Krebszellen fordern, in dem sie Zellzyklus oder Metabolismus
regulieren. Zudem kdnnen die radiogenen Transporte Zell-Migration férdern und
somit folglich zumindest in der Theorie Gewebeinvasion und Metastasierung von

Krebszellen wahrend der Therapie férdern.

Die Identifikation der Radioresistenz-vermittelnden Eigenschaften radiogener
Transporte konnte zur Entwicklung neuer Therapie-Strategien verwendet werden.
Schatzungsweise mehr als ein Viertel aller bei uns zugelassener Medikamente
modulieren entweder als Zielstruktur oder als ,Off-Target“ lonenkanéle bzw.
Transporter. Beispiele hierfur sind Neuroleptika, Antidepressiva, Antihistaminika,
Fluoroquinolon-Antibiotika, Analgetika, Antikonvulsiva, Antiarrhytmika,
Antihyperteniva, und Antidiabetika (SGLT2-Inhibitoren) (Kale et al., 2015). Neue
Strategien zur Radiosensibilisierung von Tumoren, die konkomitant zur
fraktionierten Radiotherapie lonenkanal/Transporter-,Targeting“ durch
,Repurposing“ von zugelassenen Medikamenten verwenden, kdnnten daher
schnell in klinische Studien translatiert werden. Hierzu missen aber die
radiophysiologischen Prozesse und der Beitrag der verschiedenen

lonenkanal/Tansporter-Typen darin besser verstanden sein.
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5 Zusammenfassung

Transporte Uber die Plasmamembran durch Pumpen, Transporter und lonenkanéle
schaffen und nutzen chemische und elektrische Gradienten zur pH-Homdoostase,
Substratversorgung und Kataboliten-Entsorgung einer jeden Zelle. Zudem
kontrollieren sie das Zellvolumen und sind deswegen tbergeordnete Regulatoren
von Zellproliferation, Zellmigration und Zelltod. lonenkandle erzeugen in
erregbaren Zellen elektrische Signale. Sie steuern aber als integrale Module auch
biochemische Signaltransduktionsketten, indem sie zum Beispiel in
Proteinkomplexen mit Membranrezeptoren und ,downstream® Effektor-Proteinen
physisch interagieren oder Ca?*-Signale und Ca?*-Effektorproteine regulieren.
Tumorzellen zeichnen sich durch eine aberrante Expression von
lonenkanalen/Transportern aus, welche spezifische Funktionen in der
Tumorbiologie austiben, die sich h&ufig von ihren urspringlichen Funktionen in
nicht-transformierten Zellen unterschieden. Ein plakatives Beispiel dazu sind
spannungsaktivierte Natrium-Kanale, die in normalen erregbaren Zellen
Aktionspotentiale aufbauen und in metastasierenden Karzinomzellen die
Gewebeinvasion steuern.

Ziel der vorliegenden Promotionsarbeit war, in Tumorzellen die Modulation von
lonenkanélen/Transportern in der Plasmamembran durch therapeutisch relevante
Dosen von ionisierender Strahlung zu beschreiben. Hierzu wurden in Zelllinien
unterschiedlicher humaner Tumorentitaten (chronische myeloische Leuk&mie
(CML), T-Zell akute lymphatischer Leukamie (T-ALL), Lungen-Adenokarzinom,
Kopf-Hals-Plattenepithelkarzinom und Glioblastom) nach Bestrahlung mit 0 Gy
bzw. 2-10 Gy Photonen mit der Patch-Clamp-Methode elektrophysiologisch
abgeleitet und in der Spannungsklemme Ganzzell- bzw. makroskopische Cell-
attached-Stréme sowie in der 0 pA-Stromklemme das Membranpotential
gemessen.

Dabei zeigte sich, dass innerhalb wenigen Stunden nach Bestrahlung Ca?*-
permeable nichtselektive Kationenkanéle (nicht naher definiert in CML-Zellen,
TRPM2 in T-ALL-Zellen), K*-Kanéale (Kv3.4 und hERG1 in CML-Zellen, IKca in T-
ALL- und Glioblastomzellen, BKca in Glioblastomzellen,) sowie Cl-Kanéle (Clc-3-
ahnliche Kanale in Glioblastomzellen) aktivieren. Die radiogene Indukton der Cl--
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Kanal-Aktivierung in den Glioblastomzellen bendtigte die Aktivitat der BKca-Kandle,
wodurch die bereits bekannte Signaling-Funktion der BKca-Kanéle bestatigt wurde.

Die Membranpotential-Ableitungen in den Lungenadenokarzinom-Zellen zeigten
eine strahleninduzierte transiente Hyperpolarisation, gefolgt von einer langer
anhaltenden Depolarisation des Membranpotentials, die 3 h nach Bestrahlung
maximal war. Wegnahme der extrazellularen Glukose revertierte die radiogene
Depolarisation, der Glukose-Transport-Hemmer Phlorizin und der EGFR-
Tyrosinkinase-Inhibitor Erlotinib hemmten sie. Dies lasst auf eine radiogene,
EGFR-Tyrosinkinase vermittelte Aktivierung einer Phlorizin-sensitiven Na*-
gekoppelten Glukose-Aufnahme Gber SGLT-Transporter schliel3en. Eine radiogene
SGLT-Aktivierung wurde auch in den Kopf-Hals-Plattenepithelkarzinom-Zellen
beobachtet.

Begleitende Experimente des Labors Experimentelle Radioonkologie und der
Sektion fur Strahlenbiologie und Molekulare Umweltforschung, Klinik fur
Radioonkologie in Tubingen, demonstrierten, dass die radiogene Aktivierung der
lonenkanale/Transporter zum klonogenen Uberleben der Tumorzellen beitragen.
Pharmakologische Hemmung oder Knockdown der lonenkanéle/Transporter
radiosensibilisiert die Tumorzellen und zeigt damit deren funktionelle Relevanz fir
die DNA-Schadensantwort. Als Mechanismen konnte dabei lonenkanal-reguliertes
radiogenes Ca?*-Signaling identifiziert werden, das in CML-, T-ALL- und
Glioblastom-Zellen nachgeschaltet Isoformen von CaMKII aktiviert, wodurch Uber
Inhibition von Cdc-25 und Cdc-2 der Zellzyklus in den bestrahlten Zellen an den
Fortschritt der DNA-Reparatur angepasst wird. In den Glioblastomzellen tragt
zudem die radiogene Aktivierung der BKca- und Cl-Kanéle zur verstarkten
Migration und Gehirninfiltration der Zellen bei, was mdglicherweise auch zum
Therapieversagen beitragen kann. Mithilfe erhéhter SGLT-Aktivitat erhohen
bestrahlte Karzinomzellen ihre Glukoseaufnahme, um so den durch DNA-
Reparatur erhdhten Energieverbrauch ausgleichen zu kdnnen.
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8 Anhang

8.1 Verzeichnis der Materialien

8.1.2 Zellkulturen:

1.

Humane K562 -Zellen, chronisch myeloische Leukamie (CML), ATCC,
Baltimore, MD, USA.

Humane Jurkat E6.1 -Zellen, akute T-lymphatische Leukamie (T-ALL),
ATCC, Baltimore, MD, USA.

Humane T98G -Zellen, ATCC, Baltimore, MD, USA.

Humane U251 -Zellen, Glioblastomzellen, freundlicherweise von Prof. Luiz
O Penalva, Department of Cell Systems and Anatomy, University of Texas
Health Science Center at San Antonio, Texas, USA, zur Verfugung gestellt.
Humane A549 -Zellen, nicht-kleinzelliges Lungenkarzinom, NSCLC,
freundlicherweise von Prof. Klaus Dittmann, Sektion fir Strahlenbiologie
und Molekulare Umweltforschung, Klinik fiir Radioonkologie, Universitat
Tlbingen zur Verfigung gestellt.

Humane SAS -Zellen, Kopf-Hals-Plattenepithelkarzinom, HNSCC,
freundlicherweise von Prof. Klaus Dittmann, Sektion fir Strahlenbiologie
und Molekulare Umweltforschung, Klinik fiir Radioonkologie, Universitat

Tubingen zur Verfugung gestellt.
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8.1.2

Stabile Bcl-2- bzw. mit leerem Vektor transfizierte Jurkat-Zellen
(ursprunglich von Prof. Henning Walczak, Department of Cancer Biology,
University College London, London, UK) freundlicherweise von Frau PD Dr.
Justine Rudner, Arbeitsgruppe Molekulare Zellbiologie im Institut flr

Zellbiologie, Universitatsklinikum Essen zur Verfigung gestellt.

Substanzen und Loésungen:

RPMI-1640-Medium, 2.0 g/l NaHCO3, Roswell Park Memorial Institute,
Gibco, Karlsruhe, Deutschland.

Phenol-Rot-und FCS-freies RPMI-1640-Medium, Roswell Park Memorial
Institute, Gibco, Karlsruhe, Deutschland.

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium), 4500 mg D-Glukose/l, 3.7g/l
NaHCOs, Gibco, Karlsruhe, Deutschland.

10%-es fotales Rinderserum mit L-Glutamin; FBS, FCS, Gibco, Karlsruhe,
Deutschland.

Penicillin 100 U/ml und Streptomycin 100 pug/ml, Gibco. Karlsruhe,
Deutschland.

Kv3.4 siRNA und ,nontargeting“ RNA, On Target SMARTpool RNA,
Dharmacon, Chicago, lllinois, USA.

Grun-fluoreszierende siGLO siRNA, 400 nM; Dharmacon, Chicago, lllinois,
USA.

K-Glukonat Pipettenlésung, in mM: 140 K-b-Gluconate, 5 N-2-

Hydroxyethylpiperazin-N-2-Ethanesulfonisaure (HEPES), 5 MgClz, 1 K-
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Ethylenglycol-bis(-aminoethylether)- N,N,N°,N - Tetraessigsaure (K-EGTA),
1 K-ATP, mit KOH auf pH 7.4 titriert.

9. NaCl-Badlésung, in mM: 125 NacCl, 32 HEPES, 5 KCI, 5 p-Glucose, 1
MgClz, 1 CaClz, mit NaOH auf pH 7.4 titriert.

10. Glukose-Transporter-Inhibitor Phlorizin, 500 uM, Sigma-Aldrich, Darmstadt,
Deutschland.

11. EGFR (Epidermaler Wachstumsfaktor-Rezeptor-Tyrosinkinase) - Inhibitor —
Erlotinib, 1 uM, Sigma-Aldrich, Darmstadt, Deutschland.

12. KCI-Badlésung, in mM: 130 KCI, 32 HEPES, 5 p-Glucose, 1 MgClz, 1
CaClz, mit KOH auf pH 7.4 titriert.

13. Ca-D-Glukonatz Badlosung, in mM: 100 Ca-D-Gluconatz, 10 HEPES, titriert
mit Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris) auf pH 7.4.

14. Na-D-Gluconat-Badldsung, in mM: 150 Na-D-Glukonat, 10 HEPES, 1 Ca-D-
Gluconatz, mit NaOH auf pH 7.2 titriert.

15. EGTA-gepufferte Ca?*-freie Na-p-Gluconat-Badl6sung, in mM: 150 Na-D-
Glukonat, 10 HEPES, 3 EGTA, mit NaOH auf pH 7.4 titriert.

16. K-Glukonat Pipetteldsung, in mM: 140 K-p-Glukonat, 5 HEPES, 5 MgClz, 1
K2-EGTA, 1 K2-ATP, mit KOH auf pH 7.2 titriert.

17. K-Glukonat Badlosung, in mM: 130 K-b-Glukonat, 32 HEPES, 5 D-Glukose,
1 Mg-D-Glukonatz, 1 Ca-D-Glukonatz, mit KOH auf pH 7.4 titriert.

18. Inhibitor der hERG1-Kanale - E4031, 1 uM, Sigma-Aldrich, Darmstadt,
Deutschland.

19. ADP-Ribose, ADPR, 0 bzw. 1uM, Sigma, Taufkirchen, Deutschland.
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20. Kationenkanal-Inhibitor n-(p-Amylcinnamyl)-Anthranilsdure, ACA, 20 uM,
Sigma-Aldrich, Darmstadt, Deutschland.

21. TRAM-34, 10 uM, 1-[(2-Chlorophenyl)Diphenylmethyl]-1H-Pyrazol, Sigma-
Aldrich, Darmstadt, Deutschland.

22. NMDG-Pipetten-Losung beinhaltete, in mM: 140 NMDG-CI, 40 Mannitol, 10
HEPES/NMDG, 1 MgClz, 1 Mg-ATP, und 0.5 EGTA, mit NaCl auf pH 7.4
titriert.

23. NMDG-Badl6sung, in mM: 180 NMDG-CI, 10 HEPES/NMDG, 1 CacClz, und
1 MgClz2 mit zusétzlich NPPB, mit NaCl auf pH 7.4 titriert.

24. NPPB, 5-Nitro-2-[(3-Phenylpropyl)amino]Benzoesaure, 0 oder 50 uM in 0.1
% DMSO, Sigma-Aldrich, Darmstadt, Deutschland.

25. Paxilline, 0 or 5 uM im 0.1 % DMSO, Sigma-Aldrich, Darmstadt,
Deutschland.

26. KCI-Pipettenlosung, in mM: 130 KCI, 32 HEPES, 5 p-Glucose, 1 MgClz,

und 1 CaClz, titriert mit KOH auf pH 7.4.

8.1.3 Geréate, Materialien und Software:

1. EPI2500-Electroporator, Fischer, Heidelberg, Deutschland.

2. Linearbeschleuniger, LINAC SL25 Philips, Eindhoven, Niederlande.

3. Borosilikat-Glas, GC150 TF-10, Harvard Apparatus, March-Hugstetten,
Deutschland.

4. DMZ-Puller, Zeitz, Augsburg, Deutschland.
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. Das invertierte Axiovert-100 Zeiss Mikroskop, Carl Zeiss GmbH, Jena,
Deutschland.

. STM-Mikromanipulator, Lange, GmbH and Co., KG, Deutschland.

. EPC-9-Verstarker, Heka, Lambrecht, Deutschland.

. ITC-16-AD/DA-Wandler, Instrutech, Port Washington, NY, USA.

. Das InStat-Programm, GraphPad Software Inc., San Diego, California, USA.
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